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DESCRIPCION
Composicion liofilizada que contiene WT-1y CPG
Campo técnico

La presente invencién se refiere a composiciones antigénicas mejoradas y procedimientos de uso de las mismas
para preparar composiciones inmunogénicas. En particular la presente invencion se refiere a composiciones
liofilizadas que comprenden un antigeno y un agonista del receptor de tipo Toll (TLR) 9. Tales composiciones se
pueden reconstituir en composiciones inmunogénicas para uso en vacunacion con un vehiculo seleccionado entre el
grupo de vehiculos particulados que consiste en liposomas, sales minerales, emulsiones, polimeros e ISCOM. Los
procedimientos de preparacion de composiciones inmunogénicas a partir de composiciones liofilizadas de la
invencion y uso de las mismas en la inmunizacion son también parte de la presente invencion.

Antecedentes de la invencion

Los adyuvantes se usan algunas veces para mejorar las respuestas inmunes que surgen a cualquier antigeno dado.
Sin embargo la inclusién de adyuvantes en una vacuna o composicion inmunogénica incrementa la complejidad de
preparacion de los componentes asi como la complejidad de distribucion y formulacién de la composicion de vacuna.
La preparacion de cada uno de los componentes de adyuvantes asi como el componente antigénico debe ser
considerada por los formuladores. Esto es particularmente verdad porque por ejemplo el pH de los componentes
adyuvantes en solucién puede ser muy diferente del pH éptimo para un antigeno dado y estas diferencias necesitan
ser controladas y tratadas cuidadosamente para evitar, por ejemplo la precipitacion o pérdida de propiedades
deseables de los componentes. El pH del antigeno en agua para inyeccién puede, por ejemplo ser
aproximadamente pH 7 o ligeramente mayor y cuando el adyuvante se afiade el pH puede ser tan bajo como pH 6,3.
El antigeno puede, por ejemplo no ser estable cuando se almacena durante periodos prolongados a este pH.

Los componentes se deben, por tanto, formular y distribuir en una forma que sea tan estable como sea posible
debido a que los productos farmacéuticos para uso humano deben estar bien caracterizados, ser estables y seguros
antes de que se puedan aprobar para la comercializacion. Por esta razén se deben realizar estudios de estabilidad a
largo plazo sobre la formulacion final para asegurar que cumple los criterios relevantes. La informacién generada en
tales estudios a largo plazo se usa para apoyar la propuesta a las autoridades reguladoras tal como la FDA
(Autoridad de Farmacos Federal - el organismo responsable de la aprobacion de medicinas en los Estados Unidos)
para mostrar que el producto es adecuado para uso en seres humanos.

El secado por congelacién o liofilizacion, se usa en general para incrementar la estabilidad y por lo tanto la vida
durante el almacenamiento del material incluyendo los materiales farmacéuticos tales como un antigeno usado en
vacunas.

A menudo se proporcionan las composiciones antigénicas liofilizadas para las profesiones de la asistencia sanitaria
para reconstitucion con diluyente (por ejemplo agua para inyeccion [WFI] o en algunos casos una formulacion de
adyuvante liquida) un poco de tiempo antes de la administracién al paciente. De esta forma el periodo de tiempo que
los diversos componentes de la vacuna final se mantienen en estrecha proximidad se minimiza.

Muchos factores se deben considerar cuando los antigenos se liofilizan para formar tortas liofilizadas (el producto
seco de la liofilizacién). Por ejemplo, la antigenicidad / inmunogenicidad del antigeno se debe mantener en la forma
liofilizada. El antigeno no se debe agregar o degradar mientras esté en la forma liofilizada. La torta liofilizada se
formara bien y no se colapsara. Finalmente, el antigeno debe naturalmente estar en una forma que se disuelva
rapidamente cuando se reconstituya. Cuando la solucién para la reconstitucion no es simplemente WFI, por ejemplo
cuando el antigeno se reconstituye con adyuvante liquido, entonces necesita considerarse el impacto de los
componentes de la solucién sobre las propiedades del producto reconstituido.

Como se ha mencionado los adyuvantes se han usado durante muchos afios para mejorar la respuesta inmune al
componente antigénico de una vacuna. Una combinacion adyuvante particularmente potente es una que comprende
Monofosforil Lipido A 3-Desacilado (3D-MPL) y una saponina, particularmente QS21, una fracciéon purificada de
saponina extraida de la corteza de Quillaja saponaria Monara. Esta combinacién se puede proporcionar, por ejemplo
en forma de una emulsion de aceite en agua, formulacion liposomal o similares.

En los ensayos clinicos previos con antigenos, por ejemplo con los antigenos de malaria tal como RTS,S se
proporciona el antigeno liofilizado y también se proporciona un vial separado de adyuvante liquido, por ejemplo una
formulacion de aceite en agua de MPL y QS21 o una formulacién liposomal de MPL y QS21 para reconstituir el
antigeno. Los componentes individuales se combinan para formar la composicién de vacuna final un poco antes de
la administracion.

Ciertos oligonucleotidos inmunoestimuladores que contienen los dinucledtidos CpG no metilados (“CpG”) son
ligandos TLR9 y se han identificado por ser adyuvantes cuando se administran mediante las vias tanto sistémica
como mucosal (documentos WO 96/02555, EP 468520, Davis et al., J.Immunol, 1998, 160(2):870-876; McCluskie y
Davis, J.Immunol., 1998, 161(9):4463-6). CpG es una abreviatura de motivos del dinucleétido citosina- guanosina
presentes en el ADN. Histéricamente, se observé que la fraccion de AND de BCG puede ejercer un efecto
antitumoral. En estudios posteriores, los oligonucleétidos sintéticos derivados de las secuencias del gen BCG se
mostré que eran capaces de inducir efectos inmunoestimuladores (tanto in vitro como in vivo). Los autores de estos
estudios concluyeron que ciertas secuencias palindromicas, incluyendo un motivo central de CG, llevaban esta
actividad. EIl papel central del motivo CG en la inmunoestimulacion se elucidé mas tarde en una publicacion de
Krieg, Nature 374, p 546 1995. El analisis detallado ha mostrado que el motivo CG tiene que estar en un cierto
contexto de secuencia, y que tales secuencias son comunes en el ADN bacteriano pero son raras en el ADN de
vertebrados. La secuencia inmunoestimuladora es a menudo: Purina, Purina, C, G, pirimidina, pirimidina; en la que el
motivo de dinucleétido CG no estd metilado, pero se sabe que otras secuencias de CpG no metiladas son

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2395333 T3

inmunoestimuladoras y se pueden usar en la presente invencion.

También se ha mostrado que un oligonucleétido inmunoestimulador puede retener la actividad inmunoldgica cuando
la Guanosina esta mutada a un motivo 7-desazaguanosina (documento WO 03057822).

Estos oligonucleétidos inmunoestimuladores se cree que tienen un pH acido en solucién, por ejemplo por debajo de
pH 7, tal como 6,3, 6,1 o inferior. Esto puede hacerlos dificiles de incorporar en las formulaciones liquidas de
vacunas debido a que son diferentes a otros componentes en las formulaciones. Como se ha descrito esto puede
provocar precipitacion y / o problemas de estabilidad a largo plazo.

Se cree que estos oligonucledtidos inmunoestimuladores es probable que sean adyuvantes muy eficaces,
particularmente cuando se usan en combinacion con las combinaciones de adyuvantes existentes tales como 3D-
MPL y QS21. Se espera que tales adyuvantes se empleen en enfermedades por las que hasta ahora ha sido dificil
proporcionar vacunas eficaces, tal como VIH, cancer y posiblemente malaria.

Existe un nuamero de formas diferentes en las que los adyuvantes se pueden incluir en vacunas, pero se deben
incluir de una forma que no afecte a la estabilidad o bien de ellos mismos o la composicién antigénica y también de
una forma en la que no se coloque una carga excesiva sobre el profesional de la asistencia sanitaria que
reconstituye la vacuna. La forma mas sencilla de lograr esto seria colocar componentes adicionales en viales
adicionales de manera que se mantengan separados hasta justo antes de la reconstitucién, minimizando por lo tanto
el tiempo durante el que los componentes pueden estar afectados entre si. Esto significa que el antigeno vy el
oligonucleétido inmunoestimulador se proporcionaran cada uno de ellos en viales separados. Después si se
emplean componentes adyuvantes adicionales tales como MPL y QS21 éstos se pueden proporcionar en forma de
una mezcla liquida en un tercer vial. Sin embargo, un nimero creciente de componentes en un namero creciente de
viales conduce a un incremento de costes, pérdidas y de manera importante a un incremento en la posibilidad de
errores durante la constitucion.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han encontrado que cuando un ligando TLR9 tal como un oligonucleétido
inmunoestimulador CpG va a ser parte de una composicion inmunogénica como un adyuvante, dicho ligando TLR9
se puede liofilizar conjuntamente con el antigeno de manera que se proporcione un solo vial que contenga antigeno
y adyuvante de ligando TLR9 juntos en una torta liofilizada.

La presente invencion por lo tanto proporciona una composicion liofilizada que comprende uno o mas antigenos no
cargados positivamente y un oligonucleétido inmunoestimulador que contiene CpG, en la que dicho uno o mas
antigenos es WT-1, o un derivado o fragmento del mismo, en la que el derivado es bastante similar a los antigenos
nativos para retener propiedades antigénicas y seguir siendo capaz de permitir una respuesta inmune que sea alta
contra el WT-1, y en la que el fragmento tiene al menos 8 aminoacidos de longitud y es capaz de inducir una
respuesta inmune que presenta reaccion cruzada con el WT-1 de origen natural.

En un aspecto, dicho oligonucleétido que contiene CpG comprende una secuencia de Purina, Purina, C,G,
pirimidina, pirimidina. En otro aspecto, dicho oligonucle6tido inmunoestimulador se selecciona entre el grupo que
consiste en: SEC ID N.°:1; SEC ID N.°:2; SEC ID N.°:3; SEC ID N.°:4; y SEC ID N.°:5.

Aunque sin querer estar sujeto a las limitaciones de ninguna teoria se cree que cuando se proporcionan el antigeno
y el agonista de TLR9 conjuntamente proporciona un componente que es mas estable que simplemente la adicion
del TLR9 a una formulacién liquida de MPL y QS21.

La presente invencidn proporciona la ventaja de que cuando el antigeno y el oligonucleétido inmunoestimulador que
contiene CpG se reconstituyen con WFI se puede de proporcionar solamente un vial con formulacion liofilizada en él.
Ademas, cuando el WT-1, o un derivado o fragmento del mismo y el oligonucleétido inmunoestimulador que contiene
CpG se han de reconstituir con una formulacion liquida tal como una formulacién de adyuvante liquido entonces es
ventajoso ser capaz de proporcionar solamente dos viales de componentes (mejor que tres). Esto a su vez tiene
beneficios de coste, mientras que se proporciona un producto adecuado para uso como vacuna una vez
reconstituida.

Ademas, los presentes inventores han encontrado que la liofilizaciéon conjunta de CpG con antigenos que no tengan
una carga positiva global en el tamp6n de reconstitucion puede incrementar la solubilidad de los antigenos tras la
reconstitucion con o bien agua para inyeccién o adyuvante liquido. Por lo tanto la presente invencion también
proporciona un procedimiento para incrementar la solubilidad de un antigeno liofilizado tras la reconstitucion cuando
el antigeno no tenga una carga positiva neta en el tampén de reconstitucién que comprende la etapa de liofilizacién
conjunta de un oligonucle6tido inmunoestimulador que contiene CpG con el antigeno, en la que el antigeno es WT-
1, o un derivado o fragmento del mismo. La presente invencion también proporciona el uso de un oligonucleétido
inmunoestimulador que contiene CpG para incrementar la solubilidad de un antigeno liofilizado no cargado
positivamente tras la reconstitucion, en la que el antigeno es WT-1, o un derivado o fragmento del mismo. Por “no
cargado positivamente” se quiere decir que la carga global de la proteina no es positiva. La proteina puede contener
cargas tanto positivas como negativas, pero la carga global de la proteina es o bien neutra o negativa.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de preparacién de una composicidon inmunogénica que
comprende las etapas de reconstitucion de una composicion liofilizada como se describe en el presente documento
con un vehiculo adecuado. En una realizacién, dicho vehiculo es una solucién liposomal o una emulsion de aceite
en agua. Dicho vehiculo puede opcionalmente contener uno o mas inmunoestimuladores, que se pueden
seleccionar a partir del grupo que consiste en agonistas de TLR4, antagonistas de TLR4, saponinas, agonistas de
TLR7, agonistas de TLR8, agonistas de TLR9. En una realizacion, dicho vehiculo contiene dos o mas
inmunoestimuladores y en un aspecto estos pueden ser MPL 3-desacilado y QS21.
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La presente invenciéon también proporciona un procedimiento de preparacion de una composicion liofilizada de la
invencion que comprende la combinacion de uno o mas antigenos deseados, un ligando de TLR9 y excipientes
adecuados y secar por congelacién la mezcla resultante.

Descripcion detallada de la invencion

Los presentes inventores han encontrado que los ligandos de TLR9 tales como los oligonucleétidos CpG se pueden
liofilizar con un antigeno de interés sin afectar a la antigenicidad o estabilidad de ese antigeno. Por ligando de TLR9
se quiere decir un compuesto que puede interactuar con el receptor de TLR9. Los miembros de la familia del
receptor de tipo Toll (TLR), descubiertos primero en Drosophila, se ha mostrado que son receptores de
reconocimiento patrones, reconociendo y respondiendo cada miembro a diferentes componentes microbianos para
limitar / erradicar los microbios invasores. La union de patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP) a los
TLR induce la produccion de intermedios de nitrbgeno y oxigeno reactivos, el inicio de la red de citoquina
proinflamatoria, y la regulaciéon hacia arriba de las moléculas coestimuladoras que se asocian a las respuestas
innatas rapidas a la inmunidad adaptativa. Se conocen muchos ligandos de TLR que son Utiles como adyuvantes.
TLR9 se ha mostrado que responde a agonistas de oligonucleétidos. Por lo tanto los ligandos de TLR9 descritos en
el presente documento a modo de ejemplo son oligonucledtidos inmunoestimuladores. En un ejemplo, tales
ligandos de TLR9 contienen un motivo de CpG. Oligonucleétidos inmunoestimuladores de la invencién que
contienen CpG pueden comprender modificaciones a los nucleétidos. Por ejemplo, los documentos WO0226757 y
WO003057822 divulgan modificaciones a la parte C y G de los oligonucleétidos inmunoestimuladores que contienen
CpG.

En una realizacién, un oligonucleétido CpG. contiene dos 0 mas motivos de dinucleétidos CpG separados por al
menos tres, posiblemente al menos seis 0 mas nucledtidos. Los oligonucleétidos de la presente invencion son
tipicamente desoxinucleotidos. En una realizacién el enlace internucleétido en el oligonucleétido es fosforoditioato, o
posiblemente un enlace fosforotioato, aunque también se pude usar el enlace fosfodiéster y otros enlaces
internucleétidos, incluyendo oligonucleétidos con enlaces mixtos internucleétido. Los procedimientos para producir
fosforotioato oligonucleétidos o fosforoditioato se describen en los documentos US 5,666.153. US 5.278.302 y WO
95/26204. Se contempla el oligonucleétido que comprende diferentes enlaces internucleétido, por ejemplo,
fosforotioato fosfodiésteres mixtos. Se pueden usar otros enlaces internucleétido que estabilizan el oligonucleétido.

Los ejemplos de los oligonucleotidos CpG tienen las siguientes secuencias. En una realizacion, estas secuencias
contienen enlaces internucle6tido modificados por fosforotioato.

OLIGO 1 (SEC ID N.%:1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
OLIGO 2 (SEC ID N.%:2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

OLIGO 3 (SEC ID N.%:3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4 (SEC ID N.%:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5 (SEC ID N.%:5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

Los oligonucledtidos CpG alternativos pueden comprender las secuencias anteriores ya que tienen supresiones o
adiciones sin consecuencias con ellos.

Los oligonucleétidos CpG utilizados en la presente invencion se pueden sintetizar mediante cualquier procedimiento
conocido en la técnica (por ejemplo el documento EP 468520). De manera conveniente, tales oligonucleétidos se
pueden sintetizar utilizando un sintetizador automatico.

En el contexto de la presente memoria descriptiva, el término “antigeno” pretende significar un componente
inmunogénico adecuado para inducir una respuesta inmune especifica y adecuada para la inclusiéon en una
composicion de vacuna o inmunogénica.

El antigeno puede comprender o constar de WT-1 expresado por el gen del tumor de Wilm, o su fragmento N-
terminal WT-1F que comprende alrededor de o aproximadamente 1 - 249 aminoacidos. WT1 es una proteina que
originalmente se encuentra sobrexpresada en cancer de rifién pediatrico, tumo de Wilm. Un antigeno que se
puede usar comprende casi la proteina de longitud completa como antigeno. En una realizacion, el antigeno puede
comprender o constar de la proteina WT1-A10, que es una proteina de fusion recombinante de 292 AA constituida
por una secuencia tal 12 mero truncada y los aminoacidos numeros 2 - 281 de la secuencia de WT1. Barret el. Clin.
Experim. Immunol. 2077, 148. 189-198, divulga vacunas de WT-1 con montanida como adyuvante.

En una realizacion el antigeno tiene un punto isoeléctrico de 9,6 o menos. En una realizacion el antigeno tiene un
punto isoeléctrico de 9 o0 menos. En una realizacién el antigeno tiene un punto isoeléctrico de 8,5 o menos. En una
realizacién el antigeno tiene un punto isoeléctrico de 8,0 0 menos. En una realizacion el antigeno tiene un punto
isoeléctrico de 7,5. En una realizacién el antigeno tiene un punto isoeléctrico en el intervalo entre 7 y 8.

La carga neta de una proteina cuando se reconstituye en tampén depende del nimero de cargas positivas frente a
negativas en la proteina, esta carga variara, por supuesto, dependiendo del pH del tampdn de reconstitucion. El
punto isoeléctrico es el pH al que la carga neta de una proteina es neutra. Si el pH del tampén de reconstitucion esta
por debajo del punto isoeléctrico del antigeno, la proteina tiende a llevar una carga positiva neta. Si el pH del tamp6n
de reconstitucion esta por encima del punto isoeléctrico del antigeno, la proteina tiende a llevar una carga negativa
neta. La presente invencién es particularmente Gtil cuando la liofilizacion y reconstitucion de los antigenos que tienen
un punto isoeléctrico tal que, en el tampdn de reconstitucidon propuesto, la proteina llevaria una carga negativa neta.
En tales circunstancias (véase el ejemplo 3), la presencia de CpG en la composicion liofilizada puede potenciar la
solubilidad del antigeno en el tampon de reconstitucion.
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En una realizacion el antigeno liofilizado y el oligonucledtido inmunoestimulador que contiene CpG se proporcionan
en forma de una dosis, por ejemplo en un vial.

En una realizacion el antigeno liofilizado esta presente en una cantidad que proporcionan una concentracion de
antigeno en el intervalo de 10 a 250 pg, cuando se reconstituye.

En una realizacion el oligonucleétido inmunoestimulador que contiene CpG estd presente en una cantidad que
proporciona una concentracion en el intervalo entre 10 y 1000 pg tal como 500ug, cuando se reconstituye.

El antigeno que se combina en la composicion liofilizada con un oligonucleétido inmunoestimulador que contiene
CpG puede ser un antigeno antitumoral. Por lo tanto las composiciones inmunogénicas preparadas usando la
composicion antigénica liofilizada de la invencion son (tiles para el tratamiento inmunoterapéutico de canceres. Por
ejemplo, la composicién liofilizada se puede preparar con antigenos de cancer, antigenos tumorales o antigenos de
rechazo tumoral como se describe en el presente documento, tales como las proteinas expresadas en cancer de
préstata, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de rifién, cancer de ovario, cancer de higado y cancer de de
cabeza y cuello, entre otros:

La invencién también se extiende al uso de los antigenos anteriores, derivados inmunogénicos y fragmentos
inmunogénicos y proteinas de fusion que comprenden los mismos en aspectos de la presente invencion.

Derivados, fragmentos y proteinas de fusion

Los antigenos asociados a tumores de la presente invencion se pueden emplear en la forma de derivados o sus
fragmentos en lugar del antigeno de origen natural.

Como se usa en el presente documento el término “derivado” se refiere a un antigeno que esta modificado con
relacion a su forma de origen natural. El, el derivado puede incluir una mutacion, por ejemplo una mutacién puntual.
En un ejemplo, el derivado puede cambiar las propiedades de la proteina, por ejemplo mejorando la expresion en
sistemas procariéticos o mediante la eliminacién de la actividad no deseable, por ejemplo, actividad enzimatica. Los
derivados de la presente invencién son suficientemente similares a los antigenos nativos para mantener las
propiedades antigénicas y permanecen capaces de permitir que una respuesta inmune surja contra el antigeno
nativo. Si un derivado dado induce o no tal respuesta inmune se puede medir mediante un ensayo inmunologico
adecuado tal como un ELISA o citometria de flujo.

En una realizacion de la presente invencion el derivado del antigeno asociado a tumor de la presente invencion es
una proteina de fusion que comprende un antigeno asociado a tumor unido a una proteina pareja de fusion
heteréloga. Por "heter6logo” con respecto al antigeno asociado a tumor se quiere decir una secuencia de proteina o
de polipéptido que no estaria unida al antigeno asociado a tumor por naturaleza, es decir, esta unida al antigeno
asociado a tumor mediante intervencion humana deliberada.

El antigeno y proteina pareja de fusion heterdloga se pueden conjugar quimicamente o se pueden expresar como
proteinas de fusion recombinantes. En una realizacion, una proteina de fusién de la presente invencién puede
permitir la produccion de niveles incrementados de la proteina de fusién a producir en un sistema de expresion
comparada con la proteina no fusionada. De este modo la proteina pareja de fusion puede ayudar a proporcionar los
epitopes auxiliares T, por ejemplo los epitopes auxiliares T reconocidos por los seres humanos (es decir, la proteina
pareja de fusion actia como una pareja de fusién inmunolégica). La pareja de fusién puede ayudar a la expersion
de la proteina con mayores rendimientos que la proteina recombinante nativa (es decir, actuando la proteina pareja
de fusién como un potenciador de expresion). En una realizacién, la proteina pareja de fusion puede actuar tanto
como una pareja de fusién inmunolégica como una pareja potenciadora de expresion.

Las proteinas pareja de fusion pueden, por ejemplo, derivar de la proteina D. La Proteina D es una lipoproteina (una
proteina de unién a inmunoglobulina D de 42 kDa expuesta sobre la superficie de la bacteria Gram-negativa
Haemophilus influenzae). La proteina se sintetiza como un precursor con una secuencia sefial de 18 restos
aminoacidos, que contiene una secuencia de consenso para la lipoproteina bacteriana (véase el documento WO
91/18926). La proteina Proteina D nativa precursora se procesa durante la secrecion y se escinde la secuencia
sefial. La Cys de la proteina D procesada (en la posicion 19 en la molécula precursora) llega a ser el resto N terminal
de la proteina procesada y se modifica de manera simultdnea mediante la unién covalente de acidos grasos tanto
unidos por éster como unidos por amida. Los acidos grasos unidos al resto de Cisteina amino terminal funcionan
entonces como un anclaje de membrana.

En una realizacion, el derivado antigeno asociado a tumor para uso en la presente invencion puede comprender la
Proteina D o un derivado de la misma como una proteina pareja de fusiéon.

La proteina D o un derivado de la misma se describe en el presente documento puede comprender, por ejemplo: el
tercio primero o N-terminal de la proteina D procesada o aproximadamente o alrededor del tercio primero o N-
terminal de la proteina D procesada. En una realizacién, la proteina D o un derivado de la misma pueden
comprender los 100 a 115 aminoacidos primeros o N-terminales de la proteina D procesada; o los 109 aminoacidos
primeros 0 N-terminales de la proteina D procesada. En una realizacién, los aminoacidos 2-Lys y 2-Leu de la
proteina D procesada nativa pueden estar sustituidos por los aminoacidos 2-Asp y 3- Pro.

En una realizacion, la proteina D o un derivado de la misma ademas incluir la secuencia sefial de 18 6 19
aminoacidos de la proteina D precursora. En una realizacion, la proteina pareja de fusion derivada de la proteina D
comprende o consta de los aminoacidos 20 a 127 de la proteina D precursora. En una realizacion de la presente
invencion, los dos aminoacidos 21-Lys y 22-Leu de la proteina pareja de fusion de la proteina D precursora pueden
estar sustituidos por los aminoacidos 21-Asp y 22-Pro.

La proteina pareja de fusion de la proteina D como se describe en el presente documento puede adicionalmente o
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como alternativa contener supresiones, sustituciones o inserciones dentro de la secuencia de aminoacidos cuando
se compara con la secuencia de la proteina D precursora de tipo salvaje o procesada. En una realizacion, 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9 0 mas aminoacidos pueden estar insertados, sustituidos o suprimidos. Los aminoacidos pueden estar
sustituidpds por sustituciones conservadoras como se define en el presente documento, 0 se pueden usar otros
aminoacidos.

En una realizacion, la proteina pareja de fusidon puede comprender o constar de una secuencia de proteina D como
se muestra en la SEC ID N.%: 1. En una realizacion, la proteina de pareja de fusiéon puede comprender o constar de
los aminoacidos subrayados en la Figura 1, es decir, los restos de aminoacidos 20 a 127 de la SEC ID N.°: 12. En
una realizacion, el antigeno para uso en la presente invencion puede ser la proteina D-MAGE-3, en la que el
antigeno MAGE-3 consta de los aminoéacidos 3 a 314 de MAGE-3 y en la que la proteina de pareja de fusion de la
proteina D consta de la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 1.

En otra realizacion de la presente invencion, las proteinas pareja de fusion se pueden seleccionar entre NS1 o LytA
o derivados de los mismos como se describe a continuacion.

NS1 es una proteina no estructural del virus de la gripe. En una realizacion, el derivado antigeno asociado a tumor
derivado de la presente invencion puede comprender NS1 o un derivado de la misma como una proteina pareja de
fusién. La NS1 o un derivado de la misma pueden comprender los aminoacidos 1 a 81 N terminales de la misma.

LytA se deriva de Streptococcus pneumoniae. EI dominio C-terminal de la proteina LytA es responsable de la
afinidad a la colina o a algunos andlogos de colina tal como DEAE. En una realizacién, el antigeno derivado
asociado a tumor de la presente invencion puede comprender LytA o un derivado de la misma como una proteina
pareja de fusion. La LytA o un derivado de la misma puede comprender la parte repetida de la molécula LytA
encontrada en el extremo C terminal que comienza en el resto 178. En una realizacion, la LytA o un derivado de la
misma comprende |os restos 188 - 305 de C-LytA.

Los polipéptidos inmunogénicos para uso en la presente invencién seran tipicamente proteinas recombinantes
producidas, por ejemplo, mediante la expresion en un huésped heterdlogo tal como un huésped bacteriano, en
células de levaduras o de mamifero cultivadas.

El término “derivado de antigeno asociado a tumor” significa un polipéptido que parcialmente o completamente
contiene las secuencias que aparecen de forma natural en un antigeno asociado a tumor o que lleva un alto grado
de identidad de secuencia con respecto al mismo (por ejemplo, mas del 95% de identidad sobre un tramo de al
menos 10, por ejemplo, al menos 20 aminoacidos). Los derivados también incluyen las secuencias que tienen
sustituciones conservadoras. Las sustituciones conservadoras son bien conocidas y se establecen en general como
las matrices de puntuacion por defecto en los programas de ordenador de alineacién de secuencias.

En términos generales, las sustituciones dentro de los siguientes grupos son sustituciones conservadoras, pero las
sustituciones entre los siguientes grupos se consideran no conservadas. Los grupos son:

i) Aspartato/asparagina/glutamato/glutamina
i) Serina/treonina

iii) Lisina/arginina

iv) Fenilalanina/tirosina/triptéfano

v) Leucina/isoleucina/valina/metionina

vi) Glicina/alanina

Los derivados de la presente invencién también pueden incluir secuencias tratadas quimicamente tales como
tratamiento con aldehido (tales como formaldehido o glutaraldehido), carboximetilacion, carboxiamidacion,
acetilacion y otros tratamientos quimicos rutinarios. Las construcciones de la presente invencién que tienen restos
de tiol libres derivatizados también se pueden usar en la presente invencion. En particular se pueden usar derivados
de tiol carboxiamidados o carboximetilados.

Como se describe en el presente documento a modo de ejemplo el derivado de antigeno asociado a tumor puede
ser un antigeno de MAGE como se describe en el presente documento que tienen restos de tiol libres derivatizados.
Los restos de tiol libres derivatizados pueden ser derivados de carboxiamida o carboximetilados.

Como se describe en el presente documento a modo de ejemplo el derivado de antigeno asociado a tumor puede
alternativamente comprender una construccion que comprende mas de un antigeno asociado a tumor. En un
ejemplo, el derivado de antigeno asociado a tumor puede comprender dos 0 mas antigenos asociados a tumores.

El término “fragmento” como se usa en el presente documento se refiere a fragmentos de un antigeno asociado a
tumor o derivado del antigeno que contienen al menos un epitope, por ejemplo un epitope CTL, tipicamente un
péptido de al menos 8 aminoacidos. Los fragmentos de al menos 8, por ejemplo 8 - 10 aminoéacidos o hasta 20, 50,
60, 70, 100, 150 6 200 aminoacidos de longitud se consideran que caen dentro del alcance de la invencion siempre
que el fragmento muestre antigenicidad, es decir que los epitopes principales (por ejemplo, epitopes de CTL) son
retinidos por el fragmento y el fragmento es capaz de inducir una respuesta inmune que reacciona de manera
cruzada con el antigeno asociado a tumor de origen natural. Los fragmentos ejemplares pueden ser de 8 - 10, 10 -
20, 20 - 50, 50 - 60, 60 - 70, 70 - 100, 100 - 150, 150 - 200 restos de aminoacidos de longitud (incluido cualquier
valor dentro de estos intervalos).
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Como se describe en el presente documento a modo de ejemplo, la composicion liofilizada que comprende el
antigeno Her 2 neu y Oligonucledtido CpG se reconstituye con un vehiculo liposoma o de emulsién de aceite en
agua que contiene 3D- MPL y QS21. Tales formulaciones reconstituidas producen una respuesta mediada tanto
humoral como celular.

Como se describe en el presente documento a modo de ejemplo las composiciones liofilizadas pueden contener
antigenos asociados a mecanismos de apoyo de tumor (por ejemplo, angiogénesis, invasion tumoral) por ejemplo
vinculo 2, VEGF.

En otro ejemplo, el antigeno dentro de la composicion liofilizada de la invencién es un antigeno seleccionado entre
antigenos derivados de VIH, particularmente antigenos derivados de VIH-1.

En una realizacion especifica de la invencion una composicion liofilizada contiene mas de un polipeptido
immunogénico.

La composicion liofilizada puede contener un antigeno, o puede contener mas de un antigeno.

En un aspecto de la invencion, el oligonucledtido inmunoestimulador que contiene CpG se usa para mejorar la
solubilidad de antigenos no cargados positivamente.

Los presentes inventores han encontrado que, particularmente con los antigenos que estan cargados
negativamente, la liofilizacion conjunta de Cpg puede mejorar su solubilidad tras la reconstitucion. El
oligonucledtido inmunoestimulador que contiene CpG serd una molécula con una carga negativa neta. Cuando este
ligando se liofiliza conjuntamente con un antigeno con una carga positiva neta, existe una posibilidad de que el
ligando de un oligonucleétido inmunoestimulador que contiene CpG interactuara con el antigeno tras la
reconstitucion de la composicion liofilizada, provocando posiblemente la precipitacion del antigeno. Esto no es
deseable, pero puede ser evitado por los expertos en la técnica mediante la inclusion con la composicion de
excipientes de liofilizacion que se sabe que incrementan la solubilidad en sustituciones tales como, por ejemplo, L-
arginina.

El oligonucleétido inmunoestimulador que contiene CpG y uno 0 mas antigenos se combinan con excipientes
adecuados para formar la formulacion de carga final que se liofilizara. De manera 6ptima, los excipientes contendran
un crioprotector para proteger a la proteina de la desnaturalizacion durante las fases tempranas de liofilizacion, y un
lioprotector para evitar la inactivacion de la proteina durante el secado. Se pueden usar dos moléculas diferentes, o
se puede usar una molécula que tiene ambas propiedades, tal como un disacarido. Opcionalmente, también se
puede afiadir un agente de carga cristalino tal como manitol o glicina. También se puede afiadir un tensioactivo no
i6nico tal como polisorbato o Tween ® para ayudar a prevenir la agregacion de la proteina. Los excipientes también
pueden incluir sales tampdn para modificar el pH de la carga final.

Los excipientes adecuados incluyen los siguientes: azUcares tales como sacarosa, trehalosa, rafinosa y
maltodextrinas tales como maltotriosa, maltotetraosa, maltopentaosa o maltohexaosa; polioles tales como mannitol o
sorhitol; polimeros tales como dextrano, polietilen glicol (PEG), o polivinilpirrolidona (PVP); aminoacidos tales como
glicina, alanina o arginina.

Los excipientes también se pueden combinar de manera que dos o0 mas, por ejemplo tres 0 cuatro excipientes se
pueden usar conjuntamente. Las combinaciones posibles incluyen azlcar y dextrano, por ejemplo sacarosa y
dextrano o trehalosa y dextrano; azucar y PEG, por ejemplo PEG8000 y sacaridos; azucar y PVP por ejemplo
sacarosa y PVP; azlcar y aminoacidos, por ejemplo glicina y sacarosa; dos azlicares conjuntamente, por ejemplo
sacarosa y glucosa o sacarosa y rafinosa; sacarosa y polioles, por ejemplo sacarosa y sorbitol o sacarosa y manitol;
polioles y aminoacidos, tales como manitol y glicina.

Se pueden afiadir tensioactivos tales como polisorbato o Tween ® a cualquier combinacion de excipientes.

Con el fin de formar una composicién inmunogénica que se pueda usar para vacunacion, la composicion liofilizada
que contiene el antigeno y el ligando de TLR9 se reconstituye con un diluyente farmacéuticamente aceptable. Un
aspecto preferido de la invencion es que tal diluyente sea un diluyente particulado, por ejemplo una solucién de
particulas de sales metalicas, o liposomas, o una emulsién de aceite en agua.

En una realizacion, el diluyente contiene inmunoestimuladores adicionales. Esto significa que la composicion
inmunogénica  reconstituida  final contendra otros inmunoestimuladores ademas del oligonucleotido
inmunoestimulador que contiene CpG encontrado en la composicion liofilizada.

Existe un numero de inmunoestimuladores conocidos que se sabe que son adyuvantes o bien solos o en
combinacion. El sistema inmune innato o natural reconoce un amplio espectro de patdgenos sin una necesidad de la
exposicion anterior. Las células principales responsables de la inmunidad innata, monocitos/macréfagos y
neutrdfilos, fagocitan los patégenos microbianos y desencadenan las respuestas inmunes innatas, inflamatorias,
especificas.

Los lipopolisacaridos (LPS) son la molécula de superficie principal de, y se producen exclusivamente en, la hoja
externa de la membrana externa de las bacterias gram negativas. Los LPS se ha mostrado que son ligandos de
TLR4 . Los LPS impiden la destruccion de bacterias mediante complementos de suero y células fagociticas, y estan
implicados en la adherencia para la colonizacién. Los LPS son un grupo de moléculas de complejos relacionadas
estructuralmente de aproximadamente 10.000 Daltons de tamafio y constan de tres regiones unidas de manera
covalente:

() una cadena de polisacéaridos especifica de O (antigeno O) en la regién externa
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(ii) una regién central de oligosacaridos central

(iii) lipido A - la region mas interna que sirve como anclaje hidrofobo, comprende unidades de disacaridos de
glucosamina que llevan acidos grasos de cadena larga.

Las actividades biolégicas de los LPS, tales como toxicidad letal, pirogenicidad y adyuvanticidad, se ha mostrado
gue estan relacionadas con el resto del lipido A. Por el contrario, la inmunogenicidad estd asociada al componente
de polisacarido especifico de O (antigeno O). Tanto los LPS como el lipido A se han conocido desde hace mucho
tiempo por sus fuertes efectos adyuvantes, pero la alta toxicidad de estas moléculas ha imposibilitado su uso en las
formulaciones de vacuna. Por lo tanto se ha hecho un esfuerzo significativo para reducir la toxicidad de LPS o lipido
A manteniendo al mismo tiempo su adyuvanticidad.

El mutante de Salmonella minnesota R595 se aislé en 1966 a partir de un cultivo de la cepa precursora (suave)
(Luderitz et al. 1966 Ann. N. Y. Acad. Sci. 133: 349 - 374). Se rastrearon las colonias seleccionadas para evaluar su
susceptibilidad a la lisis mediante un panel de fagos, y solamente las colonias que mostraron un intervalo estrecho
de sensibilidad (susceptible a uno o dos fagos solamente) se seleccionaron para un estudio posterior. Este esfuerzo
condujo al aislamiento de una cepa mutante rugosa profunda que es defectuosa en la biosintesis de los LPS y se
denomina S. minnesota R595.

En comparacién con otros LPS, los producidos por el mutante S. minnesota R595 tienen una estructura
relativamente simple.

(i) no contienen una regién especifica de O - una caracteristica que es responsable del cambio desde el fenotipo
liso de tipo salvaje al fenotipo rugoso mutante y da como resultado una pérdida de virulencia.

(i) la region central es muy corta - esta caracteristica incrementa la susceptibilidad de la cepa a una diversidad
de compuestos quimicos

(iii) el resto del lipido A esta altamente acilado con hasta 7 acidos grasos.

El lipido A 4’-monofosforilo (MPL), que se puede obtener mediante la hidrélisis acida de los LPS extraidos de una
cepa mutante rugosa profunda de las bacterias Gram negativas, retiene las propiedades adyuvantes de los LPS
mientras que demuestra una toxicidad que se reduce por un factor de mas de 1000 (como se mide mediante la
dosis letal en huevos de embriones de pollo) (Johnson et al. 1987 Rev. Infect. Dis. 9 Suppl: S512 - S516). Los LPS
se calientan a reflujo tipicamente en soluciones de acido mineral de fortaleza moderada (por ejemplo, HCI 0,1 M)
durante un periodo de aproximadamente 30 minutos. Este procedimiento da como resultado la desfosforilacion en la
posicion 1, y la descarbohidratacion en la posicion 6’, produciendo MPL.

El monofosforil lipido A 3-O-desacilado (3D-MPL), que se puede obtener mediante hidrélisis alcalina suave de MPL,
tiene una toxicidad adicionalmente reducida mientras se mantiene de nuevo la capacidad de adyuvantarse, véase el
documento US 4.912.094 (Ribi Immunochemicals). La hidrélisis alcalina se realiza tipicamente en disolvente
organico, tal como una mezcla de cloroformo/metanol, mediante la saturacion con una solucién acuosa de base
débil, tal como carbonato de sodio 0.5 M a pH 10,5.

Informacion adicional sobre la preparacion de 3D-MPL estd disponible en, por ejemplo, los documentos US
4.912.094 y WO 02/078637 (Corixa Corporation).

Algunas moléculas que no son ligandos de TLR se ha mostrado que tienen actividad adyuvante. Las saponinas de
Quillaja son una mezcla de glicosidos de triterpeno extraidos de la corteza del arbol Quillaja saponaria. Se han
empelado saponinas brutas de manera extensiva como adyuvantes veterinarios. Quil-A es un extracto acuoso
parcialmente purificado del material de la saponina de Quillaja. QS21 es una fraccion no toxica purificada por Hplc
de Quil A y su procedimiento de su produccién se divulga (como QA21) en la patente de Estados Unidos N°
5.057.540.

En un aspecto de la invencion, el diluyente contiene un inmunoestimulador adicional. En otro aspecto de la
invencion, el diluyente contiene mas de un inmunoestimulador adicional. Tales inmunoestimuladores pueden ser
ligando de TLR4, saponinas, ligandos de TLR7, ligandos de TLR8 o ligandos de TLR9. En una realizacion de la
invencién, el inmunoestimulador adicional es un ligandos de TLR4 tal como 3D-MPL como se describe en el
presente documento. En una realizacion adicional de la invencién, el inmunoestimulador adicional es QS21 como se
describe en el presente documento. En todavia otra realizacion adicional de la invencion, el diluente contiene QS21
y 3D-MPL. En un aspecto de esta realizacion, el diluyente es una emulsién de aceite en agua que contiene QS21 y
3D-MPL. En otro aspecto de esta realizacion, el diluyente es una solucién de liposomas que contiene QS21 y 3D-
MPL.

Ejemplos

Ejemplo 1: Secado por congelacion de un Oligonucledti do CpG y CPC-P501S como antigeno

El antigeno usado fue CPC - P501S. Este antigeno se muestra en la figura 1 en forma de diagrama, en el que la
seccion que muestra TM2 a TM12 representa el antigeno P501S; las formas ovales en la parte izquierda
representan las parejas de fusion de CPC y la cola His se muestra en la parte derecha.

El antigeno se produjo con una etiqueta His como se muestra en S. cerevisiae y después se preparé hasta una
concentracion de 700 ug/ml usando un tampdn de Tris (5 mM pH 7,5) y Tween 80 (0,3 %).

Para preparar la carga final, se afiadio sacarosa (35 %) al agua para inyeccién hasta alcanzar una concentracion
final de 6,3%. Después se afiadio Tris (1M pH 8,8), seguido de Tween 80 (25%) hasta alcanzar una concentracion
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final de 0,2%. Esta mezcla se agité con agitador magnético durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié
CPC-P501S y la mezcla se agitd con agitador magnético durante 4 minutos a temperatura ambiente. Después se
afnadio oligo CpG de la SEC ID N.°: 4, y la mezcla resultante se agité con agitador magnético durante 15 minutos a
temperatura ambiente proporcionando la carga final. La composicién se analizé6 como sigue:

Carga final | Recipiente final Carga final | Recipiente final
(500 pl) (500 pl) (500 pl) (500 pl)
Dosis humana Dosis humana
Tortas Después de la Tortas Después de la
reconstitucion  con reconstituciéon con
625 pl de AS01B 625 pl de AS01B
CPC-P501 | 125 g 100 pg CPC-P501 | 25ug 20 ug
CpG 625 ug 500 ug CpG 625 ug 500 ug
Tris 50 mM 40 mM Tris 50 mM 40 mM
Tween 80 0,50 % 0,40 % Tween 80 0,20 % 0,16 %
sacarosa 6,3 % 50% sacarosa 6,3 % 50%
pH 91+-0,1 | 7,4+-01 pH 91+-0,1 | 7,4+-01

Se llenaron 0,5 ml de una composicién en un vial de vidrio, que se sometio al ciclo de liofilizacion como se muestra
en la figura 2.

La caracterizacion de la torta se llevé a cabo mediante inspeccion visual y medida del diametro a TO, 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, y 4 semanas a 37 C, en los tres viales de la composicion (véase la figura 3). Se midio el
contenido de humedad residual en los mismos momentos y temperaturas usando termogravimetria (TG) o Karl
Fischer (KF). Como se puede ver a continuacion, las tortas eran estables durante hasta dos semanas.

Torta secada por congelacion

Programacion de | Aspecto visual Diametro de la | Contenido en humedad

la estabilidad torta (mm)
(% p de H>O/p de torta)
KF TG

TO OK 126 £0,1 0,3% 0,8%
(1,5 meses a | (5mesesad4T)
4C)

1 semana 37C OK nd 0,59% nd

2 semana 37C Retraccion + 9,8+0,8 nd 1,4%

3 semana 37C Retracciéon ++ 7,710 nd 1,2%

4 semana 37C Retracciéon ++ 8,7+15 No 1,3%
medible

KF: procedimiento de Karl Fischer

TG: procedimiento de termogravimetria

nd: no hecho

OK: ni agregacion ni degradacion

Especificaciones: 3% (termogravimetria)

La humedad en un recipiente final almacenado a 37C (para acelerar el analisis de estabilidad) aumenta con el
tiempo. Después de un mes a 37T, las tortas contie nen 1,3% de H,O y se retrajeron. En este experimento, el
incremento en humedad se debe al hecho de que el polvo higroscépico absorbe agua de los tapones. La sustitucién
de los tapones con nuevos tipos de tapones puede ayudar a prevenir esta retraccion.
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Las tortas se reconstituyen después bien con agua para inyeccién, o con los siguientes liquidos vehiculos: el sistema
adyuvante A (un adyuvante liposomal preparado como se establece en el documento W0O2005/112991), el sistema
adyuvante E (un adyuvante de emulsién de aceite en agua preparado como se establece en el documento
WO02005/112991) o un sistema adyuvante F (un adyuvante de emulsidon de aceite en agua preparado como se
establece en el documento W02005/112991).

No se observé agregacion o degradacién de proteina con agua para inyeccion, con sistema adyuvante E o sistema
adyuvante F. Se observé alguna agregacion y degradacion con el sistema adyuvante A. Se concluy6é que esto se
debia a la disminucion del pH por debajo del punto isoeléctrico de CPC-P501S. Un incremento en la concentracion
del excipiente Tris hasta 50 mM solucion6 el problema y ya no se observé ninguna agregacion con el sistema
adyuvante A. Se encontrd también que la presencia de CpG en la torta liofilizada (es decir la liofilizacién conjunta de
antigeno y oligonucleétido CpG) ayudo a prevenir la agregacion del antigeno cuando se reconstituye con el sistema
adyuvante A. Una comparacion de la reconstitucion de las tortas liofilizadas con y sin CpG que usa el sistema
adyuvante A mostré que se reducia la agregacion después de la liofilizacién conjunta (datos no mostrados)

También se estudié el impacto de los excipientes del tamafio de los liposomas en el sistema adyuvante A, y se
encontré que no habia diferencia de tamafio entre los liposomas encontrados en un vial del sistema adyuvante A
solo y liposomas encontrados en un vial del sistema adyuvante A después de la reconstitucion de una torta liofilizada
gue contenia antigeno, CpG, Tris y Tween. Por lo tanto los inventores pueden concluir que los componentes de la
torta liofilizada no afectan al sistema adyuvante (figura 4)

Finalmente, se estudio la antigenicidad de la formulacién, y se encontré6 que en términos de la proliferacion de
linfocitos y produccion de citoquina intracelular (IFNy), no existia diferencia entre un liquido frente a una formulacién
liofilizada de CPC-P501S (datos no mostrados). Por lo tanto los inventores pueden concluir que la inmunogenicidad
del antigeno no esta afectada por la liofilizacion conjunta con CpG.

Ejemplo 2: secado por congelacion de Oligonucleétido CpG y Mage-3 como antigeno

El antigeno usado era una parte de la proteina D de la proteina unida a MAGE-3, que a su vez estaba unida a una
cola His para facilitar la purificacion de PD-Mage3-His (véase la Figura 5: SEC ID N.°: 13).

El antigeno de carga purificado se produjo con una etiqueta His en E. coli y después se prepardé hasta una
concentraciéon de 750 pg/ml usando un tamp6n de NaH;PQO4.2H,O/K;HPO4.2H,O (2 mM) y Tween 80 a
aproximadamente 0,2% v/v (tedrico) pH 7,5.

Para preparar la carga final, se afiadi6 sacarosa (30%) a agua para inyeccién proporcionando una concentracion
final de 3,15%. Después se afiadi6 NaH;PO4.2H,0/K;HPO4.2H,O (100 mM pH 7,5) proporcionando una
concentracion final de PO, de 5 mM teniendo en cuenta el fosfato encontrado en el tamp6n de antigeno. También se
afiadio Tween 80 (3%) proporcionando una concentracion final de 0,15%, teniendo en cuenta el Tween encontrado
en el tamp6n de antigeno. Esta mezcla se agitd con agitador magnético durante entre 5y 15 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadié PD-Mage3-His (750 pg/ml) y la mezcla se agit6é con agitador magnético durante 5 - 15 minutos
a temperatura ambiente. Después se afiadio oligo CpG de la SEC ID N.°:4, y la mezcla resultante se agitdé con
agitador magnético durante 15 minutos (+/- 5 minutos) a temperatura ambiente proporcionando la carga final. El pH
se ajusté hasta pH 7,5 +/- 0,1 con NaOH 0,05 M 0 0,5 M, 0o HCI 0,03 M 0 0,3 M.

La composicién se analiz6 como sigue:

N° Ingredientes Antes de secado por Por HD (después de la
congelacién reconstitucion con
0,625 ml de diluyente
Nombre Componente Src CcC Peso (en Concentracion| Peso (en
0,5 ml) 0,5 ml)
1 PD- NaH,PQO4.2H,0- 750 pg/ml| 375 ug 600 pg/ml 300 g
Mage3- K2HPO4.3H20
His

2 mM/ Tween 80
~ 0,2% v/v teo pH

2 CpG 1250 625 pg 1000 pg/ml 500 pg
ug/ml
3 Sacarosa 3,15% p/v| 15,75 mg 2,52% plv 12,6 mg
4 Tween 80 1 0,15% p/v 0,12% p/v
5 PO4 1 5 mM 4 mM
6 WFI Afad 0,5
mi
7 pH 7,5 +-
0,1
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Se llenaron 0,5 ml de esta composicion en un vial de vidrio, que se someti6 en el ciclo de liofilizacion mostrado en la
Figura 6.

El impacto de los excipientes y ciclo de secado por congelacién sobre la composicién de la torta se analiz6 después
de entre 7 y 9 dias de almacenamiento de la torta a 37<C.

Aspecto de la torta y humedad residual

Aspecto de la | Sin colapso (TO) Sin retraccion (T7d 37)
torta

humedad - 0,59% (T8d 37T)

residual

Se puede observar que las tortas no presentan ningun colapso a los 7 dias y no cambian durante 8 dias de
estabilidad de estrés

La humedad residual de las tortas almacenadas durante entre 7 y 9 dias a 37C permanecia por debajo de la
especificacion de 3%.

No hubo ninguna evolucién en el diametro después del almacenamiento durante entre 7 y 9 dias a 37°C.

Después las tortas se reconstituyeron con el sistema adyuvante A (un adyuvante liposomal preparado como se
establece en el documento WO2005/112991). No se observd agregacion o degradacion de proteinas, confirmando
por lo tanto que el antigeno se puede liofilizar conjuntamente con CpG sin afectar su capacidad para reconstituirse.

Se estudio la antigenicidad de la formulacién. Se encontré que, después de la reconstitucion en el sistema
adyuvante A, habia una disminucién en la antigenicidad con el tiempo, después de 24 horas. Se cree que esto es
debido al pH acido (6,2 +/- 0,1) encontrado después de la reconstitucién. Esto se confirmé cuando se encontré que
la caida de la antigenicidad se podia disminuir incrementando el pH. Sin embargo habia todavia alguna disminucion
en la antigenicidad con el tiempo. Por lo tanto se ensayaron las formulaciones para ver si esta disminucién tenia un
efecto sobre el ensayo de potencia in-vivo. Se administraron diluciones de 3/10, 1/10 y 1/30 de una dosis humana
a grupos de ratones, 10 ratones por grupo como se muestra en la Figura 7. Se extrajo sangre de los ratones el dia
28.

TO, 4 hy 24 h son los tiempos después de la reconstitucion de la torta con el sistema adyuvante A. Como se puede
observar en la Figura 7, no hubo efecto sobre la potencia.

Ejemplo 3: Impacto de CpG en la solubilidad de antig  eno después de la reconstitucion.

1. WT1 es una proteina encontrada originalmente que se sobreexpresa en cancer de rifién pediatrico, tumor de
Wilm. El antigeno candidato usado en el caso presente usa casi la proteina de longitud completa como antigeno. La
proteina WT1-A10 es una proteina de fusidon recombinante de 292 AA expresada en E. coli que consta de la
secuencia tat truncada de 12 mero (secuencia guia) y los aminoacidos nameros 2 - 281 de la secuencia de WT1.
Después de la liofilizacion sola, este antigeno precipita si se reconstituye con el sistema adyuvante A debido a que
su punto isoeléctrico (5,85 a 7,5) que esta cerca del pH del sistema adyuvante A (6,1) y la presencia de cloruro
sédico en el sistema adyuvante A.

Se prepararon dos formulaciones de WT1-A10. La dosis reconstituida contenia 400 ug/ml de antigeno WT1-A10,
10% de sacarosa, Tris 100 mM, y 0,2% de Tween 80, mas o menos 840 ug/ml de CpG.

Ambas formulaciones se reconstituyeron con 500 pl de sistema adyuvante A. El liquido resultante se centrifugd y se
realizé una transferencia de Western sobre el liquido no centrifugado (NC), el sobrenadante (SN) y el sedimento (P).
Los resultados se muestran en la Figura 8.

Como se puede observar en la Figura 8, en la presencia de CpG, la solubilidad del antigeno después de la
reconstitucion se mejora como se evidencia por la carencia de antigeno en el sedimento precipitado. El antigeno
precipitado se puede observar en el sedimento de la composicién liofilizada reconstituida donde la torta liofilizada no
contenia CpG. Esto es una evidencia de que, en el caso de un antigeno no cargado positivamente, la liofilizacién
conjunta de CpG mejora la solubilidad del antigeno tras la reconstitucion.

2. PRAME

Se prepararon dos formulaciones de PRAME. La dosis reconstituida contenia 1000 yg/ml de antigeno PRAME,
3,15% de sacarosa, Borato 5 mM, cloruro sédico 150 nM, mas o menos 840 ug/ml de CpG. Ambas formulaciones
se reconstituyeron con 500 pl de sistema adyuvante A El liquido resultante se centrifugé y se realizd una
transferencia de Western sobre el liquido no centrifugado (NC), el sobrenadante (SN) y el sedimento (P). Los
resultados se muestran en la Figura 9, donde NC = no centrifugado, SN = sobrenadante y P = sedimento

Como se puede observar en la Figura 9, en la presencia de CpG, la solubilidad después de la reconstitucion se
mejora como se evidencia por la carencia de antigeno en el sedimento precipitado. El antigeno precipitado se puede
observar en el sedimento de la composicién liofilizada reconstituida donde la torta liofilizada no contenia CpG. Esto
es una evidencia adicional de que, en el caso de un antigeno no cargado positivamente, la liofilizacién conjunta de
CpG mejora la solubilidad del antigeno tras la reconstitucion.
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SECID N.°:1

TCCATGACGTTCCTGACGTT

SEC ID N.°:2

TCT CCC AGC GTG CGC CAT

SEC ID N.°:3

ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG

SEC ID N.°:4

TCGTCG TITTGT CGTTTT GTC GTT

SEC ID N.°:5

TCCATG ACGTTCCTG ATGCT

ES 2395333 T3

SEC ID N.°:6
MEVEETRENY QHLWRWGTML LGMLMICSAR EQLWVTVYYG VEVWEEATTT 50
LFCASDAEAY DTEVHNVWAT HACVPTDEHP QEVVLGNVTE YFNMWENNMY 100
DOMHEDIISL WDQSLEFCVE LTPLCVTLDC DDVNTTNSTT TTSHNGWTGEIL 150
REGEIKNCSF MITTSIRDEV QHEYALFYNL DVVPIDDDNA TTENETTRNE 200
RLIHCHESVM TQACPEVEFE PIPIHYCAPA GFAILECHMNE TEFDGEGLCTH 250
WETWOCTHGI RPVWSTQLLL NGSLAEEEVY IRSDNFMONT KTIIVQLNES 300
VAINCTRPHN HTREGIHIGE GRAFYAARKI IGDIRQAHCH LSRAQWHNTL 350
KQIVIKLREH FGNETIEFNQ SSGGDPEIVR HSFHNCGGEFF YCDTTQLFNS - 400
TWNGTEGHNT EGNSTITLPC RIKQIINMWD EVGKAMYAPP IGGQIRCSSN 450
ITSLLLTEDG GTEGHNGTENE TEIFRPGGED MRDNWRSELY EYEVVEVEPL S00
GVAPTRAKRR WWOR 514
SEC ID N.°:7

I MRVMEIQRNC QHLLEWGIMI LGMIIICSTA DNLWEVTVYYG VPYWRDAETT
31 LFCASDAKAY STERKHNVWAT HACVETDENE QEIPLDMNVTE EFNMWENNMY
101 DQMHEDIISL WDQSLEKPCVQ LTFLCOCVTLHC SHNARVHNATFN STEDREGMEN
151 CSFNMTTELR DEEQOVYELF YELDIEKINS SHHMNSEYRLY NCHTSATTOA
201 CPEVTFEPIP IHYCAPAGFA ILECHDTEFN GTGPTENVST VQUTHGIEPV
251 WSTQLLLHNGS LAEREVHIRS EMNIABNMAKNI IVQFASPVEI NCIRPHMNHNTE
301 EKESYRIGPGOT FYATDIVGDI ROABHCHVSRT DWNNTLRLVA WOLEKYFSNE
351 TITIFTHSSGG DLEITTHSFN CGGEFFYCHT SGLEFNSTWTT MHMQESNHDTS
401 MWGTITLPCRI KOQIIRMWQRY GOAMYAPPIE GVIRCESNIT GLILTRDGGH
451 MNWNSANETFRP GGGDIRDNWR SELYEYEVVE IEPLGVAPTRE AERRVVEREK
301 RAVGIGAVFL GFLGAAGSTM GAARSITLTVI ARDLLSGIVQ QOSHLLEAIE
351 AQQOLLELTYV WGEIKQLOARY LAVERYLRDY QLLGIWGCSG ELICTTHVPW
601 MNSEWSKESYD DIWQNMTWLY WOFEISHYTD IIYSLIEESQ NQQEKNEQDL

651 LALDEWANLY NWFDISKWLW YIRS
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SEC ID N.°:8

1 MGARASVLSG
51 LETSEGCRQI
101 LDKIEEEQNK
151 TLHNAWVEVVE
201 LEETINEEAR
251 THMPPIPVGE
301 YETLRAEQAS
351 QGVGGPGHEA
401 EICTEMEEKEG
451 DFWEVQLGIP
501 HHETMGIRY(Q
551 DLYVGSDLEI
all PDEWTVOPIV
851 TEALTEVIFPL
701 OWTYQIYQEPR
751 TPEFELFIQK
B0l GRETFYWVDGA
B51 LODSGLEWVHI
931 VPAHEGIGGH
9531 FLEEKGGLEG
1001 GWOYHLVDVE
1051 AFHHYARELH

SELDRWEKIR
LGQLOPSLOT
SKKHKAQQAARA
EKAFSPEVIE
INDRVHPVHA
[YERWIILGL
QEVKNWMTET
RVLMGEISFI
KISKIGPENP

HPAGLKEKKS
YNVLPOGWKG
GOHRTKIEEL
LEEKDSWTVN
TEEAELELAE
FENLKETSKYA
ETWETHWTEY
AMRETKLGKA
VTDSOYALGT
EQVDKLVSAG
LIHSORRODI
PDKVEEANKG
PEYFKNC

ES 2395333 T3

LEPGGKKEYH
GSEELRSLYN
DTGHSNQVSQ
MFSALSEGAT
GPIAPGOMRE
NKIVRMYSPT
LLVONANPDC
ETVEVELERPG
YNTEVFAIKK

VTVLDVGDAY
SPAIFQESMT
RQHLLRWGLT
DIQKLVGKLN
NREILKEPVH
RMRGAHTNDV
WOATWI PEWE
GYVTNRGROK
IOAQEDQEES
IREVLMVGFP
LOLWIYHTQG
ENTSLLHPVS

13

LEHIVHASRE
TVATLYCWVHD
MY PIVONIQG
PODLNTMLHT
PRESODIAGTT
SILDIRQGPRE
KTILKRLGPR
MDGEKVEQWF
EDSTEWRELY

FSVELDEDFR
KILEPFREQHN
TPOKEHQEER
WASQIYPGIK
GVYYDPSKDL
EQLTERVOKI
FVNTFFLVEL
VVTLTOTTHO
ELVNQTTEQL
VTPIWELREM
TFPDWONYTE
LHGHMDDPERE

LERFAVNPGL
RIETEDTEEA
QMVHOALSPR
VGEGEHQAAMOM
STLOEQIGWM
EPFRDYVDRF
ATLEEMMTAC
LTEEKIKALY
DEFRELMNERTCQ

EYTAFTIESI
EDIVIYOYHD
FELEMGYELH
YROLCKLLRG
IAETOKQGOE
TTESIVIWGK
HYQLEKEPIV
KTELOAIYLA
IEKEEVYLARW
TYKAAVDLSH
GPGVRYPLTF
VLEWAFDSRL
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SEC ID N.°:9

atggttatcgtgcagaacatccaggggcaaatggtacatcaggocatatcacctagaactttaaatgcatggg
tasaagtagtagaagagaaggctttcagececcagaagtaatacccatgttttcageattatecagaaggagecac
cccacaagatttaaacaccatgcotaaacacagtggggggacatcaagcagocatgcaaatgttaaaagagace
atcaatgaggaagctgcagaatgggatagagtacatccagtgoatgcagggoctattgoaccaggocagatga
gagaaccaaggggaagtgacatagraggaactactagtacocottocaggaacaaataggatggatgacaaataa
tccacctatcccagtaggagaaatttataaaagatggataatcctgggattaaataaaatagtaagaatgtat
ageectaccageattotggacataagacaaggaccaaaagaaccttttagagactatgtagaceggttctata

‘aaactctaagagocegagoaagettoacaggaggtaaaaaattggatgacagaaaccttgttggtecaaaatge

gaacccagattgtaagactattttaaaageoattgggaccagoggetacactagaagaaatgatgacagcatgt
cagggagtaggaggaccocggccataaggoaagagtttt catat gececcattageoeoctattgagacogtgt
cagtasdattasagocaggaabggatggcccadaagtitaaacaatggocatigacagaagaaisastaasaago
attagtagaaatitgtacagagatggasaaggaagggaaastticaaaaatigggocigaaaatccatacaat
actocagtatttgorataaagaassaagacagtactaaatggagaaaattagtagatttcagagaacttaata
agadaactcaadactibictgggaagitcaattaggadtaccacatcoogragygrtaaaaaagqaassaatcagt
aacagtactggatgigggbgatgoatatitttcagtiicocttagatbgaagacttcaggaaatatactgoattt
accatacctagtataaacaatgagacaccagggattagatatcagtacaatgtgotitocacagggatggaaadg
gatcaccagoaatattcoaaagtagoatgacasaaatcttagagecrittagaaaacaaaatccagacatagt
tatoctatcaatacatggatgatttgiatgtaggatotgacttagaaatagggecageatagaacaaaaatagag
Jagctgagacaacatctgttgagotgaggacttaccacaccagacasaasacatcagaaagaacctocattoe
ttaasatgggitatgaactccatceigatadatggacagracagoctatagigoigocagaaaaagacagoty
Jactgicaatgacatacagaagttagtggggasattgaatigggoaagticagatttacccagggatiaaagta
aggoaattatgtaaactocttagaggaaccaaageactaacagaagtaataccactaacagaagaagoagage
tagaactggoagaasacagagagattctaazagaaccagtacatggagtotattatgacoccatcaaaagactot
datagcagaaatacagaajcagoggcaadgocaatggacataticasatttatcaagagecatitaaaaatetg
asaacaggaaaatatgcaagaatgaggggtgcccacactaatgatgtaaaacaattaacagaggcagtgcaaa
asataaccacagaaagcatagtaatatgggoaaagactoctaaatttasactgoccatacaazaggazacatyg
gyasacatggbggacagaytattggcaagecacctggattoctgagigggagtttgttaataccooctocttta
grgaaattatggtaccaghlagagaaaqaacccatagiaggagragasaccitoctatgtagatggggeagota
acagggagactaaattaggasaagcaggatatgiractaatagaggaagacaasaagttotocaccctaactga
cacaacaaatcagaajactgagttacaagoaattitatctagotitigoaggat togggattagaagtaaacata
Jrtaacagactcacaatatgcatiaggaatcattcaagoacaaccagactcaaagtgaatcagagtitagtcaats
aaztaatagagragbitaataaaadaggaaaaggtetatetggeatgggtaccagoacacaaaggaattggagy
aaatgaacaagtagataaattagtcag:qctqqaatcagqaaagtgctaPctatEhgtgccaagtggtcaaaa
agtagtgrggtiggatggectactgtiagggaaagaatgagacgagotgagocageageagaktggagtgagag
cagcatcicgagacctggasasacatguagcaatcacaagageaatacagcagciaccaatgoigctighge

Lacanggoagetgtagateottagocactitttasaagaaaagygyggactyggaagggctaattocactoccaac
GaagacaagatatccttqatttqtqgatttéﬁEacacacaaugctacttcc;tgat:gqcagaactaca:q&g
agcqccagqgéEtaﬂaLatctactgdcctttqqatqqtqg;gcaaqctag;g;cagttgagccaga:aaggta
geagaggccaataaaggagagaacaccagqettigttacaccotgtgagectigeatggaatgoatgaccctgaga
gagaagtgttagagtggaggtttgacagocgeoctageatbtcatcacgtggoccogagagctgcatcoggagta
cttcaaqaactchggcti%tgqgtchagagcqtcagtattaagcgggggagaattaqathatgggaauaa
attcogttaaggcragggggaaagadaadatataaattaaaacatatagtatgggoaageagggagotagaac
Jattogcagttaatoctgooctgitagadacatcagaaggotgtagacaaatactgggacagetacaaccate

ccttcagacaggatcagaagaacitagatcattatataatacagtagcsacoccteotattigtgtgoatcaaaag
atagagataaaagacaccaaggaagetttagacaagatagaggaagagoaaaacasaagtaagaaaasageac
agcaagcagcagctgacacaggacacageaatcaggtcageocaaaattastaa
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SEC ID N.°:10
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MVIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVEVVEEKAFSPEVI PMFSALSEGATE
QDLNTMLNTVGGHOARMOMLEKET INEEAAEWDRVHPVHAGP IAPGQMREP
RGSDIAGTTSTLOEQIGWMTNNEPIPVGEI YKRWIILGLNKIVREMYSPTS
ILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVENWMTETLLVONANPDCK
TILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLHMGP I SPIETVEVELKPG
MDGPEVEQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENEYNTEVEATEEK
EDSTEWRKLVDFRELNEETODFWEVOLGT PHEAGLEKEKSVTVLOVGDAY
FSVPLOEDFRETYTAFTIPSINNETPGIRY QY NVLPQGWEGS PAIFQSSMT
KILEPFREQHPDIVIYQYMDDLYVGSDLE IGOHRTKI EELROHLLEWGLT
TPDKEHOKE PEFLEMGYELH PDENTVOP IVLPEKDSWTVND IOKELVGELN
WASOIYPGIKVROLCKLLRGTKALTEVIPLTEEAELELAENREI LEERVH
GVYYDPSKEDLIAE IQKQGOGOWT YOI YOEPFENLETGK Y ARMEGAHTHNDY
KOLTERVOKITTES IVIWGKT PR FKLPIOKETWETWHWTEYWOATWI FEWE
FVHTEPPLVELWYQLEKEEIVGAETEY VDGAANRETK LGKAGYVTNRGROK
WWTLT DT THQETELOATI Y LALODSSLEVNIVTDSOYALGI IOADPDOSES
ELVHQIIEQLIKKEKVY LAWVPAHKGIGGNEQVDKLYSAGT RKVILAMGGK
WSKSSVVGHPTVRERMRRREPAADGVGAASROLEKHGAI TSSHTAATHAA
CAWLEAQEEEEVGFPVTPOVPLRPMT Y KAAVDLSHFLEEKGGLEGLIHSQ
RRODILDLWIYHTOGY FEDWONY TEGPGVRY PLTEGRC YKELVFVEPDEVE
EANEGENTSLLEPVSLHGMDDPEREVLEWRFDERLAFEHVARELHEEYFE

NCE M

SARASVLSGGELDEWEK I RLRPGGEEKYKLEHIVHASRELERFAY

HMPGLLETSEGCROILGOLOPSLOTGSEELRSLYNTVATLYCVHORIETKD
TREALDK IEEEONKSEEKADOAAADTGHENOVSQNY

SECID N.2:11

a1
101
151
201
251
inl
351
101
451
501
551
601
651
q01
751
a01
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
L4011

MAARASTLSG
LETTEGCOOT
LOEIEEIQNE
TLHAWVEVIE
LEDTIMNEEAR
TEHERTPVGH
FEALEAECAT
OGVGGEGHKA
EHNCRAFPREKG
PEPTEPPAEL
PISPIETVYEY
GPEMEYNTPI
KHEESVTVLD
QGWEGSPAIF
HIEELRAHILL
SWTVNDIQKL
LELRENEEIL
TGHYARKRSA
WAMDYWOATW
KELGEAGYVTD
YALGIIQAQE
LVSSGIRKEVL
DECQOLEGEAM
AETCGJETAYFE
ITPYHMPOSOGY
IGGYSAGER]T
LLWEGEGA W
MGGEWSKGSI
FPSOVWLEAQE

GELDAWIKIR
MHOLOPAVET
SHOKTOORMA
EKAFSPEVIF
EWDRLHPVOA
IYERWIILGL
QVEGWMTET
RVLAERMSOA
CWECGHEGHRD
FGMGEGTIASL
TLEPGMDGPE
FAIEKKEDSTE
VEDAYESVEL
DSEMTEILER
SWEFTTRPOEK
VGELNWASOI
KEDPVHGVYYD
HTHDVROLAE
IPEWEFVNTP
RGROQEVVSLT
DRSESELVND
FLDGIDKAQE
HGOVDCSPGI
LLELAGRWPY
VASMNEELKE
IDITATDIOT
[ODNSDIKEVY
VGWPEIRERM
EEEVGEFPVRE

LEFGGEEKYR
GTEELKSLFN
OTGDSSKVSD
MFSALSEGAT
GPIPPGQIRE
NEIVREMYSEV
LLVOMANPDC
QOTHIMMORG
MEDCTERQAN
PEQEQEDERECQ
VEOWFLTEEEK
WRELVDFREL
DENFREKY TAF
FRSKNPEITI
HOKEPPFLWM
FTAGIEVEQLC
PEKDLVAEIQ
VYVQEVAMEST
PLVELWYQLE
ETTHOETELH
IIEKLIGKDE
DHERY HSHNWER
WOLACTHLEG
EVVHTANGSH
T IGOVEDOAE
KELOKQITEI
PREEKAKILED
RRAPRADPGV
OVPLEPMTYK
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LEHLVWASRE
TYATLYCVED
NYPIIQONAQG
PODLNVMLMI
PRGEDIAGTT
SILDIKQGRKE
ESILKALGSE
HFRGOERIKC
FLGEIWESSK
VPPLVELESL
[KALTEICTE
NERTODEWEY
TIFSTHNETF
YOYMARLYVG
GYELHPDEWT
BELLEGAREALT
EQGODOWT YO
VIWGETEEFE
KDEILGAETF
AILLALODSG
IYLEWYEPAHE
TMASDFMLEE
BV T LVAVHVA
FTSAAVEALT
HLETAVOMAY
OHFEVYYRDS
YCEOMAGDDC
GAVSODLDER
GAFDLSHFLE

50
100
150
200
250
300
350
400
4510
500
550
A0
650
T00
750
BOO
a50
ann
250
1000
1050
1104
1136

LORFALMNPSL
BIDVEDTHEA
OMIHCNLSPR
VEGHOAAMOM
STPOEQLOWM
EFFROYVORF
ATLEEMMTAC
FHCGEEGHLA
GRPGHEPQSE
FGHDPLSOGS
MEEKEGEISKT
DLGIPHEAGL
GVRYQYHNVLE
SDLETIGOHRT
VOPIMLPDKE
OIVTLTEEAE
ITOEPFENLE
LEIQEETWET
TVDGAANRET
SEVNIVTDSO
GIGGHEQVDE
IVAKEIVASC
SGYIEREVIE
HWANIQQEFG
FIHNFERKGS
EOPIWKGPLE
VAGRQDEDRS
GAITSSHNINN
ERGGLDGLIY
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1451 SRERQEILDL WVYHTOGYFP DWONYTPGPG VRYPLTFGWC FELVEMEEDE
1301 VEKATEGENWW SLLHPICQHG MODDEEREVLI WHKFDSBLALK HRAQELHMPEF
15351 YKDC

SEC ID N.%:12

(1) MELETLALSLLAAGYLACGCSSHESHMANTOMESDETT TAHRCASGY LEER

Proteina D_H gripe

51) TLESHALAFAQOADYLEQOLAMTHDGRLVY THOHELOGLTDVAKKEPHRH(101) REDSRYYVIDFTLEEIQSLEMTENFET
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REIVINDICACIONES

Una composicion liofilizada que comprende uno o mas antigenos no cargados positivamente y un oligonucleétido
inmunoestimulador que contiene CpG, en la que dicho uno o méas antigenos es WT-1, o un derivado o fragmento
del mismo, en la que el derivado es bastante similar a los antigenos nativos para retener propiedades antigénicas
y seqguir siendo capaz de permitir una respuesta inmune que sea alta contra el WT-1, y en la que el fragmento
tiene al menos 8 aminoacidos de longitud y es capaz de inducir una respuesta inmune que presenta una reaccion
cruzada con el WT-1 de origen natural.

Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 en la que dicho oligonucleotido inmunoestimulador
comprende una secuencia Purina, Purina, C, G, pirimidina, pirimidina.

Una composicion de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 2, en la que dicho oligonucle6tido inmunoestimulador
se selecciona entre el grupo que comprende:

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

TCT CCC AGC GTG CGC CAT (SEC ID N.°%:2);

ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG (SEC ID N.°:3);

TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (SEC ID N.°:4);

TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (SEC ID N.°:5).
Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en la que el oligonucleétido
L:lurrgluerg%sgisrpulador contiene al menos dos repeticiones CG no metiladas que estan separadas por al menos 3

Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el oligonucleotido inmunoestimulador contiene al
menos dos repeticiones CG no metiladas que estan separadas por 6 nucleétidos.

Un procedimiento de fabricacion de una composicion liofilizada de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5 que comprende las etapas de mezclar el antigeno deseado y el oligonucledtido inmunoestimulador con
excipientes adecuados, y someter la formulacion resultante a un ciclo de liofilizacién.

Un procedimiento de fabricacion de una composicion inmunogénica que comprende las etapas de reconstitucion
de la composicion liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 con un vehiculo adecuado.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que dicho vehiculo es un vehiculo particulado
seleccionado entre el grupo que comprende sales minerales, emulsiones, polimeros, liposomas, ISCOM.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que dicho vehiculo es una solucion liposomal o una
emulsion de aceite en agua.

Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 en el que dicho vehiculo comprende
ademas uno o mas inmunoestimulantes.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 10 en el que dicho uno o mas inmunoestimulantes se
seleccionan entre el grupo que consiste en agonistas del receptor de tipo Toll 4 (TLR 4) , antagonistas de TLR 4,
saponinas, agonistas de TLR7, agonistas de TLR8, agonistas de TLR9.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11 en el que dicho antagonista de TLR 4 es MPL 3-
desacilado.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11 en el que dicha saponina es QS21.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10 en el que dicho vehiculo comprende dos
inmunoestimulantes.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14 en el que dichos inmunoestimulantes son MPL 3-
desacilado y QS21.
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Figura 1
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Figura 2
Ciclo de liofilizacion
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Figura 3
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Figura 4
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Impacto de excipientes sobre el tamafio del adyuvante (24nh/25)

AS A

AS A AS A, TRIS,CpG, AS A TRIS, CpG, ASA, TRIS, CpG,
sacarosa Tween 0,5% Tween 0,2%, Tween 0,5%,
P501 20ug P501 100ug

AS A, TRIS, CpG, ASA, TRIS, CpG,
Tween 0,3%, Tween 1%.
P501 20pg P501 100ug
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Figura 5

Proteina LipoD1/3 - MAGES - HIS:

N term MDP protD 1/3 Met ASP Mage 3 GlyGly 7xHis  Cterm
2 124 3 314
SEC ID N.°: 13

MDPKTLALSLLAAGVLAGCSSHSSNMANTQMKSDKIIAH 40
RGASGYLPEHTLESKALAFAQQADYLEQDLAMTKDGRLVV 80
IHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLE 120
MTENFETMDLEQRSQHCKPEEGLEARGEALGLVGAQAPAT 160
EEQEAASSSSTLVEVTLGEVPAAESPDPPQSPQGASSLPT 200
TMNYPLWSQSYEDSSNQEEEGPSTFPDLESEFQAALSRKYV 240
AELVHFLLLKYRAREPVTKAEMLGSVVGNWQYFFPVIFSK 280
ASSSLQLVFGIELMEVDPIGHLYIFATCLGLSYDGLLGDN 320
QIMPKAGLLIIVLAIAREGDCAPEEKIWEELSVLEVFEG 360
REDSILGDPKKLLTQHFVQENYLEYRQVPGSDPACYEFLW 400
GPRALVETSYVKVLHHMVKISGGPHISYPPLHEWVLREGE 440
EGGHHHHHHH. 451

ROJO = secuencia sefial 15 aa
Azul = los 109 aminoéacidos primeros de la Proteina D
Rosa = aminoé&cidos no relacionados
O (MDP primeros aa de gripe)
O (Met-Asp en aa 128 - 129 para crear un sitio de clonacion))
O (Gly-Gly en 442 - 443).
Verde = fragmento de MAGE3; aminoacidos 3 - 314 de MAGE3 (312 aminoacidos total)

Naranja = cola 7 his
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Figura 6
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Figura 7
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Potencia de PDM GES/AS A a TO-h y 24h.

7,00

TO

4h

24h

6,00

5,00
Log Tit
4,00
3,00
2,00

1,00

0,00

Mage3/ASA  Mage3/ASA  Mage3/ASA
3/10 1/10 1/30

Mage3/ASA  Mage3/ASA
3/10 4h 1/10 4h

Mage3/ASA
1/30 4h

Mage3/ASA
3/10 24h

Mage3/ASA  Mage3/ASA
1/10 24h 1/30 24h

NaCl




ES 2395333 T3

Figura 8
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Figura 9
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