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RESUMO

"VACINAS COMPREENDENDO O ANTIGENIO MAGE
LIGADO A UM FRAGMENTO DA PROTEINA D"

A presente invengao proporciona novas formulagdes de
adjuvante para utilizacao com antigénios de cancro. O adjuvante

compreende uma saponina e um oligonucledtido imunoestimulador.



DESCRIGAO

"VACINAS COMPREENDENDO O ANTIGENIO MAGE
LIGADO A UM FRAGMENTO DA PROTEINA D"

A presente invengao refere-se a uma nova formulagao
compreendendo uma combinacao de um antigénio de cancro ou um seu
derivado e uma composicao de adjuvante combinada compreendendo
um oligonucledtido imunoestimulador, uma saponina e,

adicionalmente, compreendendo um lipopolissacarido.

Apesar de enormes investimentos de recursos financeiros e
humanos, o0 cancro permanece uma das principais causas de morte.
Por exemplo, o cancro é a principal causa de morte em mulheres
entre as idades de 35 e 74 anos. O cancro da mama ¢é a doenga
maligna mais comum em mulheres e a incidéncia para desenvolver
cancro da mama esta a aumentar. Estima-se gque uma em nove
mulheres serda diagnosticada com a doencga. As abordagens
convencionails para a cura do cancro da mama centraram-se a volta
de uma combinacao de cirurgia, radiacao e guimioterapia. Estas
abordagens resultaram em alguns sucessos extraordinarios em
algumas doengas. Contudo, o cancro da mama ¢é, na maioria das
vezes, 1ncuravel quando diagnosticado para 1la de um certo
estadio. Sao necessarias abordagens alternativas para o)

diagndéstico precoce e terapia.

Os oligonucledétidos imunoestimuladores contendo
dinucledtidos CpG nao metilados ("CpG") e sado conhecidos na

técnica como sendo adjuvantes gquando administrados por via



sistémica e de mucosa (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 de dinucledétidos de citosina-guanosina presentes no ADN.
Historicamente, foi observado que a fraccao de ADN de BCG podia
exercer um efeito anti-tumoral. Em estudos posteriores, foi
demonstrado que oligonucledtidos sintéticos derivados de
sequéncias de genes de BCG eram capazes de 1induzir efeitos
imunoestimuladores (in vitro e in vivo). Os autores destes
estudos concluiram que certas sequéncias palindrémicas,
incluindo um motivo c¢entral CG, continham esta actividade. O
papel central do motivo CG na imunocestimulacgao foi mais tarde
elucidado numa publicagao por Krieg, Nature 374, p546, 1995. A
analise detalhada mostrou que o motivo CG tem de estar num certo
contexto da sequéncia e gque tais sequéncias sao comuns no ADN
bacteriano mas sao raras em ADN de vertebrados. A sequéncia
imunoestimuladora ¢é frequentemente: Purina, Purina, c, G,
pirimidina, pirimidina; em gque o motivo dinucledétido CG nao é
metilado, mas outras sequéncias CpG nao metiladas sao conhecidas
como sendo imunoestimuladoras e podem ser utilizadas na presente

invencao.

Em certas combinagdes dos seis nucledtidos esta presente
uma sequéncia palindrdémica. Alguns destes motivos, seja como
repetigdes de um motivo ou uma combinagao de diferentes motivos,
podem estar presentes no mesmo oligonucledétido. A presencga de
uma ou mais destas sequéncias imunoestimuladoras contendo
oligonucledtidos pode activar varios subconjuntos imunitarios,
incluindo células "assassinas" naturais (que produzem interferao
Yy e possuem actividade citolitica) e macrdéfagos (Wooldrige
et al., Vol 89 (n° 8), 1977). Embora tenha sido verificado que

outras sequéncias contendo CpG nao metilado nao possuindo esta



sequéncia de consenso eram imunomoduladoras.

CpG, quando formulado em vacinas, € geralmente administrado
em solugao livre em conjunto com antigénio 1livre (documento
WO 96/02555; McCluskie e Davis, supra) ou covalentemente
conjugado a um antigénio (Publicagdo PCT N° WO 98/16247) ou
formulado com um veiculo, tal como hidrdéxido de aluminio
((Antigénio de superficie da hepatite) Davis et al., supra;
Brazolot-Millan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1998,95
(26), 15553-8).

As combinag¢gdes de adjuvante da presente invengao incluem,
em formas de realizacao preferidas, pelo menos, um adjuvante

derivado de lipopolissacarido enterobacteriano.

E sabido, desde ha muito, que o) lipopolissacarido
enterobacteriano (LPS) ¢é um estimulador potente do sistema
imunitdrio, embora a sua utilizacdo em adjuvantes tenha sido
abreviada pelos seus efeitos tdéxicos. Um derivado nao toéxico de
LPS, monofosforil-lipido A (MPL), produzido por remog¢ao do grupo
carbo-hidrato central e o fosfato da glucosamina da extremidade
redutora, foil descrito por Ribi et al., (1986, Immunology and

Immunopharmacology of bacterial endotoxins, Plenum Publ. Corp.,

NI, p407- 419) e possul a seguinte estrutura:



Uma outra versao destoxificada de MPL resulta da remocgao da
cadeia acilo da posicdo 3 da estrutura do dissacarido e ¢&é
denominada monofosforil-lipido A 3-0-Desacilado (3D-MPL). Pode
ser purificado e preparado pelos métodos ensinados no documento
GB 2122204B, cuja referéncia divulga, também, a preparacgao de
difosforil-lipido A e suas variantes 3-0O-desaciladas. Uma forma
preferida de 3D-MPL é na forma de uma emulsao, possuindo um
tamanho de particulas pequeno inferior a 0,2 um em diédmetro e o
seu método de preparacgao ¢ divulgado no documento WO 94/21292.
As formulacgbes aquosas compreendendo monofosforil-lipido A e um

agente tensiocactivo foram descritas no documento WO 98/43670A2.

Os adjuvantes derivados de lipopolissacarido bacteriano a
serem formulados nas combinagdes de adjuvante da presente
invengao podem ser purificados e processados de fontes
bacterianas ou, alternativamente, estes podem ser sintéticos.
Por exemplo, monofosforil-lipido A purificado é descrito em Ribi
et al., 1986 (supra) e monofosforil- ou difosforil-lipido A
3-0O-desacilado derivado de Salmonella sp. ¢é descrito nos

documentos GB 2220211 e US 4912094. Foram descritos outros



lipopolissacaridos purificados e sintéticos (documentos
WO 98/01139; US 6005099 e EP 0729473 Bl; Hilgers et al., 1986,
Int. Arch. Allergy. Immunol., 79 (4): 392-6; Hilgers et al.,
1987, Immunology, 60(1): 141-6; e documento EP 0549074 Bl). Um
adjuvante de lipopolissacarido bacteriano particularmente

preferido é 3-D-MPL.

As combinag¢des de adjuvantes de 3D-MPL e saponina derivados
da casca de Quillaja Saponaria molina foram descritas no
documento EP 0761231B. O documento WO 95/17210 divulga um
sistema de adjuvante em emulsao baseado no esqualeno,
o-tocoferol e monooleato de sorbitano de polioxietileno
(TWEEN80), formulados com o imunocestimulante QS21, opcionalmente

com 3D-MPL.

As saponinas sao conhecidas como adjuvantes em vacinas para
administracdo sistémica. A actividade adjuvante e hemolitica das
saponinas individuais tém sido extensamente estudadas na técnica
(Lacaille-Dubois e Wagner, supra). Por exemplo, Quil A (derivada
da casca da arvore da América do Sul Quillaja Saponaria Molina)
e suas fracgdes, =sao descritas no documento US 5057540 e
"Saponins as vaccine adjuvants"™, Kensil, C. R., Crit Rev Ther
Drug Carrier Syst, 1996, 12 (1-2): 1-55; e documento
EP 0362279 Bl.

Estruturas particuladas, denominadas Complexos
Imuncestimuladores (ISCOMS), compreendendo fracgdes de Quil A,
sdao hemoliticas e foram utilizadas na preparagao de vacinas
(Morein, B., documento EP 0109942 RBR1l). Estas estruturas foram
reportadas como possuindo actividade adjuvante (documentos

EP 0109942 B1; WO 96/11711).



As saponinas hemoliticas Q3821 e QS17 (fracgdes de Quil A
purificadas por HPLC) foram descritas como adjuvantes sistémicos
potentes e o método da sua produgdao ¢ divulgado na Patente
US N° 5057540 e documento EP 0362279 Bl. Também descrito nestas
referéncias esta a utilizacdo de QS7 (uma fracgao nao hemolitica
de Quil-A) gue actua como um potente adjuvante para vacinas
sistémicas. A utilizacdo de QS21 é posteriormente descrita em
Kensil et al., (1991. J. Immunology vol 146, 431-437). As
combinagdes de (QS21 e polissorbato ou ciclodextrina sao também
conhecidas (documento WO 99/10008) . Sistemas de adjuvante
particulados compreendendo fracgdes de QuilA, tais como QS21 e

Q0S7, sao descritos nos documentos WO 96/33739 e WO 96/11711.

Outras saponinas dque foram utilizadas em estudos de
vacinagdo sistémica incluem os derivados de outras espécies de
plantas, tais como Gypsophila e Saponaria (Bomford et al.,

Vaccine, 10(9):572-577, 1992).

As saponinas sao  também conhecidas por terem sido
utilizadas em estudos de vacinas aplicadas em mucosas e dJue
obtiveram sucesso variavel na indugdo de respostas imunitdarias.
Foi previamente demonstrado que a saponina Quil-A nao tinha
efeito na indugdo de uma resposta imunitaria gquando o antigénio
¢ administrado intranasalmente (Gizurarson et al., 1994. Vaccine
Research 3, 23-29). Ao mesmo tempo, outros autores utilizaram
este adjuvante com sucesso (Maharaj et al., Can. J. Microbiol,
1986, 32(5):414-20; Chavali e Campbell, Immunobiology, 174(3):
347-59). ISCOM compreendendo saponina Quil A foram utilizados em
formulagdes de vacina intragastrica e intranasal e exibiam
actividade adjuvante (McI Mowat et al., 1991, Immunology, 72,
317-322; McI Mowat e Donachie, Immunology Today, 12, 383-385).



0521, a fracgao nao tdédxica de Quil A, foi também descrita
como um adjuvante oral ou intranasal (Sumino et al., J Virol.,

1998, 72(6):4931-9; documento WO 98/56415).

As saponinas sao apresentadas em: Lacaille-Dubois, M e
Wagner H. (1996. A review of the biological and pharmacological
activities of saponins. Phytomedicine, vol 2, pp 363-386). As
saponinas sao esterdides ou triterpenoglicdsidos vastamente
distribuidas nos reinos das plantas e dos animais marinhos. As
saponinas sdo notadas por formar solugdes coloidais em agua que
formam espuma com agitagcao e por precipitar colesterol. Quando
as saponinas estdao proéoximas das membranas celulares criam
estruturas do tipo poro na membrana gue causa o rebentamento da
membrana. A hemdlise de eritrdécitos é um exemplo deste fendmeno,

gque é uma propriedade de algumas, mas nao todas, as saponinas.

0O documento WO 00/09159 divulga que combinagdes de CpG e

saponina possuem efeitos imunoestimuladores.

A presente invengdo refere-se a observagao surpreendente de
que combinag¢des de oligonucledtidos imunoestimuladores (CpG),
saponina e um lipopolissacarido sao adjuvantes extremamente
potentes. Consequentemente, ¢é proporcionada uma combinagao de
vacina compreendendo uma combinagao de saponina e um
oligonucledtido imuncestimulador e um lipopolissacarido com um
antigénio de cancro ou seu derivado como definido na
reivindicagao 1. Numa forma de realizagao preferida, a
formulagao de adjuvante compreende uma saponina, de um modo
preferido, Qs21, um oligonucledétido imunoestimulador e um

3D-MPL.



De um modo preferido, a vacina da presente invencgao pode
ainda compreender um veiculo. Numa forma preferida da presente
invengao, os oligonucledtidos, nas composicdes de adjuvante e
vacina, actuam sinergicamente com o) combinado
saponina/lipopolissacarido na indugdo de respostas imunitéarias
especificas para antigénio que levam a uma regressao tumoral
estimulada. As formulagdes sao potentes na indugao de respostas
imunitarias convencionalmente associadas com o) sistema
imunitdrio do tipo Thl. Assim, as combinag¢bes de adjuvante nao
sao apenas adequadas para imunoprofilaxia de doencgas, mas,

também, para imunoterapia de doengas, tal como cancro.

As formulagdes contém um antigénio anti-tumoral e sdo Uteis
para o tratamento imunoterapéutico de cancros. Por exemplo, a
formulacdo de adjuvante encontra utilidade com antigénios de
rejeigao tumoral, tais como os dos cancros da prdéstata, mama,
colorrectal, pulmdo, pancreatico, renal ou melanoma. Antigénios
exemplificativos incluem MAGE 1, 3 e MAGE 4 ou outros antigénios
MAGE, tal como divulgado no documento W099/401, PRAME, BAGE,
Lage (também conhecidos como NY Eos 1) SAGE e HAGE (documento
WO 99/53061) ou GAGE (Robbins e Kawakami, 1996, Current Opinions

in Immunology 8, pp 628-636;

Van den Eynde et al., International Journal of Clinical &
Laboratory Research (submetido em 1997); Correale et al.,
(1997), Journal of the National Cancer Institute 89, p 293. De
facto, estes antigénios sao expressos numa vasta gama de tipos
de tumores, tais como melanoma, carcinoma do pulmao, sarcoma e

carcinoma da bexiga.

Os antigénios MAGE podem ser expressos como uma proteina de

fusdao com um estimulador de expressao ou um parceiro de fusao



imunoldégico. Na presente invengdo o derivado € uma proteina de
fusdao compreendendo um antigénio da familia da proteina MAGE
ligado a um parceiro heterdlogo, Como definido na
reivindicacao 1, de um modo preferido, MAGE3. As proteinas podem
ser quimicamente conjugadas, mas sao, de um modo preferido,
expressas como proteinas de fusadao recombinantes permitindo que
sejam produzidos niveis aumentados num sistema de expressao em
comparagao com a proteina ndao fundida. Deste modo, o parceiro de
fusao pode auxiliar em proporcionar epitopos de T auxiliares
(parceiro de fusao imunoldégico), de um modo preferido, os
epitopos de T auxiliares reconhecidos por humanos, ou auxiliar
na expressao da proteina (estimulador da expressao) com
rendimentos superiores aos da proteina recombinante nativa. De
um modo preferido, o parceiro de fusao serda um parceiro de fuséao

imunoldégico e um parceiro estimulador de expressao.

O parceiro de fusao imunoldgico é derivado da proteina D,
uma proteina de superficie das Dbactérias gram-negativas,
Haemophilus influenza B (documento W091/18926). De um modo
preferido, um derivado da proteina D compreende,
aproximadamente, o primeiro 1/3 da proteina, em particular,
aproximadamente os primeiros 100-110 aminoacidos N-terminais. De
um modo preferido, o derivado da proteina D é lipidado. De um
modo preferido, os primeiros 109 residuos do parceiro de fuséao
da Lipoproteina D sao incluidos no terminal N, para proporcionar
o antigénio candidato a vacina com epitopos adicionais exdgenos
de células T e aumentar o nivel de expressao em E. colil
(actuando, assim, também, como um estimulador de expressao). A
cauda de lipido assegura uma apresentacdo Optima do antigénio as

células apresentadoras de antigénio.



Os parceiros de fusdo imunoldgicos mencionados acima sao
também vantajosos no auxilio da expressadao. Em particular, estas
fusodes sao expressas com rendimentos superiores aos das
proteinas MAGE nativas recombinantes. Estas construgdes sao

divulgadas no documento W099/40188.

Os oligonucledtidos preferidos para utilizacao em
adjuvantes ou vacinas da presente invengao contém, de um modo
preferido, dois ou mais motivos de dinucledtido CpG separados
por, pelo menos, trés, de um modo mais preferido, pelo menos,
seis ou mais nucledtidos. Os oligonucledtidos da presente
invengao sao, tipicamente, desoxinucledétidos. Numa forma de
realizagdo preferida, o internucleétido no oligonucledétido é
fosforoditioato ou, de um modo mais preferido, uma ligacgao
fosforotioato, embora a ligagdo internucledtido fosfodiéster e
outras estejam no ambito da invencédo, incluindo oligonucledtidos
com ligagbes internucledétido mistas. Os métodos para produzir
oligonucledtidos fosforotiocato ou fosforoditicato sado descritos

nos documentos US 5666153, US 5278302 e W095/26204.

Os exemplos de oligonucledétidos preferidos possuem as
sequéncias que se seguem. As sequéncias contém, de um modo
preferido, ligagdes internucledtido modificadas com
fosforoticato. OLIGO 1 (SEQ ID N°: 1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT
(CpG 1826) OLIGO 2 (SEQ ID N°: 2): TCT CCC AGC GTIG 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 GIC GTIT (CpG 2006) OLIGO 5
(SEQ ID N°: 5): TCC ATG ACG TTC CTIG ATG CT (CpG 1668).

Os oligonucledtidos CpG alternativos podem compreender as
sequéncias preferidas acima na medida em que estas possuem

delegbes ou adigdes inconsequentes.
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Os oligonucledétidos CpG utilizados na presente invencéao
podem ser sintetizados por qualguer método conhecido na técnica
(e. g., documento EP 468520) . Convenientemente, estes
oligonucledtidos podem ser sintetizados utilizando um
sintetizador automatico. Estes tém, tipicamente, entre 10-50

bases de comprimento.

Os oligonucledétidos utilizados na presente invengao sao
tipicamente desoxinucledtidos. Numa forma de realizacgao
preferida o internucledétido ligado ao oligonucledtido é
fosforoditioato ou, de um modo mais preferido, ligacao
fosforotioato, embora os fosfodiésteres estejam no ambito da
presente invengao. Sao contemplados os oligonucledétidos
compreendendo diferentes ligacgdes internucledétido, e. g.,
fosfodiésteres e fosforotiocato misturados. Podem ser utilizadas
outras ligacgdes internucledétido que estabilizam o)

oligonucledtido.

As saponinas que podem ser utilizadas nas combinagdes de
adjuvante da presente invengao incluem as derivadas da casca de
Quillaja Saponaria Molina, denominada Quil A e suas fracgdes,
descritas no documento US 5057540 e "Saponinas como adjuvantes
de vacina", Kensil, C.R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996,
12 (1-2):1-55; e documento EP 0362279 Bl. Sao particularmente
preferidas as fracgdes de Quil A QS21, QS7 e QS17.

A [B-escina é outra saponina hemolitica preferida para
utilizagao nas composigdes de adjuvante da presente invengao. A
escina é descrita no Merck Index (122 ed: entrada 3737) como uma
mistura de saponinas dgque ocorre na semente do castanheiro da
India, Lat: Aesculus hippocastanum. O seu isolamento é descrito

por cromatografia e purificacao (Fiedler, Arzneimittel-Forsch.
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4, 213 (1953)) e por resinas de troca idnica (Erbring et al.,
documento US 3238190). As fracgdes de escina, 0O e 0O, foram
purificadas e mostraram ser biologicamente activas (Yoshikawa M,
et al., (Chem Pharm Bull (Toquio) 1996 Ago.; 44 (8):

1454-1464)). A P-escina é também conhecida como aescina.

Outra saponina hemolitica preferida para utilizacao nas da
presente invengdo € a Digitonina. A digitonina ¢é descrita no
Merck index (1228 Edig¢ao, entrada 3204) como uma saponina, sendo
derivada de sementes de Digitalis purpurea e purificada de
acordo com o processo descrito Gisvold et al, J. Am. Pharm
Assoc., 1934, 23, 664; e Ruhenstroth-Bauer, Physiol. Chem.,
1955, 301, 621. A sua utilizagao ¢é descrita como sendo um

reagente clinico para a determinacao de colesterol.

As combinagbdes de adjuvante da presente invengao podem
ainda compreender um veiculo, tal como a saponina ou CpG, ou
lipopolissacarido podem ser associados com uma entidade veiculo
particulada para aumentar a capacidade de adjuvante da
combinacdo. As vacinas sistémicas particularmente preferidas

compreendem, por exemplo, uma molécula veiculo.

O CpG utilizado nas combinag¢des de adjuvante da presente
invencao pode estar livre em solucgao ou pode estar complexado
com veiculos particulados, tails como sais minerais (por exemplo,

mas nao se restringindo a sais de aluminio ou calcio),

lipossomas, ISCOM, emulsdes (6leo-em-agua, agua-em-6leo,
agua-em-6leoc-em-agua), polimeros (tais como, mas nao se
restringindo a polilactico, poliglicdlico, polifosfazina,

poliaminoacido, alginato, quitosano) ou microparticulas. De um
modo preferido, os referidos veiculos sao catidnicos. As vacinas

da presente invencado compreendem, ainda, um antigénio que pode

12



ser associado com o veiculo complexo CpG-veiculo ou pode nao ser
associado com o complexo CpG-veiculo. Neste caso, o antigénio

pode ser a suspensao livre ou associada com um veiculo separado.

As saponinas que fazem parte da composigcao da presente
invengao podem ser separadas na forma de micelas ou podem estar
na forma de grandes estruturas ordenadas, tal como ISCOM
(documento EP 0109942 Bl) ou lipossomas (documento WO 96/33739)
quando formuladas com colesterol e lipido, ou na forma de uma
emulsao &éleo em agua (documento WO 95/17210). As saponinas
podem, de um modo preferido, estar associadas com um sal
metalico, tal como hidrdéxido de aluminio ou fosfato de aluminio
(documento WO 98/15287). Alternativamente, a saponina pode ser
associada com um veiculo particulado, tal como quitosano. A
saponina pode também estar num estado seco, tal como um pd. As
formulagbes finais de vacina na forma em que sado administrados a
superficie da mucosa sao, de um modo preferido, hemoliticos por
natureza. A saponina pode ou nao estar associada fisicamente com
o antigénio através de ligagao directa ou por co-interacgado com
a mesma molécula de veiculo particulado (documentos GB9822712.7;

WO 98/16247) .

O CpG e saponina e lipopolissacarido nos adjuvantes ou
vacinas da presente invencao podem, por si sé6, estar separados
ou associados. Por exemplo, o CpG e saponina podem estar livres
numa suspensao ou podem ser associados através de um veiculo, de
um modo mais preferido, um veiculo particulado, tal como
hidréxido de aluminio ou através de lipossoma catidnico ou

ISCOM.

Uma combinagao de adjuvante preferida, de acordo com a

presente invencao, € composta de um ou mais oligonucledtidos CpG

13



contendo, pelo menos 3, de um modo preferido, pelo menos,
6 nucledétidos entre dois motivos CG adjacentes, em conjunto com
QsS21 e um veiculo particulado seleccionado do grupo
compreendendo uma emulsdo 6leo-em-dgua ou DQ. E preferido que o
lipopolissacarido seja um derivado de lipido di ou
monofosforilo, de um modo preferido, 3 des-0O-acilado, em

particular, Monofosforil-lipido A 3 des-O-acilado.

A vacina preferida da presente invencadao é utilizada para
produzir respostas imunitarias sistémicas, apds a administracgéao

a um individuo através de via sistémica.

As combinagbes de adjuvante da presente 1invengao podem
compreender uma emulsdo com base em d&leo. Os adjuvantes em
emulsao de o6leo foram conhecidos durante muitos anos, incluindo
trabalho em adjuvantes de Freund completos e incompletos em
emulsao de ¢6leo mineral. Uma vez gue, nessa altura, foi
efectuado muito trabalho para conceber alternativas estaveis e
bem toleradas a estas formulagdes de adjuvante, potentes, mas

reactogénicas.

Foram descritos muitos sistemas de emulsao simples ou em
multi-fase. 0Os adjuvantes em emulsao de 6leo em agua foram, per
se, sugeridos como uteis como composicgdes de adjuvante
(documento EP 0399843B), também combinagdes de emulsdes &leo em
agua e outros agentes activos foram descritos como adjuvantes
para vacinas (documentos WO 95/17210; WO 98/56414; WO 99/12565;
WO 99/11241). Foram descritos outros adjuvantes em emulsao de
6leo, tal como emulsdes 4adgua em Oleo (documentos US 5422109;
EP 0480982 B2) e agua em emulsdes 6leo em agua (documentos Us

5424067; EP 0480981 B).
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Os adjuvantes em emulsdao de ©6leo para utilizacdo na
presente invengcao podem ser naturais ou sintéticos e podem ser
minerais ou organicos. 0Os exemplos de éleos minerais e organicos

tornar-se-ao rapidamente ébvios para o especialista da técnica.

De modo a que qualquer composicao 6éleo em 4agua seja
adequada para administracdo humana, a fase d&leo do sistema de
emulsao compreende, de um modo preferido, um éleo metabolizavel.

O significado do termo metabolizavel é bem conhecido na técnica.

Metabolizavel pode ser definido como "sendo capaz de ser
transformado pelo metabolismo" (Dorland’s Illustrated Medical
Dictionary, W. B. Sanders Company, 252 edigcao (1974)). 0O 6leo

podem ser qualquer 6leo vegetal, &leo de peixe, déleo animal ou
6leo sintético, que nao é tdéxico para o receptor e é capaz de
ser transformado pelo metabolismo. As nozes (tal como 6leo de
amendoim), sementes, e graos sao fontes comuns de 6leos
vegetais. Os 6leos sintéticos sao também parte desta invencéao e
podem incluir 6leos comercialmente disponiveis, tais como NEOBEE®
e outros. 0 esqualeno (2,6,10,15,19, 23-Hexametil-
2,6,10,14,18,22-tetracosa-hexaeno) €é um &leo insaturado que ¢é
encontrado em grandes quantidades em 6leo de figado de tubardo e
em pequenas quantidades em azeite, 6leo de germe de milho, 6leo
de arroz oéleo de bagos de arroz e leveduras, e € um &leo
particularmente preferido para utilizagao nesta invencao. O
esqualeno é um 6leo metabolizavel em virtude do facto de ser um
intermediario na biossintese de colesterol (Merck Index,

102 Edigao, entrada n° 8619).

As emulsdes de dleo particularmente preferidas sao emulsdes

6leo em agua e, em particular, o esqualeno em emulsdes em agua.

15



Adicionalmente, os adjuvantes em emulsdao de 06leo mais
preferidos da presente invengao compreendem um antioxidante, que
é, de um modo preferido, o 6leo «o-tocoferol (vitamina E,

documento EP 0382271 Bl).

Os documentos WO 95/17210 e WO 99/11241 divulgam adjuvantes
de emulsao com base em esqualeno, o-tocoferol e TWEEN 80,
opcionalmente formulados com os imunocestimulantes QS21 e/ou
3D-MPL. O documento WO 99/12565 divulga uma melhoria destas
emulsdes de esqualeno com a adicao de um esterol na fase de
6leo. Adicionalmente, pode ser adicionado um triglicérido, tal
como tricaprilina (C27H5006) a fase de Odleo, de modo a

estabilizar a emulsdo (documento WO 98/56414).

O tamanho das gotas de dleo encontradas na emulsao dleo em
agua estavel &, de um modo preferido, inferior a 1 micron, pode
estar no intervalo de substancialmente 30-600 nm, de um modo
preferido, substancialmente cerca de 30-500 nm de didmetro e, de
um modo muito preferido, substancialmente 150-500 nm de didmetro
e, em particular, cerca de 150 nm de didmetro, como medido por
espectroscopia de correlagao de fotdes. A este respeito, 80% das
gotas de 6leo, em numero, devem estar nos intervalos preferidos,
de um modo mais preferido, mais do que 90% e, de modo muito
preferido, mais do que 95% das gotas de &leo, em nUmero, estao
nos intervalos de tamanho definidos. As guantidades dos
componentes presentes nas emulsdes de dleo da presente invencéao
estao, convencionalmente, no intervalo de 2 a 10% em o6leo, tal
como o) esqualeno; e quando presente, de 2 a 10% de
alfa-tocoferol; e de 0,3 a 3% de tensioactivo, tal como
monooleato de sorbitano de polioxietileno. De um modo preferido,
a proporgao de oOleo:alfa-tocoferol é igual ou inferior a 1, uma

vez que proporciona uma emulsdo mails estavel. Span 85 pode
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também estar presente a um nivel de cerca de 1%. Em alguns
casos, pode ser vantajoso que as vacinas da presente invencgao

contenham, adicionalmente, um estabilizante.

0O método de produgdo de emulsdes 6leo em agua € bem
conhecido do especialista na técnica. Normalmente, o método
compreende a mistura da fase ¢leo com um tensicactivo, tal como
uma solucdo PBS/TWEENS8O0™, seguida pela homogeneizacdo utilizando
um homogeneizador, sera o6bvio para um especialista na técnica
que um método compreendendo passar a mistura duas vezes através
de uma agulha de seringa sera adequado para homogeneizar
pequenos volumes de ligquido. Do mesmo modo, © processo de
emulsificagdo em microfluidizante (magquina microfluidos M110S,
maximo de 50 passos, durante um periodo de 2 minutos, a pressao
maxima de entrada de 6 Dbar (pressdo de saida de cerca de
850 bar)) pode ser adaptado pelo especialista na técnica para
produzir volumes de emulsao mais pequenos ou maiores. Esta
adaptagcao pode ser conseguida por experiéncias de rotina
compreendendo a medida da emulsdo resultante até ser conseguida

uma preparagao com gotas de dleo com o didmetro desejado.

As combinag¢des de adjuvante da presente invengao podem ser
utilizadas como adjuvante sistémico ou de mucosa. Numa forma
particular da invengado é proporcionada uma vacina sistémica para
ser administrada através das vias sistémica ou parentérica, tal
como a administracdo intramuscular, intradérmica, transdérmica,
subcutdnea, intraperitoneal ou intravenosa. Uma via preferida de
administragcao ¢é através da via transdérmica, por exemplo, por

pensos na pele.

As preparagdes de vacina sistémica da presente invencgéao

podem ser wutilizadas para proteger ou tratar um mamifero
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susceptivel ou a sofrer de doencga, através da administracao da

referida vacina por administracgao intramuscular,
intraperitoneal, intradérmica, transdérmica, intravenosa ou
subcuténea. Os métodos de administracao sistémica das

preparagbes de vacina podem incluir seringas e agulhas
convencionais ou dispositivos concebidos para distribuicao
balistica de vacinas s6lidas (documento WO 99/27961) ou
dispositivos sem agulhas de pressao de Jjacto de liqgquido
(documentos US 4596556; US 5993412) ou pensos transdérmicos
(documentos WO 97/48440; WO 98/28037). A presente 1invencao
também pode se utilizada para aumentar a imunogenecidade de
antigénios aplicados na pele (administragdo transdérmica ou
transcuténea, documentos WO 98/20734; WO 98/28037. E divulgado
um dispositivo de distribuicdao para administracdao sistémica,

pré-carregado com as composicgdes de vacina da presente invencéo.

Alternativamente, as preparagdes de vacina da presente
invencao podem ser utilizadas para proteger ou tratar um
mamifero susceptivel a, ou a sofrer de doenca, através da
administragao da referida wvacina através de uma via mucosa, tal
como a via oral/alimentar ou nasal. As vias de mucosa
alternativas sao intravaginal e intra-rectal. A wvia de
administragdo em mucosa preferida ¢é a via nasal, denominada
vacinagdo intranasal. Os métodos de vacinagao intranasal sao bem
conhecidos na técnica, incluindo a administracao de uma forma de
vacina em gota, spray ou pd seco na nasofaringe do individuo a
ser 1munizado. As formulagdes de vacina nebulizada ou em
aerossol também fazem parte desta i1invengao. As formulagdes
entéricas, tais como capsulas e granulos gastro-resistentes para
administracado oral, supositérios para administragdao rectal ou

vaginal também fazem parte desta invencgao.
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As combinagbes de adjuvante representam uma classe de
adjuvantes de mucosa adequadas para aplicacao em humanos para
substituir a vacinacdo sistémica por vacinagao em mucosa. Numa
forma preferida da presente invenc¢ao, saponinas puras, tais como
Quil A ou seus derivados, incluindo as saponinas QS21; Escina;
Digitonin; ou Gypsophila ou Chenopodium quinoa em combinagao com
oligonucledétidos imuncestimuladores e um lipopolissacarido, como
definido na reivindicagao 1, podem ser utilizadas como
adjuvantes para a administracdo de antigénios na mucosa para

conseguir uma resposta imunitaria sistémica.

As combinagbdes de adjuvante da presente invengao sao
utilizadas na formulagao de vacinas, vacinas essas que podem ser
administradas através da via sistémica ou de mucosa. De um modo
preferido, quando as vacinas sao utilizadas para administragao
em mucosa, a combinagao de adjuvante compreende uma saponina

hemolitica.

Para administragcao em mucosa, de um modo preferido, a
composicdo da invencao compreende uma saponina hemolitica. A
saponina hemolitica ou preparagao de saponina, no Aambito desta
invengao, ¢é para ser determinada com referéncia ao seguinte

ensaio.

1. Sangue fresco de cobaios é lavado com solugao salina
tamponada com fosfato (PBS), 3 vezes, numa centrifuga de
bancada. Apds ressuspensao no volume original o sangue é

posteriormente diluido 10 vezes em PBS.

2. 50 plL desta suspensao de sangue sao adicionados a 800 pL
de PBS contendo diluigdes de duas vezes de tensioactivo

ou saponina.
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3. Apdés 8 horas a hemdlise ¢é avaliada visualmente ou
através da medida da densidade oéptica do sobrenadante. A
presenca de um sobrenadante vermelho que absorve luz a

570 nm indica a presenca de hemdlise.

4, Os resultados sao expressos como a concentracgao da
primeira diluigcao de saponina até que nao ocorra mais

hemdélise.

Para os propdsitos desta invencao, a preparacao de
adjuvante de saponina € hemolitica se lisar os eritrdécitos a uma
concentracao inferior a 0,1%. Como meio de referéncia, amostras
substancialmente puras de QuilA, Qs21, Qs7, Digitonina e
B-escina sao todas saponinas hemoliticas como definido neste
ensaio. Na variabilidade experimental inerente de tal ensaio
bioldégico, as saponinas da presente invengao tém, de um modo
preferido, uma actividade hemolitica de, aproximadamente, entre
0,5-0,00001%, de um modo mais preferido, entre 0,05-0,00001%, de
um modo ainda mais preferido, entre 0,005-0,00001% e de um modo
muito preferido, entre 0,001-0,0004%. Idealmente, as referidas
saponinas devem ter uma actividade hemolitica semelhante (i. e.,

numa diferenca de dez vezes) a de QS21.

As vacinas da presente invencao podem também ser
administradas através da via oral. Nestes casos, o excipiente
farmaceuticamente aceitavel pode, também, incluir tampdes
alcalinos, ou capsulas ou microgranulos entéricos. As vacinas da
presente invengdo podem também ser administradas ©pela via
vaginal. Nestes casos, oS excipientes farmaceuticamente
aceitaveis podem, também, incluir emulsificantes, polimeros, tal
como CARBOPOL® e outros estabilizantes conhecidos de cremes

vaginais e supositérios. As vacinas da presente invencgao podem
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também ser administradas pela via rectal. ©Nestes casos, oS8
excipientes podem, também, incluir ceras e polimeros conhecidos

na técnica para formar supositdérios rectais.

As preparag¢gdes com mais do gque uma saponina nas combinagdes
de adjuvante da presente invencao também fazem parte da presente
invencao. Por exemplo, as combinagdes de, pelo menos, dois do
grupo gue se segue, compreendendo QS21, QS7, Quil A, p-escina,
ou digitonina. Adicionalmente, as composigbes da presente
invencao podem compreender combinagdes de mais do gque um

oligonucledétido imunoestimulador.

Alternativamente, as formulagdes podem ser combinadas com
veiculos de vacina compostos de quitosano ou outros polimeros
policatidnicos, particulas polilactideo e polilactideo-co-
glicolido, matriz de polimero com base em
poli-N-acetilglucosamina, particulas compostas de polissacaridos
ou polissacaridos guimicamente modificados, lipossomas e
particulas baseadas em lipido, particulas compostas de
monoésteres de glicerol, etc. As saponinas podem também ser
formuladas na presengca de colesterol para formar estruturas
particuladas, tais como lipossomas ou ISCOM. Além disso, as
saponinas podem ser formuladas em conjunto com um éter ou éster
de polioxietileno, numa solugao ou suspensao nao particulada, ou
numa estrutura particulada, tal como um lipossoma paucilamelar
ou ISCOM. As saponinas podem, também, ser formuladas com
excipientes tais como Carbopol® para aumentar a viscosidade ou
podem ser formuladas numa forma de pd seco com um excipiente em

pd, tal como lactose.

Os adjuvantes particularmente preferidos sao combinacgdes de

3D-MPL e QS21 (documento EP 0671948Bl), emulsdes Oleo em agua
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compreendendo 3D-MPL e 0s21 (documentos WO 95/17210,
WO 98/56414) ou 3D-MPL formulados com outros veiculos (documento
EP 0689454 Bl) em combinacdo com os oligonucledtidos CpG como
aqui descrito. A quantidade de CpG ou oligonucledétidos
imunoestimuladores nos adjuvantes ou vacinas da presente
invencao é geralmente pequena, mas dependente da formulacao de
vacina, pode estar na regiao de 1-1000 pg por dose, de um modo
preferido, 1-500 pg por dose e, de um modo mais preferido, entre

1 a 100 pg por dose.

A quantidade de saponina para utilizacao nos adjuvantes da
presente invengao pode estar na regiao de 1-1000 pg por dose, de
um modo preferido, 1-500 pg por dose, de um modo mais preferido,
1-250 pg por dose e, de um modo muito preferido, entre 1 a
100 pg por dose. A proporgao CpG:saponina (p/p) estaréd, deste
modo, no intervalo de 1:1000 a 1000:1 e estara, tipicamente, no
intervalo de 1:100 a 100:1 e, de um modo preferido, no intervalo
de 1:10 a 1:1 ou 1:1 a 10:1 e, de um modo muito preferido, 1:1,

4:1 ou 10:1.

As formulagbes da presente invengao podem ser utilizadas
para propdésitos profilacticos e terapéuticos. Consequentemente,
é proporcionada a utilizacdao de uma combinagdo de uma saponina,
um lipopolissacarido e uma molécula CpG em conjunto com um
antigénio de <cancro, na preparagao de uma vacina para a
profilaxia e tratamento de cancro, em particular, carcinomas da
mama e da prdstata. Consequentemente, a presente 1invengao
proporciona um método de tratamento de um mamifero susceptivel a
ou sofrendo de uma doengca infecciosa ou cancro, ou alergia ou
doencga autoimunitaria. Num aspecto adicional da presente
invengao, ¢é proporcionada uma combinagdo de vacina ou adjuvante,

compreendendo um lipopolissacarido, uma saponina e CpG, como
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aqui descrito para utilizagao como um medicamento. A preparacgao
de vacinas é geralmente descrita em New Trends and Developments
in Vaccines, editado por Voller et al., University Park Press,

Baltimore, Maryland, E.U.A., 1978.

E divulgado um método para prevenir que um individuo
contraia uma doenga seleccionada do grupo compreendendo 0sS
cancros da prdstata, mama, colorrectal, pulmdo, pancreatico,
renal, ovario ou melanoma; compreendendo a administragdo de uma
composicdo como substancialmente aqui descrito através da via

sistémica do referido individuo.

Os exemplos de excipientes farmaceuticamente aceitdveis
adequados para utilizacao nas combinagbdes da presente invencgao
incluem 4&gua, solugdo salina tamponada com fosfato, solugdes
tampao isotdnicas.

Os exemplos gque se seguem ilustram a invengao, mas estao

fora do ambito das reivindicagdes.

Exemplo 1:

L O ECD-PD foi produzido em células CHO, de acordo com os
métodos do documento WO 00/44899. As formulagdes foram

testadas em murganhos e coelhos.

o As formulagdes foram comparadas contra varios controlos.
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SBAS1+SBAS7:

ECD-PD formulado com o oligonucledétido CpG 2006 3D-MPL,

QS21 em lipossomas.

Formulagdo SBAS1

Compreendendo QS21 em lipossomas e 3D-MPL associados com oOs
lipossomas foram preparados de acordo com ©0S processos do

documento EP 0822831.

Formulagcdo SBAS1+SBAS7

Para a formulagdao acima o oligonucledétido CpG 2006 foi
adicionado. O antigénio foi misturado com a formulagao de

adjuvante antes da utilizacao.

Formulagdes com base em SBAS7+SBAS2 (murganhos)

Para uma dose de 50 pL de vacina, a proteina ECD-PD (25 ug)
foi diluida em PBS 10 vezes concentrado pH 6,8 e H,0O antes da
adigdo consecutiva de uma emulsao 6leo em agua compreendendo
SB62: que ¢é preparada por e compreende 5% de esqualeno, 5% de
tocoferol, 2,0% de tween 80; o tamanho de particula foi de

180 nm.
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Preparagdo de emulsdo SB62 (2 vezes concentrada)

Tween 80 ¢é dissolvido em solugdao salina tamponada com
fosfato (PBS) para produzir uma solugao a 2% em PBS. Para
proporcionar 100 mL de emulsao duas vezes concentrada, 5 g de DL
alfa-tocoferol e 5 mL de esqualeno sao levados ao voértice para
misturar intensamente. Sao adicionados 90 mL de solugao
PBS/Tween e mistura-se 1intensamente. A emulsdo resultante §&,
entao, passada através de uma seringa e, finalmente,
microfluidizada utilizando uma maquina de M110S microfluidio. As
gotas de 6leo resultantes possuem um tamanho de,
aproximadamente, 180 nm, 3D-MPL (10 pg), QS21 (10 ug). 50 ug de
CpG ODN 2006 foram, entao, adicionados, seguidos pela adicgao,
30 minutos mais tarde, de 50 pg/mL de tiomersal, como
conservante. Todas as incubag¢bes foram efectuadas a temperatura

ambiente com agitacgao.

As formulacdes SBAS 2 foram preparadas como acima, mas sem

a adigao do oligonucledétido CpG.

SBAS7 é o oligonucledtido CpG 2006.

Formulagdes com base em SBAS7+SBAS2 (Coelho)

Para wuma dose de 500 puL de vacina, a proteina ECD-PD
(100 pg) foi diluida em PBS 10 vezes concentrado a pH 6,8 e H0O
antes da adigao consecutiva de SB62 250 uL, 3D-MPL (100 ug),
QS21 (100 pg) e 500 pg de CpG ODN 2006 seguidos pela adigao,
30 minutos mais tarde, pela adigdo de 50 pg/mL de tiomersal como
conservante. Todas as incubag¢bes foram efectuadas a temperatura

ambiente com agitacgao.
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Exemplo 2: Experiéncias de exposigdo de tumor

Grupos de murganhos F1 (C57 x Balbc) (8 murganhos/grupo)
foram injectados com 1/10 da dose humana de antigénio (25 ug)
nos dias 0-14-28-42 e desafiados no dia 56 com células TCl que
expressam Her2 préximo de 2 x 10e6 c¢células TCl Her2/animal

administradas subcutaneamente.

As células TCl para ¥ dos bagos animais foram recolhidas ao

dia 56 e os animais foram sangrados.

Como apresentado na figura 1, a adicgao de um
oligonucledétido CpG para uma formulagdao 3D-MPL/QS21 aumenta
sinergeticamente a regressao de tumor e apenas estas formulacdes

apresentaram regressao completa de tumores nos murganhos.

Exemplo  3: Imunogenicidade de ECD-PD em diferentes

adjuvantes em coelhos

6 grupos de 4 coelhos foram imunizados nos dias 0, 21 e 42,
respectivamente, com 100 pg de ECD-PD em AS02, AS0l, AS05, AS06
(CpG 2006 absorvido em altmen), AS07 e AS02B+AS07.

A serologia foi analisada 14 dias pds III e a tabela 1
mostra que as formulacdes da presente invencgadao foram superiores
a outras formulagdes testadas no aumento de respostas com um

elevado titulo de anticorpos.
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Tabela 1

pré 14 pés III
AS02B 50 96923
ASO1B 173 196637
AS5 144 76221
AS6 142 74180
AS07A 480 3904
AS02B+AS07A 94 362713

Exemplo 4: Imunogenicidade de Her 2 neu, ECD-PD em macacos

Rhesus adultos

Os macacos Rhesus adultos foram imunizados com ECD-PD em

varias formulagdes de adjuvante:

AS02 B - Q0S21,3DMPL, em emulsdo 6leo agua
ASO1 - QS21 3D-MPL em lipossomas

ASO05 - 0S21 em lipossomas

AS06 - CpG 2006 alum

AS07 - CpG 2006

ASO02B+ASQ07 - ver exemplo 1 para detalhes.

A vacinagao estimulou uma resposta elevada de anticorpos
nas formulagbdes da presente invencgao (AS)2 + AS07). Ver

figura 1.

A analise posterior mostrou que a resposta de anticorpos
era policlonal e demonstrou uma actividade inibidora no
crescimento in vitro de uma linha celular humana de cancro da

mama (SKBR3) que sobre-expressam a molécula Iter 2 neu.
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Herceptina, um anticorpo monoclonal para o tratamento de tumores
que expressam Her 2 neu é capaz de inibir o crescimento desta

linha celular.

Verificou-se, assim, que o0s anticorpos produzidos apds

vacinagao activa com a formulagadao eram funcionais.

Exemplo 5: Imunizagdo de murganhos com o antigénio ECD-PD

Esta experiéncia foil concebida para investigar um intervalo
de formulacdes de adjuvante com o antigénio que é uma fusdao do
dominio extracelular de Her 2 neu ligado ao dominio de
fosforilacao (ECD-PD), que foi produzido em c¢élulas CHO de

acordo com os métodos do documento WO 00/44899.

Grupo Antigénio(25 ug) Adjuvante
1 ECD-PD nenhum (Solugao Salina Tamponado com

Fosfato (PBS))

2 ECD-PD Lipossomas com QS21 e 3D-MPL na
membrana
3 ECD-PD tocol contendo emulsac &leo em &gua

com QS21 e 3D-MPL

4 ECD-PD CpG

5 ECD-PD Lipossomas com QS21 e 3D-MPL na
membrana + CpG

6 ECD-PD tocol contendo emulsdao déleo em agua

com QS21 e 3D-MPL + CpG

7 ECD-PD 3D-MPL + CpG

8 ECD-PD 0S21 + CpG

9 ECD-PD tocol contendo emulsao 6leo em
agua + CpG
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(continuagao)
Grupo Antigénio (25 ug) Adjuvante
10 ECD-PD Lipossomas com QS21 na membrana + CpG
11 ECD-PD Lipossomas com 3D-MPL na

membrana + CpG

O tocol contendo emulsdes 6leo em agua utilizado nos grupos
acima utilizaram grupos D, L-tocoferol (CAS N° 10191-41-0; nome
gquimico: (2RS,4’RS,8’RS)-2,5,7,8-tetrametil-2-(47,8",12'-
trimetil-tridecil)-6-cromanol)); que esta comercialmente
disponivel da ROCHE™. Se presente, o tocol estava presente numa
emulsao 6leo em agua compreendendo 2,5% em volume, em combinacgao
com esqualeno a 2,5% em volume. Ambos os dleos foram misturados,
e foi adicionado monooleato de sorbitano de polioxietileno
(Tween 80™), antes da microfluidizacdoc (maquina de microfluidos
M110S, maximo de 50 passos, por um periodo de 2 minutos, a uma
pressao maxima de entrada de 6 bar (pressédo de saida de cerca de
850 bar) como descrito no documento WO 95/17210).
Consequentemente, os grupos 3, 6 e 9 foram baseados na emulsao

de tocol acima com a adigao de QS21,3D-MPL ou CpG agquoso.

QS21 e 3D-MPL, se presentes em dqualquer dos grupos de
vacina, acima foram incluidos a 5 ug/dose; foi adicionado CpG
(OLIGO 4 (SEQ ID N°:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT) a dose

de 50 ug.

Os adjuvantes como utilizados para o grupo 2, 5, 10 foram
preparados de acordo com técnicas, como descrito no documento
EP 0822831 BR1 (cujos contetdos sao aqgui 1incorporados por
referéncia). O Grupo 11 compreendeu 3D-MPL na membrana de um
lipossoma. Resumidamente, a 3D-MPL, dioleoil fosfatidilcolina e

colesterol foram misturados em conjunto e microfluidizados em
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lipossomas unilamelares (como descrito no documento
EP 0822831 Bl- com a omissao de QS21).
Os adjuvantes utilizados nos grupos 4, 7 e 8 foram em

suspensao aquosa ou solugao.

Processo de vacinagdo

Grupos de murganhos B6F1 foram vacinados em quatro ocasides
(em volumes de 50 uL), intramuscularmente, a 14 dias de
distédncia. 14 dias apds a 42 dose de vacina, os murganhos foram
desafiados subcutaneamente com células tumorais 2X106 TCl gue

expressam o Her 2 neu.

As linhas das células tumorais de Her 2 neu-TCl foram
produzidas por transdugao de células TC1l por vectores
retrovirais codificando para Her 2 neu. Apds um periodo de
seleccao com blastocidina, foram isolados e rastreados clones
resistentes por FACS para expressao de Her 2 neu. O clone com a
expressac mais elevada de Her 2 neu foi seleccionado e uma dose
de desafio de 2X10° foi identificada como possuindo uma Cinética
de crescimento semelhante como as células de TCl selvagens e
para dar origem a um tumor em desenvolvimento em 100% dos

animais de controlo.

O tamanho dos tumores individuais foi medido duas vezes por

semana e expressos como uma média do grupo.

Resultados

A Figura 3 apresenta os resultados do crescimento do tumor
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para os grupos 1, 2, 4, 5 e 6. A Figura 4 apresenta os
resultados do crescimento do tumor para os grupos 1, 5, 6, 7 e
11. A Figura 5 apresenta os resultados do crescimento do tumor
para os grupos 1, 5, 6, 8, 9 e 10. As uUnicas vacinas gue
induziram uma regressao completa do tumor foram vacinas contendo

ambos, o oligonucledtido imunocestimulador e uma saponina.

As Figuras 6 e 7 apresentam a linfoproliferacao de
esplendécitos in vitro apds incubagao com os 5 ug/mL  de
imunogénio (ECD-PD) ou dominio extracelular (ECD) ou dominio

intracelular (ICD) ou Her 2 neu.

As Figuras 8 e 9 apresentam a resposta imunitdria humoral

para o imunogénio (ECD-PD) em termos de Ig total como medido por

ELISA (FIG. 8) ou distribuig¢ao do isotipo IgG nestas respostas

(FIG. 9).

Conclusao:

Apds 3 injecgdes, a indugao por anticorpo é

ASO0ZB+AS07A > ASO1B > AS02B = AS06 = AS05 > ASO07A

Conclusdo geral

O adjuvante testado (AS1l, AS2, AS7) tem efeito semelhante.
Contudo, a combinagao de AS1l e AS7 ou AS2 e AS7 sao adjuvantes
mais eficazes.

A CMI é claramente apresentada apds 4 vacinagbes em animais
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que receberam o adjuvante combinado na molécula total de ECD-PD,
mas, também, em cada parte separadamente (ECD e ICD). As
formulagdes da presente invengao sao muito eficazes na indugao

da regressao do tumor.

Exemplo 6: Imunizagdo de murganhos com antigénio P703P

Esta experiéncia foi concebida para investigar uma gama de
formulagbes de adjuvante com o antigénio que ¢é uma fusao do
antigénio Prostase (Ferguson, et al., (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1999, 96, 3114-3119)) e o fragmento N-terminal 1-81 de NS1
do virus Influenza (P703P-NS1).

Grupo |Antigénio | Adjuvante
(25 ng)

1 P703P-NS1 | nenhum (Solugao Salina Tamponada com
Fosfato (PBS))

2 P703P-NS1 | CpG

3 P703P-NS1 | Lipossomas com Q321 na membrana + CpG

4 P703P-NS1 | Lipossomas com QS21 e 3D-MPL na
membrana + CpG

5 P703P-NS1 | tocol contendo emulsao déleo em agua
com QS21 e 3D-MPL + CpG

6 P703P-NS1 | tocol contendo emulsao 6leo em
agua + CpG

O tocol contendo emulsdes 6leo em agua utilizado nos grupos

acima wutilizaram D,L, o-tocoferol (CAS N° 10191-41-0; nome
gquimico: (2RS,4’RS,8’RS)-2,5,7,8-tetrametil-2-(47,8",12'-
trimetil-tridecil)-6-cromanol)); que esta comercialmente
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disponivel da ROCHE™. Se presente, o tocol estava presente numa
emulsao 6leo em agua compreendendo 2,5% em volume, em combinacgdo
com esqualeno a 2,5% em volume. Ambos os dleos foram misturados,
e foli adicionado monooleato de sorbitano de polioxietileno
(Tween 80™), antes da microfluidizacdo (maquina de microfluidos
M110S, maximo de 50 passos, por um periodo de 2 minutos, a
pressao maxima de entrada de 6 bar (pressédo de saida de cerca de
850 bar) como descrito no documento WO 95/17210) .
Consequentemente, os grupos 5 e 6 foram baseados na emulsao de

tocol acima com a adicdo de QS21, 3D-MPL e/ou CpG aguoso.

QS21 e 3D-MPL se presente em qualquer dos grupos de vacina
acima foram incluidos a 5 ug/dose; CpG (OLIGO 4 (SEQ ID N°: 4):
TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GIT) foi adicionado a 5 pg por dose.

Os adjuvantes, como utilizados para o grupo 3 e 4, foram
preparados de acordo com técnicas como descrito no documento

EP 0822831 Bl.

Processo de vacinacg¢do

Grupos de murganhos B6F1 foram vacinados em quatro ocasides
(em volumes de 50 wuL), intramuscularmente, com 14 dias de

distéancia.

Resultados

As Figuras 10 e 11 apresentam a linfoproliferagao in vitro
de esplendcitos apds a segunda e 14 dias apds a qguarta

vacinacgado, apds incubacao in vitro com os 3 ug/mL de imunogénio
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(NS1-P703P) ou P703P expresso em Pichia (15 ug/mL) ou uma
proteina de fusdo nao-especifica NS1-OspA.

As Figuras 12 e 13 apresentam a resposta imunitaria humoral
contra o imunogénio (NS1-P703P) em termos de Ig total como
medido por ELISA de titulo de ponto médio (FIG. 10) ou
distribuicao de isotipo de IgG nestas respostas (FIG. 11).

LISTAGEM DE SEQUENC IAS
<110> GlaxoSmithKline Biologicals sa
<120> vacinas

<130> B45245

<140> PCT/EP01/11984
<141> 2001-10-16

<150> GB0025573.7
<151> 2000-10-18

<150> GB0025574.5
<151> 2000-10-18

<150> US09/690,921
<151> 2000-10-18

<160> 5

<170> FatstSEQ para Windows versao 4.0

34



<210> 1
<211> 20
<212> ADN

<213> "Sequéncia Artificial™

<400> 1

tccatgacgt tcctgacgtt 20

<210> 2
<211> 18
<212> ADN

<213> "Sequéncia Artificial"”

<400> 2

tctcccageg tgcgecat 18

<210> 3
<211> 30
<212> ADN

<213> "Sequéncia Artificial™

<400> 3

accgatgacg tcgccggtga cggcaccacg

<210> 4
<211> 24
<212> ADN

<213> "Sequéncia Artificial"”

<400> 4
tcgtcgtttt gtcgttttgt cgtt 24
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<210> 5
<211> 20
<212> ADN

<213> "Sequéncia Artificial"”

<400> 5

tccatgacgt tcctgatgcet 20

Lisboa, 16 de Fevereiro de 2012
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REIVINDICACOES

Composigdo imunogénica compreendendo

i) um antigénio MAGE 1ligado a um parceiro de fuséao
heterdlogo, derivado da proteina D, em gque o parceiro de
fusao compreende, aproximadamente, o primeiro 1/3 da
sequéncia proteina D ou, aproximadamente, o0s Pprimeiros

100-110 aminoacidos N-terminais da sequéncia da proteina D;

(ii) uma composigcao de adjuvante compreendendo uma saponina,

em conjunto com um oligonucledtido imunocestimulador; e

(iii) um lipopolissacarido seleccionado do grupo de

i Monofosforil-lipido A
ii Monofosforil-lipido A 3-O-desacilado

iii Difosforil-lipido A.

Composigao como reivindicado na reivindicagao 1, em dque a

saponina é QS21.

Composigao imunogénica como reivindicado em qualquer das
reivindicacgdes 1 ou 2, em que o oligonucledétido

imunoestimulador contém, pelo menos, dois motivos CpG.

Composigao imunogénica como reivindicado em qualquer das
reivindicacgdes 1 a 3, em que o) oligonucledétido

imunocestimulador é seleccionado do grupo:



SEQ ID N° - TCC ATG ACG TTIC CTG ACG TT (CpG 1826)

SEQ ID N° - TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

SEQ ID N°

1
2
SEQ ID N° 3 - ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
4 - TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GIT (CpG 2006)
5

SEQ ID N° - TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)
Composigao Como reivindicado em qualquer das
reivindicacbes 1 a 4, em que a saponina é formulada para

formar ISCOMS ou lipossomas.

Composigao Como reivindicado em qualquer das
reivindicagbes 1 a 5, em gque a saponina esta presente numa

emulsao 6leo em agua.

. Utilizacgao de uma combinagao de uma saponina, um
oligonucledétido imunoestimulador, um lipopolissacarido
seleccionado do grupo de (i) Monofosforil-Lipido A; (ii)
Monofosforil-Lipido A 3-0-Desacilado; e (iii) Disfosforil-
Lipifo A e um antigénio MAGE ligado ao parceiro de fusao
heterdélogo derivado da proteina D, em gque o parceiro de
fusao compreende, aproximadamente, 0o primeiro 1/3 da
sequéncia da proteina D ou, aproximadamente, os primeiros
100-110 aminoacidos N-terminais da sequéncia da proteina D
na preparagao de um medicamento para o tratamento ou

profilaxia de tumores.

Lisboa, 16 de Fevereiro de 2012
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FIGURA 2
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FIGURA 3 - Crescimento tumoral in vivo apés vacinagdo
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FIGURA 4
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FIGURA 5

4GP

Crescimento tumoral in vivo

Crescimento Médio do Tumor (mm?)




6/14

FIGURA 6 - Linfoproliferagdo (ap6és vacinagao, desafio pré-tumoral)
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FIGURA 7- Linfoproliferacdo (ap6s desafio tumoral)
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FIGURA 8 - Resposta anti-ECD Ig total apos vacinacgao

resposta Igtot ao dia 57 (pré-desafio)
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FIGURA 9 - Distribuigao isotipica induzida por vacinas

Resposta isotipica ao dia 57 (pré-desafio)

OigGd
BigGa
2igGl




10/14

FIGURA 10 - Linfoproliferagdo ap6s a segunda vacinagdo com P703
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FIGURA 11 - Linfoproliferacdo apés a quarta vacinagao com P703
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FIGURA 12
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FIGURA 13 - Titulos de Anticorpo Anti-NS1-P703 induzidos por vacinac¢ao
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FIGURA 14 - Distribuicao Isotipica Anti-NS1-PT03P induzida por vacinas
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