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A PRESENTE INVENGAO PROPORCIONA COMPOSICOES LIOFILIZADAS COMPREENDENDO UM
ANTIGENIO E UM AGONISTA DO RECEPTOR DE TIPO TOLL (TLR) 9. ESSAS COMPOSIGOES
PODEM SER RECONSTITUIDAS EM COMPOSIGOES IMUNOGENICAS PARA UTILIZACAO EM
VACINACAO COM UM VEICULO SELECCIONADO DO GRUPO DE VEICULOS PARTICULADOS
CONSISTINDO EM LIPOSSOMAS, SAIS MINERAIS, EMULSOES, POLIMEROS E ISCOM. TAMBEM
SAO AQUI PROPORCIONADOS METODOS DE PREPARACAO DE COMPOSICOES
IMUNOGENICAS A PARTIR DAS COMPOSIGCOES LIOFILIZADAS DA INVENCAO E UTILIZAGAO
DAS MESMAS EM IMUNIZAGAO.



RESUMO

“COMPOSIQAO LIOFILIZADA DE WT-1 CONTENDO CPG”

A presente invencado proporciona composigdes liofilizadas
compreendendo um antigénio e um agonista do receptor de tipo
Toll (TLR) 9. Essas composicgdes podem ser reconstituidas em
composicdes imunogénicas para utilizacdo em vacinacgdao com um
veiculo seleccionado do grupo de veiculos particulados
consistindo em lipossomas, sais minerais, emulsdes, polimeros e
ISCOM. Também sao aqui proporcionados métodos de preparacao de
composicgdes imunogénicas a partir das composicgdes liofilizadas

da invengdo e utilizagdo das mesmas em imunizacgao.



DESCRICAO

“COMPOSIQAO LIOFILIZADA DE WT-1 CONTENDO CPG”

Campo Técnico

A presente 1invencdo refere-se a composicdes antigénicas
melhoradas e métodos de utilizacdo das mesmas para preparar
composigdes imunogénicas. Em particular, a presente invencgao
refere-se a composicgdes liofilizadas compreendendo um antigénio
e um agonista do receptor de tipo Toll (TLR) 9. Tais composicdes
podem ser reconstituidas em composicdes imunogénicas para
utilizacdo em vacinacdao com um veiculo seleccionado do grupo de
veiculos particulados consistindo em lipossomas, sais minerais,
emulsdes, polimeros e ISCOM. Também sdo parte da presente
invencdo métodos de preparacao de composigdes imunogénicas a
partir das composigdes liofilizadas da invengdo e utilizacédo das

mesmas em imunizacao.

Antecedentes a invencgéo

Os adjuvantes séado, por vezes, utilizados para melhorar a
resposta imunitdria deduzida para dqualquer dado antigénio.
Contudo, a inclusdo de adjuvantes dentro de uma vacina ou
composicdo imunogénica aumenta a complexidade de preparacdao dos
componentes, assim como a complexidade de distribuicdo e
formulacdo da composicao vacinal. A preparacao de cada dos
componentes adjuvantes, assim como o componente antigénico, deve

ser considerada pelos formuladores. Isto ¢é particularmente



verdadeiro porque, por exemplo, o pH de componentes adjuvantes
em solucdo pode ser muito diferente do pH dptimo para um dado
antigénio e estas diferencas necessitam de ser cuidadosamente
controladas e geridas para prevenir, por exemplo, a precipitacéao
ou perda de propriedades desejaveis dos componentes. O pH do
antigénio em &gua para injeccdo pode, por exemplo ser cerca de
PH 7 ou ligeiramente maior e, quando o adjuvante é adicionado, o
pPH pode ser tao baixo quanto pH 6,3. A este pH, o antigénio
pode, por exemplo, ndo ser estdvel quando armazenado durante

periodos prolongados.

Os componentes devem ser, entdo, formulados e distribuidos
numa forma que seja tdo estdvel quanto possivel, porgue 08
produtos farmacéuticos para utilizacdo humana, antes de poderem
ser aprovados para comercializacao, devem ser bem
caracterizados, estdveis e seguros. Por esta razao, devem ser
realizados estudos de estabilidade de longo prazo na formulacéo
final, para garantir que cumpre o0s critérios relevantes. A
informagao gerada nesses estudos de longo prazo é utilizada para
sustentar a submissdao as autoridades reguladoras, tais como a
FDA (Federal Drugs Authority - a entidade responsavel pela
aprovacado de medicamentos nos EUA), para demonstrar gque o0

produto é adequado para utilizagdo em humanos.

A secagem por congelacdao ou liofilizacdo € wutilizada, em
geral, para aumentar a estabilidade e, deste modo, o tempo de
armazenamento de material incluindo materiais farmacéuticos, tal

como um antigénio utilizado em vacinas.

Frequentemente, as composicdes antigénicas liofilizadas séao
proporcionadas a profissionais de cuidados de saude ©para

reconstituicdo com diluente (por exemplo, &gua para 1injeccéo



[WFI] ou, em alguns casos, uma formulacdo de adjuvante ligquido)
pouco antes da administracdao ao doente. Deste modo, o periodo de
tempo que o0s diversos componentes da vacina final sao mantidos

em proximidade imediata é minimizado.

Quando os antigénios sado liofilizados para formar lio-bolos
(0 produto seco da liofilizacao), devem ser considerados muitos
factores. Por exemplo, a antigenicidade/imunogenicidade do
antigénio deve ser mantida na forma liofilizada. O antigénio nao
deve agregar-se ou degradar-se enquanto na forma liofilizada. O
lio-bolo deve estar bem formado e néao colapsar. Finalmente, o
antigénio deve, evidentemente, estar numa forma que se dissolva
rapidamente quando reconstituido. Onde a solucgao para
reconstituicdo nado seja simplesmente WFI, por exemplo, quando ©O
antigénio ¢é reconstituido com adjuvante 1liquido, entédo, o
impacto dos componentes da solugdo nas propriedades do produto

reconstituido necessita ser considerado.

Como mencionado, os adjuvantes tém sido utilizados durante
muitos anos para melhorar a resposta imune para o componente
antigénico de uma vacina. Uma combinacao de adjuvante
particularmente potente é uma compreendendo Monofosforil-Lipido
A 3-Desacilado (3D-MPL) e uma saponina, particularmente, QS21,
uma fracgdo purificada de saponina extraida da casca de Quillaja
saponaria Monara. Esta combinagdao pode ser proporcionada, por
exemplo, como uma emulsdo de dleo em &gua, formulacdo lipossomal

ou semelhantes.

Em ensaios clinicos anteriores com antigénios, por exemplo,
com antigénios de malédria, tal como RTS,S, € proporcionado o
antigénio liofilizado e um frasco-ampola separado de adjuvante

liquido, por exemplo, uma formulacdo de &éleo em Aagua de MPL e



0S21 ou também é proporcionada uma formulacgdo lipossomal de MPL
e (QS21 para reconstituicdo do antigénio. Os componentes
individuais sdao combinados para formar a composicdao vacinal

final pouco antes da administracgao.

Determinados oligonucledtidos imunoestimuladores contendo
dinucledtidos CpG nao metilados (“CpG”) sao ligandos de TLRY e,
quando administrados pelas vias sistémica e mucosal, foram
identificados como sendo adjuvantes (documentos WO 96/02555,
EP 468520, Davis et al., J.Immunol, 1998, 160(2):870-876;
McCluskie e Davis, J.Immunol., 1998, 161(9):4463-6). CpG é uma
abreviatura para motivos do dinucledtido citosina-guanina
presentes no ADN. Historicamente, foi observado que a fraccao de
ADN da BCG poderia exercer um efeito antitumoral. Em estudos
adicionais, mostrou-se que oligonucledtidos sintéticos derivados
de sequéncias génicas de BCG eram capazes de induzirem efeitos
imuncestimulatérios (in vitro e 1in vivo). O0Os autores destes
estudos concluiram que determinadas sequéncias palindrémicas,
incluindo um motivo CG central, transportavam esta actividade. O
papel central do motivo CG na imunoestimulagdao foil elucidado
mais tarde, numa publicacdo de Krieg, Nature 374, p. 546, 1995.
A andlise detalhada mostrou gue o motivo CG tem gue estar num
determinado contexto de sequéncia e gue essas sequéncias séao
comuns em ADN bacteriano mas sao raras em ADN de vertebrado. A
sequéncia imunoestimuladora ¢é frequentemente: Purina, Purina, C,
G, pirimidina, pirimidina; em que o motivo CG dinucleotidico néo
estd metilado, mas outras sequéncias de CpG ndo metiladas séo
conhecidas como sendo imunoestimuladoras e podem ser utilizadas

na presente invencgao.



Também se mostrou gque um oligonucledtido imunoestimulador
pode reter actividade imunoldgica quando a Guanosina ¢é mutada

para um motivo 7-desazaguanosina (documento WO 03057822).

Considera-se que estes oligonucledtidos imunoestimuladores
tém um pH acidico em solucdo, por exemplo, abaixo de pH 7, tais
como 6,3, 6,1 ou inferior. Isto pode fazer com que seja dificil
incorporda-los em formulacdes vacinais liquidas, devido a serem
dissemelhantes de outros componentes na formulacéo. Como
discutido, tal pode causar precipitacdo e/ou problemas de

estabilidade de longo prazo.

Considera-se que estes oligonucledtidos imunoestimuladores
sao susceptiveis de ser adjuvantes muito eficazes,
particularmente quando utilizados em combinag¢do, com combinagdes
de adjuvantes existentes, tais como 3D-MPL e QS21. Espera-se que
esses adjuvantes sejam empregues em doengas para as quais foi,
até agora, dificil proporcionar vacinas eficazes, tais como VIH,

cancro e, possivelmente, maléaria.

H&d um numero de diferentes modos nos quails os adjuvantes
podem ser incluidos em vacinas, mas devem ser incluidos num modo
gque nao afecte a estabilidade deles mesmos ou da composicao
antigénica e, também, num modo gque nao cologue um encargo
indevido no profissional de cuidados de saude que reconstitui a
vacina. O modo mais simples de alcancgar isto, seria o de colocar
componentes adicionais dentro de frascos—-ampola adicionais, de
modo a que fossem mantidos em separado até imediatamente antes
da reconstituicdo minimizando, desse modo, o tempo durante o
qual os componentes pudessem afectar—-se entre si. Tal significa
que o antigénio e o oligonucledétido imunoestimulador deveriam

ser proporcionados, cada, em frascos—ampola separados. Depois,



se fossem empregues componentes adjuvantes adicionais, tais como
MPL e QS21, estes podem ser proporcionados como uma mistura
ligquida numa  terceiro frasco-ampola. Contudo, um  numero
crescente de componentes num numero crescente de frascos—-ampola
conduz a custos aumentados, desperdicio e, facto importante, a

um aumento na possibilidade de erros durante a constituicao.

Sumdrio da Invengéo

A presente requerente verificou que quando um ligando de
TLR9, tal como o oligonucledétido imunoestimulador CpG, se
destina a ser parte de wuma composicdao imunogénica como um
adjuvante, o vreferido 1ligando de TLRY9 pode ser 1liofilizado,
juntamente com o antigénio, de modo a que seja proporcionado um
unico frasco-ampola contendo antigénio e adjuvante de ligando de

TLRY9 em conjunto num lio-bolo.

A  presente invengao proporciona, por conseguinte, uma
composicdo liofilizada, compreendendo um ou mais antigénios nao
carregados positivamente e oligonucledétido  imunoestimulador
contendo CpG, em que o(s) referido(s) um ou mais antigénio(s) &
(sdo) WT-1, ou um seu derivado ou fragmento, em que o derivado é
suficientemente semelhante aos antigénios nativos para reter
propriedades antigénicas e permanecer capaz de permitir que uma
resposta imunitdria seja deduzida contra o WT-1 e em que O
fragmento tem, pelo menos, 8 aminodcidos de comprimento e &
capaz de induzir uma resposta imunitdria que reage de modo
cruzado com o WT-1 de ocorréncia natural. Num aspecto, o
referido oligonucledétido contendo CpG compreende uma sequéncia
de purina, purina, C, G, pirimidina, pirimidina. Noutro aspecto,

o referido oligonucledétido imunoestimulador ¢é seleccionado do



grupo consistindo em: SEQ ID N°: 1; SEQ ID N°: 2; SEQ ID N°: 3;
SEQ ID N°: 4; e SEQ ID N°: 5.

Embora nao se desejando o vinculo a uma teoria,
considera-se que proporcionando o antigénio e o oligonucledtido
imunoestimulador contendo CpG em conjunto, se proporciona um
componente que € mals estdvel do que a simples adicdo do
oligonucledétido imunoestimulador contendo CpG a uma formulacéao

ligquida de MPL e QS21.

A presente invengao proporciona a vantagem de que, onde o
antigénio e oligonucledétido imunoestimulador contendo CpG séao
reconstituidos com WEI, pode proporcionar-se apenas um
frasco—ampola com formulacado liofilizada dentro do mesmo. Além
disso, onde o WT-1, ou um seu derivado ou fragmento, e o
oligonucledtido imunoestimulador contendo CpG se destinem a ser
reconstituidos com uma formulacdao ligquida, tal como uma
formulacdo de adjuvante liquido, entdo, é vantajoso poder ser-se
capaz de proporcionar apenas dois frascos—ampola de componentes
(em vez de trés). Isto, por sua vez, tem beneficios de custo
proporcionando, simultaneamente, um  produto adequado para

utilizacao de uma vacina uma vez reconstituida.

Além disso, a presente requerente verificou que a
co-liofilizacdao de CpG com antigénios que nao tenham uma carga
global positiva no tampdao de reconstituicado pode aumentar a
solubilidade desses antigénios, apds reconstituicdo com A&agua
para injeccdo ou adjuvante liquido. Por conseguinte, a presente
invengao também  proporciona um método  para aumentar a
solubilidade de um antigénio 1liofilizado apds reconstituicao,
onde o antigénio ndo tenha uma carga liquida positiva no tampéao

de reconstituicao, compreendendo a etapa de co-liofilizacdo de



um oligonucledétido imuncestimulador contendo CpG com o)
antigénio, em qgque o antigénio é WT-1 ou um seu derivado ou
fragmento. A presente invencdo também proporciona a utilizacao
de um oligonucledétido imunoestimulador contendo CpG, para
aumentar a solubilidade de um antigénio liofilizado nao
carregado positivamente apdés reconstituicdo, em que o antigénio
¢ WT-1 ou um seu derivado ou fragmento. Por “nao carregado
positivamente” significa-se que a carga global da proteina nao é

positiva. A proteina pode conter cargas positivas e negativas,

mas a carga global da proteina € neutra ou negativa.

- A presente invencao também proporciona um método de
preparacao de uma composicdao imunogénica, compreendendo @ as
etapas de reconstituicdo de uma composicado liofilizada, como
aqui descrito, com um veiculo adequado. Numa forma de
realizacdao, o referido veiculo é uma solucdao lipossomal ou uma
emulsdo de dleo em &gua. O referido veiculo pode, opcionalmente,
conter um ou mais imunoestimulantes que podem ser seleccionados
do grupo consistindo em agonistas de TLR4, antagonistas de TLR4,
saponinas, agonistas de TLR7, agonistas de TLR8, agonistas de
TLR9. Numa forma de realizacao, o referido veiculo contém dois
ou mais imunoestimulantes e, num aspecto, estes podem ser MPL

3-desacilado e QS21.

A presente invengao também proporciona um método de
preparacgao de uma composicgao liofilizada da invencao,
compreendendo a combinacdo de um ou mais antigénios desejados,
um ligando de TLR9 e excipientes adequados e a liofilizacao da

mistura resultante.



Descrigdo Detalhada da Invengéo

LA presente requerente verificou que os ligandos de TLRY,
tais como oligonucledétidos de CpG, podem ser liofilizados com um
antigénio de interesse, sem afectar a antigenicidade ou
estabilidade desse antigénio. Por ligando de TLR9 significa-se
um composto gque pode interagir com o receptor de TLR9.
Mostrou-se qgque os membros da familia do Receptor de Tipo Toll
(TLR), em primeiro lugar descobertos em Drosophila, sao
receptores de reconhecimento de padrdao, cada membro reconhecendo
e respondendo a diferentes componentes microbianos para
limitar/erradicar micrdébios invasores. A ligacdo de padrdes
moleculares associados a patogénios (PAMP) a TLR induz a
produgdo de intermedidrios reactivos de oxigénio e azoto,
iniciagcdo da rede de citocinas pré-inflamatdérias e regulacao
positiva de moléculas co—estimulatérias ligando a rapida
resposta inata a imunidade adaptativa. Muitos ligandos de TLR
sao conhecidos como sendo Uteis como adjuvantes. Mostrou-se qgue
o TLRY9 responde a agonistas oligonucleotidicos. Por conseguinte,
os ligandos de TLRY9, aqui descritos a titulo exemplificativo,
sao oligonucledtidos imunocestimuladores. Num exemplo, esses
ligandos de TLR9 contém um motivo CpG. O0Os oligonucledétidos
imunoestimuladores contendo CpG da invencdo podem compreender
modificacgdes nos nucledtidos. Por exemplo, 0s documentos
WO0226757 e W0O03057822 divulgam modificac¢des na porgao C e G de

um oligonucledtido imunoestimulador contendo CpG.

Numa forma de realizacao, um oligonucledétido de CpG contém
dois ou mais motivos CpG dinucleotidicos separados por, pelo
menos, trés, possivelmente, pelo menos, seis ou mais
nucledétidos. 0Os oligonucledétidos da presente invencado séao,

tipicamente, desoxinucledétidos. Numa forma de realizacgao, a



ligagao internucleotidica no oligonucledétido é fosforoditioato
ou, possivelmente, uma ligacao fosforoticato, embora também
possam ser utilizadas ligacgdes fosfodiéster e outras ligacdes
internucleotidicas, incluindo oligonucledétidos com ligacgdes
internucleotidicas mistas. Os métodos para a producao de
oligonucledtidos de fosforotioato ou fosforoditioato sao
descritos nos documentos US5666153, US5278302 e W095/26204. Os
oligonucledétidos compreendendo diferentes ligacdes
internucleotidicas estdao contemplados, e. g., fofodiésteres de
fosforoticato mistos. Podem ser wutilizadas outras ligacgdes

internucleotidicas que estabilizam o oligonucledtido.

Os exemplos de oligonucledtidos de CpG tém as seguintes
sequéncias. Numa forma de realizacao, estas sequéncias contém

ligagdes internucleotidicas modificadas por fosforotioato.

OLIGO 1 (SEQ ID N°: 1): TCC ATG ACG TTC CIG ACG TIT
(CpG 1826)

OLIGO 2 (SEQ ID N°: 2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
OLIGO 3 (SEQ ID N°: 3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC
ACG

OLIGO 4 (SEQ ID N°: 4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GIT
(CpG 2006)

OLIGO 5 (SEQ ID N°: 5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT
(CpG 1668)

Os oligonucledtidos de CpG alternativos podem compreender
as sequéncias acima, em que tém delecdes ou adicodes

inconsequentes as mesmas.

Os oligonucledtidos de CpG, utilizados na presente

invencao, podem ser sintetizados por qualquer método conhecido
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na técnica (e. g., documento EP 468520). Convenientemente, esses
oligonucledétidos podem ser sintetizados utilizando um

sintetizador automatizado.

No contexto da presente descricado, pretende-se que o termo
“antigénio” se refira a um componente imunogénico adequado para
a deducdo de uma resposta imunitdria especifica e adequado para
inclusdao dentro de uma vacina ou composicao imunogénica. O
antigénio pode compreender ou consistir em WT-1, expresso pelo
gene do tumor de Wilm ou seu fragmento N-terminal WT-1F,
compreendendo cerca de, ou aproximadamente, aminodcidos 1-249. O
WIl ¢é uma ©proteina que se verificou ser, originalmente,
superexpressa no cancro do rim pedidtrico, Tumor de Wilm. Um
antigénio que ©pode ser wutilizado compreende a proteina de
comprimento quase completo como antigénio. Numa forma de
realizacao, o antigénio pode compreender ou consistir na
proteina WT1-A10, que ¢é uma proteina de fusao recombinante, de
292 AA, consistindo numa sequéncia tat truncada, de 12 mer, e
nos aminodcidos numero 2 - 281 da sequéncia de WT1l. Barrett elL,
Clin. Experim. Immunol. 2007, 148: 189-198, divulgam vacinas de

WT1l com montanida como adjuvante.

Numa forma de realizacgao, o antigénio tem um ponto
isoeléctrico de 9,6 ou inferior. Numa forma de realizagao, o
antigénio tem ponto isoeléctrico de 9 ou inferior. Numa forma de
realizacdao, o antigénio tem um ponto isoceléctrico de 8,5 ou
inferior. Numa forma de realizacgdo, o antigénio tem um ponto
isoeléctrico de 8,0 ou inferior. Numa forma de realizagao, o
antigénio tem um ponto isoeléctrico de 7,5. Numa forma de
realizacdo, o antigénio tem um ponto isoeléctrico na gama de 7 a

8.
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A carga liquida de uma proteina, guando reconstituida em
tampao, depende do numero de cargas positivas wversus o numero de
cargas negativas na proteina, esta carga ira, evidentemente,
variar, dependendo do pH do tampdao de reconstituicdo. O ponto
isoeléctrico é o pH a que a carga ligquida de uma proteina ¢é
neutra. Se o pH do tampdao de reconstituicado for abaixo do ponto
isoeléctrico do antigénio, a proteina tende a transportar uma
carga liquida positiva. Se o pH do tampado de reconstituicdao for
acima do ponto isoceléctrico do antigénio, a proteina tende a
transportar uma carga liquida negativa. A presente invencao é
particularmente 1Gtil quando se liofilizam e reconstituem
antigénios que tenham um ponto isoeléctrico de modo a que, no
tampao de reconstituicdo pretendido, a proteina transporte uma
carga liquida negativa. Em tais circunsténcias (ver o exemplo
3), a presenca de CpG na composicdo liofilizada pode melhorar a

solubilidade do antigénio no tampao de reconstituicao.

Numa forma de realizacdo, o antigénio 1liofilizado e o
oligonucledtido imunocestimulador contendo CpG ¢é proporcionado

com uma dose, por exemplo, num frasco-ampola.

Numa forma de realizacgcdo, o antigénio 1liofilizado estéd
presente numa quantidade para proporcionar uma concentracao de

antigénio na gama de 10 a 250 pg, guando reconstituido.

Numa forma de realizacao, o oligonucledétido
imunoestimulador contendo CpG estd presente numa quantidade para
proporcionar uma concentracdo na gama de 10 a 1000 pg, tal como

500 pg, guando reconstituido.

0O antigénio que é combinado numa composicdao liofilizada com

um oligonucledtido imunoestimulador contendo CpG é um antigénio

12



antitumoral. Por conseguinte, as composicdes imunogénicas
preparadas utilizando a composicdao antigénica liofilizada da
invencdo sado Uteis para o tratamento imunoterapéutico de
cancros. Por exemplo, a composicao liofilizada pode ser
preparada com antigénios de cancro, antigénios tumorais ou
antigénios de rejeicdo tumoral, como aqui descrito, tal como as
proteinas expressas no cancro da prdstata, cancro da mama,
cancros colorrectais, cancro do pulmdao, cancro do rim, cancro
ovariano, cancro do figado e cancro da cabeca e pescogo, entre

outros.

A invencdo também se estende a utilizacdo dos antigénios,
derivados imunogénicos e fragmentos imunogénicos e proteinas de
fusdo acima compreendendo o0s mesmos em aspectos da presente

invencao.

Derivados, fragmentos e proteinas de fuséo

Os antigénios associados a tumores da presente invencao
podem ser empregues na forma dos seus derivados ou fragmentos,

em vez do antigénio de ocorréncia natural.

Como aqui wutilizado, o termo “derivado” refere-se a um
antigénio que é modificado relativamente a sua forma de
ocorréncia natural. O derivado pode incluir uma mutagado, por
exemplo, uma mutagdo pontual. Num exemplo, o derivado pode
alterar as propriedades da proteina, por exemplo, pelo
melhoramento da expressdao em sistemas procaridticos ou pela
remocdo de actividade indesejavel, e. g., actividade enzimatica.
Os derivados da presente invencao sao suficientemente

semelhantes aos antigénios nativos para reterem as propriedades
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antigénicas e permanecerem capazes de permitir que uma resposta
imunitdria seja deduzida contra o antigénio nativo. Se um dado
derivado deduz ou nédo essa resposta imunitdria pode ser medido
por um ensaio adequadamente imunoldégico, tais como um ELISA ou

citometria de fluxo.

Numa forma de realizacdo da presente invencdo, o derivado
do antigénio associado a tumor da presente i1invencdo € uma
proteina de fusado, compreendendo um antigénio associado a tumor
ligado a uma proteina parceira de fusdo heterdloga. Por
“heterdlogo”, com respeito a um antigénio associado a tumor,
significa-se uma sequéncia proteica ou polipeptidica gue néao
esteja ligada ao antigénio associado a tumor na natureza, 1. e.,
estd ligada ao antigénio associado a tumor por intervencédo

humana deliberada.

O antigénio e proteina parceira de fusdo heterdloga podem
ser qguimicamente conjugados ou podem ser expressos  Como
proteinas de fusdo recombinantes. Numa forma de realizagdao, uma
proteina de fusdo da presente invencdo pode permitir gque sejam
produzidos niveis aumentados da proteina de fusdo num sistema de
expressao, em comparacgao com proteina nao fundida. Deste modo, a
proteina parceira de fusdo pode auxiliar a proporcionar epitopos
auxiliares T, por exemplo, epitopos auxiliares T reconhecidos
por humanos (i. e., a proteina parceira de fusdo estd actuando
como um parceiro de fusao imunoldgico). O parceiro de fusao pode
auxiliar na expressao da proteina com rendimentos mais elevados
do gue a proteina recombinante nativa (i. e., a proteina
parceira de fusdo actuando como um estimulador de expressao).
Numa forma de realizacdo, a proteina parceira de fusdo pode
actuar como um parceiro de fusdo 1imunoldgico e parceiro

estimulador de expressao.
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As proteinas parceiras de fusdao podem, por exemplo, ser
derivadas da proteina D. A proteina D €& uma lipoproteina (uma
proteina de ligagcdao a imunoglobulina D, de 42 kDa, exposta na
superficie da bactéria Gram-negativa Haemophilus influenzae). A
proteina € sintetizada como um precursor, com uma sequéncia
sinal de 18 residuos de aminodcidos, contendo uma sequéncia
consenso para lipoproteina bacteriana (ver o documento
WO 91/18926). A proteina da Proteina D precursora nativa &
processada durante a secrecdo e a sequéncia sinal é clivada. A
Cys da Proteina D processada (na posicao 19 na molécula
precursora) torna-se no residuo N-terminal da proteina
processada e ¢é concomitantemente modificada por conjugacéao
covalente de &4dcidos gordos ligados a éster e ligados a amida. Os
dcidos gordos 1ligados ao residuo de Cisteina amino-terminal

funcionam, entdo, como adncora de membrana.

Numa forma de realizacado, o derivado de antigénio associado
a tumor para utilizagdo na presente invencdo pode compreender
Proteina D, ou um seu derivado, como uma proteina parceira de

fusao.

A proteina D, ou um seu derivado, como aqui descrito, pode
compreender, por exemplo: o primeiro tergo ou tergo N-terminal
da proteina D processada ou, aproximadamente, ou cerca, do
primeiro terg¢o ou tergo ou N-terminal da proteina D processada.
Numa forma de realizacdo, a proteina D, ou um seu derivado, pode
compreender os primeiros 100 a 115 aminodcidos ou N-terminais de
proteina D processada; ou o0s primeiros 109 aminodcidos ou
N-terminais de proteina D processada. Numa forma de realizacgao,
0os aminodcidos 2-Lys e 2-Leu de Proteina D processada nativa

podem ser substituidos com os aminodcidos 2-Asp e 3-Pro.
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Numa forma de realizacdo, a proteina D ou seu derivado
pode, ainda, incluir os 18 ou 19 aminodcidos da segquéncia sinal
da proteina D precursora. Numa forma de realizagdo, a proteina
parceira de fusdo derivada de proteina D compreende ou consiste
nos aminodcidos 20 a 127 da proteina D precursora. Numa forma de
realizacdo da presente invencédo, os dois aminodcidos 21-Lys e
22-Leu da proteina parceira de fusao da proteina D precursora

podem ser substituidos com os aminodcidos 21-Asp e 22-Pro.

A proteina parceira de fusdao da proteina D, como aqgqui
descrita, pode ainda ou, alternativamente, conter delecgdes,
substituicgdes ou insercdes dentro da sequéncia de aminocacidos,
gquando comparada com a sequéncia do precursor de tipo selvagem

ou proteina D processada. Numa forma de realizacao, 1, 2, 3, 4,

5 6, 7, 8, 9 ou mais aminodcidos podem ser inseridos,
substituidos ou delecionados. Os aminoacidos podem ser
substituidos com substituicdes conservativas, como aqui

definido, ou podem ser utilizados outros aminoédcidos.

Numa forma de realizacadao, a proteina parceira de fusao pode
compreender ou consistir numa sequéncia de proteina D, como
mostrado na SEQ ID N°: 1. Numa forma de realizacgdo, a proteina
parceira de fusdo pode compreender ou consistir nos aminodcidos
sublinhados na Figura 1, 1i. e., residuos de aminodcidos 20 até
127 da SEQ ID N°: 12. Numa forma de realizacado, o antigénio para
utilizagcdo na presente invencdao pode ser proteina-D-MAGE-3, no
qual o antigénio de MAGE-3 consiste nos aminocdcidos 3 a 314 de
MAGE-3 e no qual a proteina parceira de fusdao da proteina D

consiste na sequéncia de aminodcidos mostrada na Figura 1.
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Noutra forma de realizacdo da presente invencao, as
proteinas parceiras de fusdo podem ser seleccionadas de NS1 ou

LytA ou seus derivados, como descrito abaixo.

NS1 é uma proteina nao estrutural do virus influenza. Numa
forma de realizacdo, o derivado de antigénio associado a tumor
da presente invencdo pode compreender NS1, ou um seu derivado,
como uma proteina parceira de fusao. A NS1 ou seu derivado pode

compreender o0s seus aminodcidos N terminais 1 a 81.

LytA é um derivado de Estreptococus pneumoniae. O dominio
C-terminal da proteina LytA é responsavel pela afinidade para a
colina ou para alguns andlogos de colina, tal como DEAE. Numa
forma de realizacdo, o derivado de antigénio associado a tumor
da presente invencado pode compreender LytA, ou um seu derivado,
como uma proteina parceira de fusadao. A LytA ou seu derivado pode
compreender a porcgao de repeticdao da molécula LytA verificada na
extremidade C terminal, comecando no residuo 178. Numa forma de
realizacdao, a LytA ou seu derivado compreende o0s residuos

188 - 305 de C-LytA.

Os polipéptidos imunogénicos para utilizacdo na presente
invengdao serao, tipicamente, proteinas recombinantes produzidas,
e. g., Ppor expressao num hospedeiro heterdélogo, tal como um
hospedeiro bacteriano, na levedura ou em células de mamifero

cultivadas.

O termo “derivado de antigénio associado a tumor” significa
um  polipéptido que contém, parcialmente ou totalmente,
sequéncias que ocorrem naturalmente num antigénio associado a
tumor ou que contém um elevado grau de identidade de sequéncia

com o mesmo (e. g., mais de 95% de identidade ao longo de um
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segmento de, pelo menos, 10, e. g., pelo menos, 20 aminodcidos).
Os derivados também incluem sequéncias tendo substituicgdes
conservativas. As substituicdes conservativas sdao bem conhecidas
e sao, em geral, implementadas como as matrizes de pontuacgao
predefinidas em programas de computador de alinhamento de

sequéncias.

Em termos gerais, substituicao, dentro dos seguintes
grupos, sao substituigdes conservativas, mas as substituigdes
entre o0s grupos seguintes sdo consideradas nao conservadas. O0s

grupos sao:

i) Aspartato/asparagina/glutamato/glutamina
ii) Serina/treonina
iii) Lisina/arginina
iv) Fenilalanina/tirosina/triptofano
V) Leucina/isoleucina/valina/metionina
vi) Glicina/alanina

Os derivados da presente invencgao também podem incluir
sequéncias guimicamente tratadas, tais como tratamento com um
aldeido (tais como formaldeido ou glutaraldeido),
carboximetilacéao, carboxiamidacao, acetilacéao e outros
tratamentos quimicos de rotina. As construgdes da presente
invengdao tendo residuos tiol 1livres derivatizados também podem
ser utilizadas na presente invencao. Em particular, podem ser

utilizados derivados tiol carboxiamidados ou carboximetilados.
Como agqui descrito a titulo de exemplo, o derivado de

antigénio associado a tumor pode ser um antigénio de MAGE, como

aqui descrito, tendo residuos tiol livres derivatizados. Os
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residuos tiol 1livres derivatizados podem ser derivados de

carboxiamida ou carboximetilados.

Como aqui descrito a titulo de exemplo, o derivado de
antigénio associado a tumor pode, alternativamente, compreender
uma construgdo compreendendo mais de um antigénio associado a
tumor. Num exemplo, o derivado de antigénio associado a tumor

pode compreender dois ou mais antigénios associados a tumor.

O termo “fragmento”, como agqui utilizado, refere-se a
fragmentos de um antigénio associado a tumor ou derivado do
antigénio que contém, pelo menos, um epitopo, por exemplo, um
epitopo de CTL, tipicamente, um péptido de, pelo menos,
8 aminodcidos. Os fragmentos de, pelo menos, 8, por exemplo,
8-10 aminodcidos ou até 20, 50, 60, 70, 100, 150 ou
200 aminodcidos em comprimento sao considerados como
encontrando-se abrangidos pelo admbito da invencdo, desde que o
fragmento demonstre antigenicidade, ou seja, que o0s principais
epitopos (e. g., epitopos de CTL) sejam retidos pelo fragmento e
o fragmento seja capaz da inducdo de uma resposta imunitdria que
reaja de modo cruzado com o antigénio associado a tumor de
ocorréncia natural. Os fragmentos exemplificativos podem ter
8-10, 10-20, 20-50, 50-60, 60-70, 70-100, 100-150,
150-200 residuos de aminodcidos em comprimento (inclusive de

qualgquer valor dentro destas gamas).

Como aqui descrito a titulo de exemplo, a composicéao
liofilizada compreendendo o antigénio Her 2 neu e
oligonucledtido de CpG € reconstituida com um lipossoma ou
veiculo de emulsédo de dleo em agua contendo 3D-MPL e QS21. Essas
formulagdes reconstituidas produzem uma resposta de mediacgéao

humoral e celular.
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Como aqui descrito a titulo de exemplo, as composicdes
liofilizadas podem conter antigénios associados a mecanismos de
suporte  tumoral (e. g. angiogénese, invasdao  tumoral) por

exemplo, tie 2, VEGF.

Noutro exemplo, o antigénio dentro da composicgao
liofilizada da invengao ¢é um antigénio seleccionado de
antigénios derivados de VIH, particularmente antigénios

derivados de VIH-1.

Numa forma de realizacdo especifica da invencado, uma
composicao liofilizada contém mais de um polipéptido

imunogénico.

A composicadao liofilizada pode conter um antigénio ou pode

conter mais de um antigénio.

Num aspecto da invencao, o oligonucledétido imunoestimulador
contendo CpG ¢é wutilizado para melhorar a solubilidade de

antigénios nao carregados positivamente.

A presente requerente verificou que, particularmente com
antigénios que sao carregados negativamente, a co-liofilizacao
de CpG pode melhorar a sua solubilidade apds reconstituicgdo. O
oligonucledétido imunoestimulador contendo CpG serd uma molécula
com uma carga liquida negativa. Onde este 1ligando seja co-
liofilizado com um antigénio com uma carga liquida positiva, ha
uma possibilidade de que o) ligando de oligonucledétido
imunoestimulador contendo CpG interaja com o antigénio, apds
reconstituicao da composicgéao liofilizada causando,
possivelmente, precipitacdo do antigénio. Tal ndo ¢é desejavel,

mas pode ser evitado por um especialista na técnica, pela
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inclusdo de excipientes de liofilizacdo na composicdo que sao
conhecidos como aumentando a solubilidade nessas situagdes, tal

como, por exemplo, L-arginina.

0 oligonucleétido imunoestimulador contendo CpG e um ou
mais antigénios sdo combinados com excipientes adequados para
formar a formulacdo em bruto final que serda liofilizada. De modo
6ptimo, o0s excipientes irdo conter um crioprotector, para
proteger a proteina da desnaturacdo durante os estaddios iniciais
da liofilizacdo e um lioprotector, para prevenir a inactivacao
da proteina durante a secagem. Podem ser utilizadas duas
moléculas diferentes, ou pode ser utilizada uma molécula gue
tenha ambas as propriedades, tal como um dissacarido.
Opcionalmente, também pode ser adicionado um agente de volume
cristalino, tais como manitol ou glicina. Também pode ser
adicionado um surfactante nao idnico, tais como polissorbato ou
Tween®, para auxiliar a prevenir a agregacdo da proteina. Os
excipientes também poderiam incluir sais de tampao para

modificar o pH do volume final.

Os excipientes adequados incluem o0s seguintes: acucares,
tals como sacarose, trealose, rafinose e maltodextrinas, tais
como maltotriose, maltotetraose, maltopentaose ou malto-hexose;
polidis, tais como manitol ou sorbitol; polimeros, tais como
dextrano, polietilenoglicol (PEG) ou polivinilpirrolidona (PVP);

aminodcidos, tais como glicina, alanina ou arginina.

Os excipientes também podem ser combinados de modo a qgue
dois ou mais, por exemplo trés ou gquatro, excipientes possam ser
utilizados em conjunto. As combinagdes possiveis incluem acgucar
e dextrano, por exemplo, sacarose e dextrano ou trealose e

dextrano; acucar e PEG, por exemplo PEG8000 e sacaridos; aculcar
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e PVP, por exemplo, sacarose e PVP; acucar e aminodcidos, por
exemplo, glicina e sacarose; dois acglcares em conjunto, por
exemplo, sacarose e glucose ou sacarose e rafinose; sacarose e
polidis, por exemplo, sacarose e sorbitol ou sacarose e manitol;

polidis e aminodcidos, tais como manitol e glicina.

Surfactantes, tais como polissorbato ou Tween®, podem ser

adicionados a qualgquer combinacdo de excipientes.

De modo a formar uma composicao imunogénica gque possa ser
utilizada para vacinagado, a composigao liofilizada contendo o
antigénio e o ligando de TLR9 é reconstituida com um diluente
farmaceuticamente aceitdvel. E um aspecto preferido da invencao
que esse diluente deve ser um diluente particulado, por exemplo,
uma solucdo de particulas de sal de metal, ou lipossomas ou uma

emulsdao de é6leo em &agua.

Numa forma de realizacao, 0 diluente contém
imunoestimulantes adicionais. Isto significa que, além do
oligonucledétido imunoestimulador contendo CpG, a composicao

imunogénica reconstituida final conterd outros imunoestimulantes

verificados na composicdo liofilizada.

H& um numero de imunoestimulantes conhecidos que séo
conhecidos como sendo adjuvantes, isoladamente ou em combinacéao.
O sistema imunitdrio inato ou natural reconhece um vasto
espectro de ©patogénios, sem uma necessidade de exposicao
anterior. As principais células responsaveis pela imunidade
inata, mondécitos/macrdéfagos e neutrdfilos, fagocitam patogénios
microbianos e provocam as respostas imunitdrias inatas,

inflamatérias e especificas.
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Os lipopolissacaridos (LPS) sdo a principal molécula de
superficie e ocorrem exclusivamente na bainha externa da
membrana exterior de bactérias gram-negativas. Mostrou-se que oS
LPS sao ligandos de TLR4. Os LPS impedem a destruicao das
bactérias por complementos séricos e células fagociticas e estéo
envolvidos na aderéncia para colonizacdo. 0Os LPS sao um grupo de
moléculas complexas estruturalmente relacionadas de,
aproximadamente, 10000 Daltons em tamanho e consistem em trés

regides ligadas covalentemente:

(1) uma cadeia de polissacarido especifico de o)
(antigénio O) na regiao exterior
(11) uma regido central de oligossacarido nuclear
(1ii) lipido A - a regidao mais interna que serve como a
adncora hidrdéfoba, compreende unidades do dissacéarido
glucosamina gue transportam 4&acidos gordos de cadeia

longa.

Mostrou—-se que as actividades bioldégicas dos LPS, tais como
toxicidade letal, pirogenicidade e adjuvanticidade, estao
relacionadas <com a fracgao de 1lipido A. Em contraste, a
imunogenicidade estd associada ao componente de polissacarido
especifico de O (antigénio 0). Os LPS e o lipido A sdao ha muito
conhecidos pelos seus fortes efeitos adjuvantes, mas a elevada
toxicidade destas moléculas excluiu a sua utilizagdo em
formulacgdes vacinais. Foi, por conseguinte, realizado um esforcgo
significativo com vista a reducadao da toxicidade dos LPS ou

lipido A mantendo, simultaneamente, a sua adjuvanticidade.

O mutante R595 da Salmonella minnesota foi isolado em 1966
de uma cultura da estirpe parental (liso) (Luderitz et al., 1966

Ann. N. Y. Acad. Sci. 133:349-374). As coldénias seleccionadas
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foram rastreadas para a sua susceptibilidade a 1lise por um
painel de fagos e apenas as coldnias que exibiram uma estrita
gama de sensibilidade (susceptivel apenas a um ou dois fagos)
foram seleccionadas para estudo posterior. Este esforco conduziu
ao 1isolamento de uma estirpe mutante, rugosa profunda, dJque é
andmala na biossintese dos LPS e referida como

S. Minnesota RbH95.

Em comparagao com outros LPS, os produzidos pelo mutante

S. minnesota R595 tém uma estrutura relativamente simples.

(1) nao contém a regiao especifica de O - uma
caracteristica que ¢é responsavel pela mudanca do
fenétipo liso de tipo selvagem para o fendtipo rugoso
mutante e resulta numa perda de viruléncia

(i1) a regiao nuclear é muito curta - esta caracteristica
aumenta a susceptibilidade da estirpe a uma variedade
de substéncias gquimicas

(111) a fraccao de lipido A estd altamente acilada, com até 7

dacidos gordos.

4’ -monofosporil-lipido A (MPL), qgue pode ser obtido pela
hidrdélise de 4dcido dos LPS extraidos de uma estirpe mutante
rugosa profunda de bactérias gram-negativas, retém as
propriedades de adjuvante dos LPS demonstrando, simultaneamente,
uma toxicidade que ¢é reduzida por um factor de mais de
1000 (como medido pela dose letal em ovos de embrido de pinto)
(Johnson et al., 1987 Rev. Infect. Dis. 9 Sup: S512-S516). O LPS
é, tipicamente, refluido em solucdes de &dcido mineral de titulo
moderado (e. g., HC1 a 0,1 M) durante um periodo de,

aproximadamente, 30 minutos. Este processo resulta em
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desfosforilacdo na posicdo 1 e descarbo-hidratacdo na posicéo

6’, produzindo MPL.

Monofosforil-lipido A 3-0O-desacilado (3D-MPL), que pode ser
obtido por hidrdélise alcalina moderada de MPL, tem uma

toxicidade mais reduzida mantendo, simultaneamente, de novo, a

adjuvanticidade, ver 0 documento Us4912094 (Ribi
Immunochemicals). A hidrdélise alcalina é, tipicamente, realizada
em solvente orgénico, tal como uma mistura de

clorofdérmio/metanol, por saturacdo com uma solucdao agquosa de

base fraca, tal como carbonato de sédio a 0,5 M, a pH 10,5.

Informacdo adicional sobre a preparacdo de 3D-MPL esta
disponivel, por exemplo, nos documentos US4912094 e W002/078637

(Corixa Corporation).

Mostrou-se que algumas moléculas que nao sao ligandos de
TLR tém actividade de adjuvante. As saponinas de Quillaja séao
uma mistura de glicdsidos de triterpeno, extraidos da casca da
arvore Quillaja saponaria. As saponinas em bruto foram
extensamente empregues como adjuvantes veterindrios. O Quil-A é
um extracto aquoso parcialmente purificado do material de
saponina de Quillaja. O QS21 ¢é uma fraccdao nao téxica,

purificada por HPLC, de Quil A e o seu método de producgado esta

divulgado (como QA21) na patente US N° 5057540.

Num aspecto da invencao, 0 diluente contém um
imunoestimulante adicional. ©Noutro aspecto da invencao, o)
diluente contém mais de um imunoestimulante adicional. Tais
imunoestimulantes podem ser ligandos de TLR4, saponinas,
ligandos de TLR7, ligandos de TLR8 ou ligandos de TLR9. Numa

forma de realizacdo da invencado, o imunoestimulante adicional é

25



um ligando de TLR4, tal como 3D-MPL, como aqui descrito. Numa
forma de realizacado adicional da invencao, o imunoestimulante
adicional ¢é (QS21, como aqui descrito. Ainda numa forma de
realizacdao adicional da invencao, o diluente contém QS21 e
3D-MPL. Num aspecto desta forma de realizacdo, o diluente € uma
emulsdao de 6leo em agua contendo QS21 e 3D-MPL. Noutro aspecto
desta forma de realizacdo, o diluente ¢é uma solucgao de

lipossomas contendo QS21 e 3D-MPL.

Exemplos

Exemplo 1: Liofilizagdo de um oligonucledétido de CpG e

CPC-P501S como antigénio

O antigénio wutilizado foi CPC - P501S. Este antigénio é
mostrado na figura 1, esgquematicamente, no gqual a seccéao
mostrando TM2 a TM12 representa o antigénio P501S; as formas
ovais no lado esquerdo representam os parceiros de fusao de CPC

e a cauda de His é mostrada no lado direito.

O antigénio foi produzido com wuma cauda de His, como
mostrado em S. cerevisiae e, depois, preparado a uma
concentragdao de 700 pg/mL, utilizando um tampao de Tris (5 mM,

pH 7,5) e Tween80 (0,3%).

Para preparar o volume final, sacarose (35%) foi adicionada
a agua para injeccdo, para se atingir uma concentracdo final de
6,3%. Tris (1 M, pH 8,8) foi, depois, adicionado, seguido de
Tween 80 (25%), para se atingir uma concentracao final de 0,2%.
Esta mistura foli magneticamente agitada, durante 5 minutos, a

temperatura ambiente. Foi adicionado CPC-P501 S e a mistura foi
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magneticamente agitada, durante 4 minutos, a temperatura
ambiente. Um CpG oligo da SEQ ID N°: 4 foi, depois, adicionado e
a mistura resultante magneticamente agitada, durante 15 minutos,
a temperatura ambiente, para proporcionar o volume final. A

composicgao foi analisada como se segue:

Volume Final |[Recipiente Volume Recipiente
(500 pL) final (500 uL) Final (500 final (500 pL)
Dose humana pL) Dose humana
Bolos Apds Bolos Apds
reconstituicdo reconstituigdo
com 625 pL de com 625 uL de
AS01B ASQ01B
CPC-P501 |125 npg 100 nug CPC-P501 |25 ng 20 ng
CpG 625 ug 500 pg CpG 625 ug 500 pg
Tris 50 mM 40 mM Tris 50 mM 40 mM
Tween 80 |0,50% 0,40% Tween 80 |0,20% 0,16%
Sacarose |6,3% 5,0% Sacarose [6,3% 5,0%
PH 9,1 +/- 0,1 |7,4 +/- 0,1 PH 9,1 +/- 0,1 7,4 +/- 0,1

0,5 mL de uma composicao foram vertidos para dentro de um
frasco-ampola de vidro, que foi submetido ao ciclo de

liofilizacédo, como mostrado na figura 2.

A caracterizacado do bolo foi efectuada por inspeccgédo visual
e a medicdo do didmetro a TO, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas e
4 semanas, a 37 °C, em trés frascos—-ampola da composicado (ver a
figura 3). O teor de humidade residual foi medido nos mesmos
intervalos de tempo e temperatura, utilizando termogravimetria
(TG) ou Karl Fischer (KF). Como pode ser verificado abaixo, os

bolos eram estdveis durante até duas semanas.
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Bolo liofilizado

Timing de Aspecto Didmetro de Teor de humidade (% de

estabilidade visual bolo (mm) peso de H;O/peso de bolo)
KF TG
TO OK 12,6 = 0,1 0,3% 0,8%

(1,5 meses, a (5 meses,

4 °C) a 4 °c)

1 semana a 37 °C OK nd 0,59% nd
2 semanas a 37 °C Retraccao + 9,8 = 0,8 nd 1,4%
3 semanas a 37 °C | Retraccdo ++ 7,7 £ 1,0 nd 1,2%
4 semanas a 37 °C | Retraccgao ++ 8,7 £+ 1,5 |Ndo mensuravel 1,3%

KF: Método de Karl Fischer

TG: Método de termogravimetria
nd: ndo realizado

OK: nem agregagado nem degradagdo

Especificagdbes: 3% (Termogravimetria)

A humidade num recipiente final, armazenado a 37 °C (para
acelerar a andlise de estabilidade), aumenta durante o tempo.
Apés 1 més, a 37 °C, os bolos contém 1,3% de H;0O e estéo
retraidos. Nesta experiéncia, o aumento em humidade deve-se ao
facto de que o pd higroscépico absorve 4&gua das tampas. A
substituicao das tampas com novos tipos de tampas pode auxiliar

a prevenir esta retraccgao.

Os Dbolos foram, depois, reconstituidos com &gua para
injeccao ou com os seguintes liquidos veiculo: Sistema Adjuvante
A (um adjuvante lipossomal, preparado como exposto no documento

W02005/112991), sistema Adjuvante E (um adjuvante de emulsao de
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6leo em A&gua, preparado como exposto no documento W02005/112991)
ou sistema adjuvante F (um adjuvante de emulsdo déleo em &gua,

preparado como exposto no documento W02005/112991).

Nao se verificou agregacao ou degradacdo de proteina com
dgua para injeccdo, sistema adjuvante E ou sistema adjuvante F.
Verificou-se alguma agregacadao e degradagao com o sSistema
adjuvante A. Concluiu-se que tal se deveu a diminuicdo do
pH abaixo do ponto isoeléctrico de CPC-P501S. Um aumento na
concentracao do excipiente Tris para 50 mM resolveu o problema
e, entao, nao se verificou agregacao com o sistema adjuvante A.
Também se verificou que a presenca de CpG no lio-bolo (i. e.,
co-liofilizacao de antigénio e oligonucledtido de CpG) auxiliou
a prevenir a agregagao do antigénio, quando reconstituido com
sistema adjuvante A. Uma comparagao da reconstituicdao de
lio-bolos com e sem CpG, utilizando o sistema adjuvante A
mostrou que, apds co-liofilizacdo, a agregacado foi reduzida

(dados nao mostrados).

O impacto dos excipientes do tamanho dos lipossomas no
sistema adjuvante A também foi estudado e verificou-se que nao
houve diferenca em tamanho entre lipossomas verificados num
frasco-ampola de sistema adjuvante A isoladamente e lipossomas
verificados num frasco—-ampola de sistema adjuvante A apds
reconstituigcdo de um lio-bolo contendo antigénio, CpG, Tris e
Tween. Por conseguinte, pode concluir-se que o0s componentes do

lio-bolo nédo afectam o sistema adjuvante (figura 4).

Finalmente, foi estudada a antigenicidade da formulacao e
verificou-se que, em termos de linfoproliferacado e producao de
citocina (IFNy) intracelular, nao houve diferenca entre uma

formulacédo liquida versus uma lio-formulagdao de CPC-P501S
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(dados nao mostrados). Por conseguinte, pode concluir-se que a
imunogenicidade do antigénio nao é afectada pela co-liofilizacéao

com CpG.

Exemplo 2: Liofilizagdo de um oligonucleétido de CpG e

Mage-3 como antigénio

0O antigénio wutilizado foi uma porgcdo da proteina da
proteina D ligada a MAGE-3 que, por sua vez, foi ligada a uma
cauda de His, para facilidade de purificagdo de PD-Mage3-His

(ver a Figura 5: SEQ ID N°: 13).

O antigénio em bruto purificado foi produzido com uma cauda
de His em E. coli e, depois, preparado a uma concentracao de
750 pg/mL, utilizando um tampao de NaH,PO4.2H,0/K,HPO,.2H,0 (2 mM)

e Tween80 a, aproximadamente, 0,2% v/v (tedrico) pH 7,5.

Para preparar o volume final, sacarose (30%) foi adicionada
a agua para 1injeccdao, para proporcionar uma concentracdo final
de 3,15%. NaHyPO..2H,0/K;HPO,.2H,0 (100 mM, pH 7,5) foi, depois,
adicionado para proporcionar uma concentracdo final de PO, de
5 mM, tendo em conta o fosfato verificado no tampdo de
antigénio. Também foi adicionado Tween 80 (3%), para
proporcionar uma concentragao final de 0,15%, tendo em conta o
Tween verificado no tampao de antigénio. Esta mistura foi
magneticamente agitada, durante 5 e 15 minutos, a temperatura
ambiente. Foi adicionado PD-Mage3-His (750 pg/mL) e a mistura
foi magneticamente agitada, durante 5 - 15 minutos, a
temperatura ambiente. Um CpG oligo da SEQ ID N°: 4 foi, depois,
adicionado e a mistura resultante magneticamente agitada,

durante 15 minutos (+/- 5 minutos), a temperatura ambiente, para
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proporcionar o volume final.

O pH foi ajustado a pH 7,5 +/- 0,1,

com NaOH a 0,05 M ou 0,5 M, ou HCl1 a 0,03 M ou 0,3 M.
A composicdo foi analisada como se segue:
Ne Ingredientes Antes de liofilizacéo Por HD (apds
reconstituigdo com
0,625 mL de
diluente)
Nome Componente Src ccC Peso (em Concentrado| Peso (em
0,5 mL) 0,5 mL)
1 PD-Mage3- NaH,PO,.2H,0- 750 pg/mL | 375 pg 600 pg/mL 300 pg
His K,HPO, . 3H,0
2mM/Tween 80
~0,2%, v/v,
tedérico, pH 7,5
2 CpG 1250 pg/mL| 625 pg 1000 pg/mL | 500 pg
3 Sacarose 3,15%, p/v| 15,75 mg 2,52%, p/v | 12,6 mg
4 Tween 80 0,15% p/v 0,12% p/v
5 PO4 5 mM 4 mM
6 WEI adicion.
0,5 mL
7 pH 7,540,1
0,5 mL desta composicdo foram vertidos para dentro de um
frasco—-ampola de vidro, que foi submetido ao ciclo de
liofilizagdo mostrado na Figura 6.
O Impacto dos excipientes e <ciclo de 1liofilizacdo na
composicdo do bolo foi analisado apds entre 7 a 9 dias de

armazenamento do bolo a 37

°C.
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aspecto e humidade residual do bolo

Aspecto do bolo Sem colapso (TO) |Sem retraccgao (T7d 37 °©C)
Humidade residual - 0,59% (T8d 37 °C)

Pode constatar—-se que o bolo nao apresenta qualquer colapso
aos 7 dias e nao se altera ao longo de 8 dias de estabilidade

sob stress.

A humidade residual de bolos armazenados durante entre 7 a

9 dias, a 37 °C, situa-se abaixo da especificacao de 3%.

Ndo houve evolugcdo no didmetro apds armazenamento durante

entre 7 a 9 dias, a 37 °C.

Os bolos foram, depois, reconstituidos com sistema
Adjuvante A (um adjuvante lipossomal preparado como exposSto no
documento W02005/112991) . Nao se verificou agregacao ou
degradacao de proteina confirmando, desse modo, gque o antigénio
pode ser co-liofilizado com CpG, sem afectar a sua capacidade

para ser reconstituido.

A antigenicidade da formulacao foi estudada. Verificou-se
que, apds reconstituicdo no sistema Adjuvante A, houve uma
diminuicdo na antigenicidade com o tempo, apds 24  horas.
Considera-se que tal se deve ao ©pH acidico (6,2 +/- 0,1)
verificado apds reconstituicao. Isto foi confirmado guando se
verificou que a queda de antigenicidade poderia ser diminuida
pelo aumento do pH. Contudo, havia ainda alguma diminuicdo na
antigenicidade ao longo do tempo. Por conseguinte, as

formulacdes foram testadas para verificar se esta diminuicao
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tinha um efeito no teste de poténcia in vivo. Diluicbes de 3/10,
1/10 e 1/30% de uma dose humana foram administradas a grupos de
murganhos, 10 murganhos por grupo, como mostrado na Figura 7. 0Os

murganhos foram sangrados no dia 28.

TO, 4 h e 24 h sadao os tempos apds reconstituicao do bolo
com sistema adjuvante A. Como pode ser verificado na Figura 7,

ndao houve efeito na poténcia.

Exemplo 3: Impacto de CpG na solubilidade de antigénio apéds

reconstituicgéo.

1. A WT1 é uma proteina que se verificou ser,
originalmente, superexpressa no cancro do rim pedidtrico, Tumor
de Wilm. O antigénio candidato wutilizado no presente caso
utiliza a proteina de comprimento quase completo como antigénio.
A proteina WT1-Al0 ¢é uma proteina de fusdao recombinante de
292 AA, expressa em E. coli, consistindo numa sequéncia tat
truncada de 12 mer (sequéncia lider) e aminodcidos numero
2 - 281 da sequéncia de WT1l. Somente apds liofilizacédo, este
antigénio precipita se reconstituido com sistema adjuvante A,
devido ao seu ponto isoeléctrico (5,85 a 7,5) que é préximo do
pH do sistema adjuvante A (6,1) e a presenca de cloreto de sdédio

no sistema adjuvante A.

Foram preparadas duas formulacdes de WTI1-Al0. A dose
reconstituida continha 400 pg/mL de antigénio WT1-A10, sacarose
a 10%, Tris a 100 mM e Tween 80 a 0,2%, mais ou menos 840 pg/mL

de CpG.

33



Ambas as formulagdes foram reconstituidas com 500 pL de
sistema adjuvante A. O liguido resultante foi centrifugado e uma
transferéncia de Western realizada no liquido né&o centrifugado
(NC), no sobrenadante (SN) e no sedimento (P). Os resultados sao

mostrados na Figura 8.

Como pode ser verificado na Figura 8, na presenca de CpG, a
solubilidade do antigénio apds reconstituicdo €& melhorada, como
evidenciado pela auséncia de antigénio no sedimento precipitado.
O antigénio precipitado pode ser verificado no sedimento da
composigao liofilizada reconstituida, onde o lio-bolo néo
continha CpG. Esta ¢é uma evidéncia de dque, no caso de um
antigénio nao carregado positivamente, a co-liofilizacdo de CpG

melhora a solubilidade do antigénio apds reconstituicao.

2. PRAME

Foram ©preparadas duas formulag¢gdes de  PRAME. A dose
reconstituida continha 1000 pg/mL do antigénio PRAME, sacarose a
3,15%, Borato a 5 mM, Cloreto de Sédio a 150 nM, mais ou menos
840 npg/mL de CpG. Ambas as formulagdes foram reconstituidas com
500 pL de sistema adjuvante A. O 1liguido resultante foi
centrifugado e uma transferéncia de Western realizada no ligquido
nao centrifugado (NC), no sobrenadante (SN) e no sedimento (P).
Os resultados sao mostrados na Figura 9, onde

NC = nao centrifugado, SN = sobrenadante e P = sedimento.

Como pode ser verificado na Figura 9, na presenca de CpG, a
solubilidade do antigénio apds reconstituicdao €& melhorada, como
evidenciado pela auséncia de antigénio no sedimento precipitado.

O antigénio precipitado pode ser verificado no sedimento da
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composicéao

continha

um antigénio ndo carregado positivamente,

CpG melhora a solubilidade do antigénio apds reconstituicao.

CpG.

liofilizada

reconstituida,

onde o)

Esta €& uma evidéncia adicional de que,

SEQ ID N°: 1

TCC ATG ACG TTC CTIG ACG TT

SEQ ID N°: 2

TICT CCC AGC GTIG CGC CAT

SEQ ID N°: 3

ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG

SEQ ID N°: 4

TCG TCG TTT TGT CGT TTT GIC GTT

SEQ ID N°: 5

TCC ATG ACG TTC CTIG ATG CT

SEQ ID N°: 6

MEVKETRKNY QHLWRWGTML LGMLMICSAA EQLWVTVYYG VPVWKEATTT
LFCASDAKAY DTEVHNVWAT HACVPTDPNP QEVVLGNVTE YFNMWKNNMV
DOMHEDIISL WDQSLKECVK LTPLCVTLDC DDVNTTNSTT TTSNGWTGEL
RKGEIKNCSF NITTSIRDKV QKEYALFYNL DVVPIDDDNA TTKNXTTRNF
RLIHCNSSVM TQACPKVSFE PIPIHYCAPA GFAILKCNNK TEDGXGLCTN
Y53TVQCTHGI RPVVSTQLLL NGSLAEEEVV IRSDNEFMDNT KTITVQLNES
VAINCTRPNN HWTREGIHIGP GRAFYARRKI IGDIRQAHCN LSRAQWNNTL
KQIVIKLREH FGNKTIKFNQ SSGGDPEIVR HSENCGGEFF YCDTTQLFNS
TWNGTEGNNT EGNSTITLPC RIKQIINMWQ EVGKAMYAPP IGGQIRCSSN
ITGLLLTRDG GTEGNGTENE TEIFRPGGGD MRDNWRSELY KYKVVKVEPT
GVAPTRAKRR VVQR

35

lio-bolo

nao

no caso de

a co-liofilizacado de

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
514



SEQ ID N°: 7

1 MRVMEIQRNC QHLLRWGIMI LGMIIICSTA DNLWVTVYYG VPVWRDAETT

51 LFCASDAKAY STEKHNVWAT HACVPTDPNP QEIPLDNVTE EFNMWKNNMV
101 DOMHEDIISL WDQSLKPCVQ LTPLCVTLNC SNARVNATFN STEDREGMKN
151 CSFNMTTELR DKKQQVYSLF YRLDIEKINS SNNNSEYRLV NCHNTSATITQA
201 CPKVTFEPIP IHYCAPAGFA ILKCNDTEFN GTGPCKNVST VQCTHGIKPV
251 VSTQLLLNGS LAEREVRIRS ENIANNAKNI IVQFASPVKI NCIRPNNNTR
301 KSYRIGPGOT FYATDIVGDI ROAHCNVSRT DWNNTLRLVA NQLRKYFSNK
351 TIIFTNSSGG DLEITTHSFN CGGEFFYCNT SGLENSTWTT NNMCQESNDTS
401 NGTITLPCRI XQIIRMWQRV GQAMYAPPIE GVIRCESNIT GLILTRDGGN
451 NNSANETFRP GGGDIRDNWR SELYKYKVVK IEPLGVAPTR AKRRVVEREK
501 RAVGIGAVFL GFLGAAGSTM GAASITLTVQ ARQLLSGIVQ QQSNLLRAIE
551 AQQQCLLKLTY WGIKQLQARV LAVERYLRDQ QLLGIWGCSG KLICTTNVPW
501 NSSWSNKSYD DIWQNMTWLQ WDKEISKNYTD IIYSLIEESQ NQQEKNEQDL
651 LALDXWANLW NWEDISKWLW YIRS
SEQ ID N°: 8

1 MGARASVLSG GELDRWEKIR LRPGGKKKYX LKHIVWASRE LERFAVNPGL

51 LETSEGCRQI LGQLYPSLQT GSEELRSLYN TVATLYCVHQ RIEIKDTKEA
101 LDKIEEEQNK SKKKAQQAAA DTGHSNQVSQ NYPIVONIQG QMVHQAISPR
151 TLNAWVKVVE EKAFSPEVIP MFSALSEGAT PQDLNTMLNT VGGHQAAMQM
201 LKETINEEAA ZWDRVHPVHA GPIAPGQOMRE PRGSDIAGTT STLQEQIGWM
251 TNNPPIPVGE IYKRWIILGL NKIVRMYSPT SILDIRQGPK EPFRDYVDRF
301 YKTLRAEQAS QEVKNWMTET LLVQNANPDC KTILKALGPA ATLEEMMTAC
351 QGVGGPGHKA RVLMGPISPI LETVPVKLKPG MDGPKVKQOWP LTEEKIKALV
401 EICTEMEKEG KISKIGPENP YNTPVFAIKK KDSTKWRKLV DFRELNKRTQ
451 DFWEVQLGIP HPAGLKKKKS VTVLDVGDAY FSVPLDEDFR KYTAFTIPSI
501 NNETPGIRYQ YNVLPQGWKG SPAIFQSSMT KILEPFREQN PDIVIYQYMD
551 DLYVGSDLEI GOQHRTKIEEL RQHLLRWGLT TPDKKHOKEP PFLKMGYELH
601 PDKWTVQPIV LPEKDSWTVN DIQKLVGKLN WASQIYPGIK VRQLCKLLRG
651 TKALTEVIPL TEEAELELAE NREILKEPVE GVYYDPSKDL TAEIQKQGQG
701 QWTYQIYQEP FKNLKTGKYA RMRGAHTNDV KQLTEAVQKI TTESIVIWGK
751 TPKFKLPIQK ETWETWWTEY WQATWIPEWE FVNTPPLVKL WYQLEKEPIV
801 GAETFYVDGA ANRETKLGKA GYVTNRGROK VVTLTDTTNQ KTELQAIYLA
851 LODSGLEVNI VTDSQYALGI IQAQPDQSES ELVNQIIEQL IKKEKVYLAW
901 VPAHKGIGGN EQVDKLVSAG IRKVLMVGFP VIPQVPLRPM TYKAAVDLSH
951 FLKEKGGLEG LIHSQRRQDI LDLWIYHTQG YFPDWQNYTPE GPGVRYPLTF
1001 GWCYKLVIPVE PDEKVEEANKG ENTSLLHPVS LHGMDDPERE VLEWRFDSRL
1051 AFHHVARELH PEYFKNC

SEQ ID N°: 9

atggttatcgtgcagaacatceaggggcaaatggtacatcaggecatatcacctagaactttaaatgeatggg
taaaagtagtagaagagaaggctttcagcccagaagtaatacccatgttttcagecattatcagaaggagecac
cccacaagatttaaacaccatgctaaacacagtggggggacatcaagecagccatgecaaatgttaaaagagace
atcaatgaggaagctgeagaatgggatagagtacatccagtgeatgeagggectattgeaccaggecagatga
gagaaccaaggggaagtgacatagecaggaactactagtaceccttcaggaacaaataggatggatgacaaataa
tccacctatcccagtaggagaaatttataaaagatggataatcctgggattaaataaaatagtaagaatgtat
agccctaccagecattotggacataagacaaggaccaaaagaaccttttagagactatgtagaccggttetata
aaactctaagagccgagcaagcttcacaggaggtaaaaaattggatgacagaaaccttgttggtccaaaatge
gaacccagattgtaagactattttaaaageattgggaccageggectacactagaagaaatgatgacagecatgt
cagggagtaggaggacecggce cataaggcaagagttttggccc cattagccctattgagactgtgt
cagtaaaattasagcecaggaatgygatggceccaaaagttasacaatggeccattgacagaagaaaaaataaaagce
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attagtagaaatitgtacagagatggaaaaggaagggaaaatttcaaaaattgggcctgaaaatccatacaat
actccagtatttgccataaagaaaaaagacagtactaaatggagaaaattagtagatttcagagaacttaata
agagaactcaagacttctgggazagtitcaattaggaataccacatccecgecagggttadaaaagaaaaaatcagr
aacagtactggatgigggtgatgcatatitttcagtitcccttagatyaagacttcaggaaatatactgeattt
accatacctagtataaacaatgagacaccagggattagatatcagtacaatgtgettccacagggatggaaaqg
gatcaccagcaatattccaaagtagcatgacaaaaatcttagagecttitagaaaacaaaatccagacatagt
tatctatcaatacatggatgatttgtatgtaggatctgacttagaaatagggcagecatagaacaaaaatagag
gagctgagacaacatctgttgaggtggggacttaccacaccagacaaaaaacatcagaaagaacctecattee
ttaaaatgggttatgaactccatcctgataaatggacagtacagectatagtgetgccagaaaaagacagcety
gactgtcaatgacatacagaagttagtggggaaattgaattgggcaagtcagatttacocagggattaaagta
aggcaatitatgtaaactcecttagaggaaccaaagcactaacagaagtaataccactaacagaagaagcagage
tagaactggcagaasacajagagattctaazagaaccagtacatggagtgtattatgacccatcaaaagactt
datagcagaaatacagaagcaggggcaaggccaatggacatatcaaatttatcaagagecatttaaaaatctg
aaaacaggaaaatatgcazgaatgaggggtgeccacactaatgatgtaaaacaattaacagaggcagtgceaaa
daaataaccacagaaagcatagtaatatgggaaaagactcctaaatttaaactgecccatacaaaaggaaacatg
aggaaacatggtggacagagtattggcaagccacctggattcctgagtgggagtttgttaataccoctcettta
gtgaaattatggtaccagttagagaaagaacccatagtaggagcagaaacctitctatgtagatggggcageta
acagggagactaaattaggaaaagcaggatatgttactaatagaggaagacaaaaagttgtcacoctaactyga
cacaacaaatcagaagactgagttaceagcaatttatctagcettigcaggattcgggattagaagtaaacata
gtaacagactcaceatatgcattaggaatcattcaagcacaaccagatcaaagtgaatcagagttagtcaatce
aaataatagagcagttaataaagaaggaaaaggtcectatciggecatgggtaccagcacacaaaggaattggagg
aazatgaacaagtagataaattagtcagtgctggaatcaggaaagtgetagctatglggtggcaagtggtcaaaa
agtagtgtggttggatggectactgtaagggaaagaatgagacgagctgagecageagcagaktggygtaggag
cagcatctcegagacctggaaaaacatggagecaatcacaagtagcaatacagcagcetaccaatgetgettgtge
ctggctagaagceacaagaggagygaggaggtgggtittocagtcacacctcaggtacctttaagagccaatgact
tacaaggecagctgtagatettagccactttittaagaagaaaagggyggygactggaagggectaattcacteccaac
gaagacaagatatccttgatctgtggatetaccacacacaaggcectacttocctgatiggcagaactacacace
agggccaggggicagatatccactgacctitygatyggtgetacaagcetagtaccagttgagecagataaggta
gaagaggccaataaaggagagaacaccagentgttacaccecetgtgagectgecatyggaatggatgaccectygaga
gagaagtgttagagtggaggtetgacagecgectagecatttcatcacgtggcecgagagctgecatceggagta
cttcaagaactgcbqgccﬂatgggtgcqagagcgtcagtattaagcgqgggagaattagatcgatgggaaaaa
attcgettaaggccagggggaaagaaadaatataaatitaaaacatatagtatgggecaagcagggagctagaac
gattcgecagttaatcctggectgttagaaacatcagaaggcetgtagacaaatactgggacagcetacaaccatc
ccttcagacaggatcagaagaacttagatcattatataatacagtagecaaccctctattgtgtgcatcaaagg
atagagataaaagacaccaaggaagetttagacaagatagaggaagagecaaaacaaaagtaagaaaaaageac
agcaagcagcagctgacacaggacacagecaatcaggtcagccaaaattactaa

SEQ ID N°: 10

MVIVONIQGOMVHQAI SPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATP 50
QDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKET INEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMREP 100
RGSDIAGTTSTLOEQIGWMINNPPIPVGEIYKRWITLGLNKIVRMYSPTS 150
ILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVONANPDCK 200
TILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLHMGPISPIETVSVKLKPS 250
MDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPVFAIKK 300
KDSTKAWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGI PHPAGLKKKKSVTVLOVGDAY 350
FSVPLDEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMT 400
KILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLETGQHRTKIEELRGHLLRWGLT 450
TPDKKAQOREPPFLKMGYELHPDKWTVQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLN 500
WASQTYPGTKVRQLCKLLRGTKALTEVIPLTEEAELELAENREILKEPVE 550
GVYYDPSKDLIAEIQKQGQGOWTYQIYOEPFKNLKTGKYARMRGAHTNDY 600
KQLTEAVORITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWE 650
FVNTPPLVKLWYQLEKEPIVGAETFYVDGAANRETKLGKAGYVTNRGROK 700
VVTLTDTTNQKTELQAIYLALQDSGLEVNIVTDSQYALGIIQADPDQSES 750
ELVNQITEQLIKKEKVYLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGIRKVILAMGGK 800
WSKSSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAASRDLEKHGAITSSNTAATNAA 850
CAWLEAQEEEEVGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGLEGLIHSQ 300
RRODILDLWIYHTQGYFPDWONYTPGPGVRYPLTFGRCYKLVPVEPDKVE 950
EANKGENTSLLHPVSLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELHPEYFK 1000
NCRPMGARASVLSGGELDRWEK I RLRPGGKKKYKLEKHIVWASRELERFAY 1050
NPGLLETSEGCRQILGQLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHORIEIKD 1100
TKEALDKIEEEQNKSKKKAQQARADTGHSNQVSONY 1136

37



SEQ ID N°: 11
1 MAARASILSG
51 LETTEGCQQI
101 LDKIEEIQNK
151 TLNAWVKVIE
201 LKDTINEEAA
251 TGNFPPILIPVGHN
301 FKALRAEQAT
351 QGVGGPGHKA
401 RENCRAPRKEG
451 PEPTAPPAEL
501 PISPIETVPV
551 GPLENEYNTPI
601 KKKKSVTVLD
651 QGWKGSPAIF
701 KIEELRAHLL
751 SWTVNDIQKL
801 LELAENREIL
851 TGKYARKRSA
901 WAMDYWQATW
951 KLGKAGYVTD
1001 YALGIIQAQP
1051 LVSSGIRKVL
1101 DKCQLKGEAM
1151 AETGQETAYF
1201 IPYNPQSQGY
1251 IGGYSAGERI
1301 LLWKGEGAVV
1351 MGGEWSKGSI
1401 PSCVWLEAQE
1451 SRKRQEILDL
1501 VEKATEGENN
1551  YKDC
SEQ ID N°: 12

Proteina D_H. influenzae

51) TLESKALAFAQOADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRE (101} REDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFET

GKLDAWZKIR
MNQLQPAVKT
SKOQKTQDQAAA
EKAFSPEVIP
EWDRLHPVQA
TYKRWIILGL
QDVKGWMTET
RVLAEAMSQA
CWKCGKEGHQ
FGMGEGIASL
TLKPGMDGPK
FAIKKKDSTK
VGDAYFSVPL
QSSMTKILEP
SWGFTTPDKK
VGKLNWASQI
KDPVHGVYYD
HTNDVRQLAE
IPEWEFVNTP
RGRQKVVSLT
DRSESELVNQ
FLDGIDKAQE
HGQVDCSPGI
LLKLAGRWPV
VASMNKELKK
IDITATDIQT
IQDNSDIKVV
VGWPEIRERM
EEEVGFPVRP
WVYHTQGYEP
SLLHPICQHG

LRPGGKKKYR
GTEEIKSLEN
DTGDSSKVSQ
MESALSEGAT
GPIPPGQIRE
NEIVRMYSPV
LLVQNANPDC
DOTNIMMQRG
MEDCTERQAN
PEQEQKDREQ
VEQWPLTEEK
WRKLVDEREL
DENFRKYTAF
FRSKNPEITI
HOKEPPEF LWM
YAGIKVKQLC
PSKDLVAEIQ
VVQKVAMEST
PLVKLWYQLE
ETTNQKTELH
ITEKLIGKDK
DHERY{ISNWR
WCLACTHLEG
KVVHTANGSN
ITIGOVRDQAE
KELQKQITKI
PRRKAKILRD
RRAPAAAPGV
QVPLRPMTYK

DWQNYTPGPG
MDDEEREVLI

LKHLVWASRE
TVATLYCVHQ
NYPIIQNAQG
PQDLNVMLNI
PRGSDIAGTT
SILOIKQGPK
KSILKALGSG
NFRGQERIKC
FLGKIWPSSK
VPPLVSLKSL
IKALTEICTE
NKRTQDEFWEV
TIPSTNNETP
YQYMAALYVG
GYELHPDKWT
RLLRGAKALT
KQGQDQWTYQ
VIWGKTPKFK
KDPILGAETF
AILLALQDSG
IYLSWVPAHK
TMASDENLPP
KVILVAVHVA
FTSAAVKAAC
HLKTAVQOMAV
QONFRVYYRDS
YGHQMAGDDC
GAVSQDLDKH
GAFDLSHFLK
VRYPLTFGWC
WKEDSRLALK

LDRFALNPSL
RIDVKDTKEA
OMIHCNLSPR
VGGHOAAMOM
STPQEQLQWM
EPFRDYVDRF
ATLEEMMTAC
FNCGKEGHLA
GRPGNEPQSR
FGNDPLSQGS
MEREGKISKI
QLGIPHPAGL
GVRYQYNVLP
SDLEIGQHRT
VOPIMLPDKE
OIVTLTEEAE
IYQEPFKNLEK
LPIQKETWET
YVDGAANRET
SEVNIVTDSQ
GIGGNEQVDK
IVAKEIVASGC
SGYIEAEVIP
WWANIQQEFG
FIHNFKRKGG
RDPIWKGPAK
VAGRQDEDRS
GAITSSNINN
EKGGLDGLIY
FKLVPMEPDE
HRAQELHPEF

(1) MKLKTLALSLLAAGYLAGCSSH3SNMANTOMESDKIIIAHRCASGILPEI

Lisboa,

6 de Dezembro de 2012
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REIVINDICACOES

Composigdo liofilizada, compreendendo um ou mais antigénios
nao carregados positivamente e um oligonucledétido
imunoestimulador contendo CpG, em que o(s) referido(s) um
ou mais antigénio(s) é(sao) WT-1, ou um seu derivado ou
fragmento, em que o derivado é suficientemente semelhante
aos antigénios nativos para reter propriedades antigénicas
e permanecer capaz de permitir que uma resposta imunitdria
seja deduzida contra o WI-1 e em que o fragmento tem, pelo
menos, 8 aminodcidos de comprimento e é capaz de induzir
uma resposta imunitdria gque reage de modo cruzado com O

WT-1 de ocorréncia natural.

Composigdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que O
referido oligonucledtido imuncestimulador compreende uma

sequéncia de purina, purina, C, G, pirimidina, pirimidina.

Composicdao como reivindicada nas reivindicagbes 1 a 2, em
que o referido oligonucledtido imunoestimulador é

seleccionado do grupo compreendendo:

TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (SEQ ID N°: 1);

TCT CCC AGC GTIG CGC CAT (SEQ ID N°: 2);

ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG (SEQ ID N°: 3);
TCG TCG TTT TGT CGT TTT GIC GTT (SEQ ID N°: 4);

TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (SEQ ID N°: 5).

Composicao de acordo com qualquer das reivindicacgdes 1 ou 2,

em que o oligonucledtido imunoestimulador contém, pelo



10.

menos, duas repeticdes CG nao metiladas estando separadas

por, pelo menos, 3 nucledtidos.

Composigcdo de acordo com a reivindicagcdo 4, em que o0
oligonucledtido imunoestimulador contém, pelo menos,
duas repeticgdes CG nao metiladas estando separadas por

6 nucledtidos.

Método de preparacgao de uma composicdo liofilizada de acordo
com dqualquer das reivindicagdes 1 a b5, compreendendo as
etapas de misturar o antigénio desejado e oligonucledtido
imunoestimulador com excipientes adequados e submeter a

formulagdo resultante a um ciclo de liofilizacgao.

Método de preparacgao de uma composicao  imunogénica,
compreendendo as etapas de reconstituicdao da composicéao
liofilizada de qualquer das reivindicagdes 1 a 5 com um

veiculo adequado.

Método de acordo com a reivindicacao 7, em que o referido
veiculo é um veiculo particulado, seleccionado do grupo
compreendendo sais minerais, emulsdes, polimeros,

lipossomas, ISCOM.

Método de acordo com a reivindicacgdao 7, em que o referido
veiculo é uma solucgado lipossomal ou uma emulsdo de 6leo em

agua.

Método de acordo com qualguer das reivindicagdes 7 a 9, em
que o referido veiculo compreende, ainda, um ou mais

imunoestimulantes.



11.

12.

13.

14.

15.

Método de acordo com a reivindicacado 10, em que o referido
um ou mais imunoestimulantes sao seleccionados do grupo
consistindo em agonistas do receptor de tipo Toll 4
(TLR 4), antagonistas de TLR 4, saponinas, agonistas de

TLR7, agonistas de TLR8, agonistas de TLRO.

Método de acordo com a reivindicacdo 11, em gque o referido

antagonista de TLR 4 é MPL 3-desacilado.

Método de acordo com a reivindicacdo 11, em que a referida

saponina é QS21.

Método de acordo com a reivindicacado 10, em que o referido

veiculo compreende dois imunoestimulantes.

Método de acordo com a reivindicacao 14, em que os referidos

imunoestimulantes sao MPL 3-desacilado e QS21.

Lisboa, 6 de Dezembro de 2012
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Figura 2

26

Ciclo de liofilizacgdo

SV, —

4284 28
¥ -3L

T

A

| e8|ee

10
=20

30 -

TE
~ (Do) eanjeaaduol

70

40

30

20

10

duragdo (hora)




3/9

Figura 3
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Figura 4
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°C)

AS A
sacarose

CpG, CpG.
Tween 0,5% Tween 0,2%,

P501 20 ug

AS A TRIS, " ASA.TRIS.

AS A, TRIS,

PG,
Tween 0,5%,

P50110 g

AS A, TRIS, AS A, TRIS,

CoG. CoG.
Tween 0,2%, Tween 1%,
P501 20 ug P501 100 ug
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Figura 5

Proteina LipoD1l/3 - MAGE3 - HIS:

Nterm MDP |protD1/3 | MetASP | Mage 3 | GlyGly 7xHis  Cterm
2 124 3 314

SEQ ID No: 13
MDPKTLALSLLAAGVLAGCSSHSSHNMANTOMESDKIIIAR 40
RGASGYLPEHTLESKALAFAQQADY LEQDLAMTKDGRLYVY 80
IHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDETLEKEIQSLE 120
MTENFETMDLEQRSQHCKPELEGLEARGEALGLVGAQARAYY 161
BEQEARSSSSTLYEYTLGEVPAAESPDERQSPOGASSLPT 200
FMN T PLWSQSYEDSSNQEERGPETEPDLESEFQAALSREY 2440
AELVHFLLLEYRAREPVTEAEMLGSVVGNWQY ZIFPVIFSK 230
ASSSLOLVEGIELMEVDPIGHLYIFATCLGLS YDGLLGDN 220
QIMPEAGLLITVLAITIAREGDCAPEERKIWEELSYLEVEEG 360
REDSELGDPREILTOQHFVRENYLETRQVPGSDFACYEELW 400
GPRAILVETSYVEVLHHMVRISGGPATSY FPLHEWYILREGE 440
BGG: it 451

VERMELHO = sequéncia sinal de 15 aa
Azul = primeiros 109 aminodcidos da Proteina D
Cor-de-rosa = aminodcidos ndo relacionados
* (primeiros aa de MDP de influenza)
* (Met-Asp nos aa 128-129 para criar um sitio de clonagem)
* (Gly-Gly em 442-443).
Verde = fragmento de MAGE3; aminodcidos 3-314 de MAGE3 (total de 312 aa)
Cor de laranja = cauda de 7 his
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Figura 6
Ciclo 40H
Fases I,Congelagéo Desidratagdo primaria Desidratagio secundaria | Descarga
< L L >r< P
+37 °C
[
10 °C / +4 °C
-23°C
- °
Temperatura s -52°C
Duragao >1H 3H 17H 6H 5H 8H
Pressao 1 Atm 65 pbar 65 pbar 15 pbar 1 Atm
>l > i< >
Rolhagem 825 mbar
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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