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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica para inyeccion
Campo técnico

La presente invencion pertenece al campo de la inmunoterapia del cancer y se refiere a una composicion farmacéutica
inyectable que comprende un péptido antigénico del cancer obtenido a partir de la proteina WT1 que tiene una
actividad inductora de linfocitos T citotoxicos.

Antecedentes

Generalmente, el péptido antigénico del cancer obtenido a partir de la proteina WT1 es un péptido parcial obtenido a
partir de la proteina WT1 humana que consiste en 449 amino&cidos (SEQ ID NO: 2), y es especificamente un péptido
que consiste en 8-12 aminodcidos o un dimero del mismo. Se presenta a un antigeno de la clase | del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC), e incluye un péptido que es reconocido como antigeno por los linfocitos T
citotoxicos (linfocitos T citotéxicos, denominados en lo sucesivo CTLs). EI MHC en humanos se denomina antigeno
leucocitario humano (HLA).

Entre los péptidos parciales obtenidos a partir de la proteina WT1, el péptido parcial que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada por Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu (SEQ ID NO: 3) (péptido WT1126.134) y el péptido
modificado obtenido modificando el segundo aminoacido del extremo N-terminal del péptido parcial que consiste en la
secuencia de aminoacidos mostrada por Cys-Met-Thr-Trp-Asn-Gin-Met-Asn-Leu (SEQ ID NO: 6) (péptido WT1235.243)
desde metionina a tirosina (es decir, el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada por Cys-Tyr-
Thr-Trp-Asn-Gin-Met-Asn-Leu (SEQ ID NO: 5)), han sido descritos que son Utiles como péptidos que se unen al HLA
para inducir CTLs (véanse los documentos de patente 1-4). Sin embargo, no se conoce todavia un péptido modificado
obtenido mediante la conjugacion de esos dos péptidos a través de un enlace disulfuro entre los residuos de cisteina,
y tampoco se conoce una composicion de vacuna contra el cancer 6ptima a partir del mismo.

Por otro lado, entre los péptidos parciales obtenidos a partir de la proteina WT1, el péptido parcial que consiste en la
secuencia de aminoacidos mostrada por Trp-Ala-Pro-Val-Leu-Asp-Phe-Ala-Pro-Pro-Gly-Ala-Ser- Ala-Tyr-Gly-Ser-Leu
(SEQ ID NO: 1) (péptido WT134.51) por si mismo, es util como un péptido que se une al HLA para inducir CTLs, y
ademas se ha descrito que el uso combinado con el péptido mencionado anteriormente proporciona efectos como
péptido auxiliar (véase el documento de patente 5). Sin embargo, no se conoce una composicion optima de vacuna
contra el cancer que contenga ese péptido.

Dado que una composicion 6ptima de vacuna contra el cancer que contiene el péptido WT1126-134 y/0 el péptido WT123s.
243 modificado y el péptido WT13451, es (til como vacuna contra el cancer, era presumible el desarrollo de una
formulacion que asegurara la estabilidad de esos péptidos.

Lista de documentos

Documentos de patente
documento de patente 1: WO 00/06602
documento de patente 2: WO 02/079253
documento de patente 3: WO 2004/063217
documento de patente 4: WO 2007/063903
documento de patente 5: WO 2010/123065

Compendio de la invencion

Problemas a resolver por la invencion

Un problema de la presente invencion es proporcionar una composicion farmacéutica inyectable estable de un péptido
representado por la férmula (1) o un péptido parcial de WT1 que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada
por Trp-Ala-Pro-Val-Leu-Asp-Phe-Ala-Pro-Pro-Gly-Ala-Ser-Ala-Tyr-Gly-Ser-Leu (SEQ ID NO: 1), que puede usarse
para formular una formulacién de vacuna contra el cancer que comprende el péptido:

Cys-Arg-Met-Phe —Pro-Asn—Ala~Pro~—Tyr—Lsu —OH “
Cflgls-T-y:r'—Ih?-~TrpwAsn;fGirifMa't%Asn-—-&auﬁ'()l-{j )

en donde el enlace entre Cys y Cys muestra un enlace disulfuro, Leu-OH muestra que el extremo C-terminal de Leu
es un grupo carboxilo libre, y otro enlace es un enlace peptidico.
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Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han realizado estudios a fondo en un intento de resolver el problema mencionado
anteriormente y han encontrado que una formulacion liquida que contiene un péptido representado por la formula (1)
y opcionalmente un péptido parcial de WT1 que tiene la secuencia que se muestra en SEQ ID NO: 1, asi como
trehalosa y un ajustador de pH, proporcionan una formulacion liquida y/o una formulacion liofilizada que es superior
en estabilidad de la formulacién, lo que ha dado como resultado completar la presente invencion.

Es decir, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica inyectable que comprende los siguientes
componentes:

(a) uno 0 mas tipos de péptidos seleccionados a partir de un péptido representado por la férmula (1):

C’yls“;Ar_gf“MethPﬁéFme Asn—Ala—Pro—Tyr—Leu~COH

Cys=Tyr—Thr=Trp—Asn-Gln—Met-Asn—Leu—0OH (%
en donde el enlace entre Cys y Cys es un enlace disulfuro, Leu-OH muestra que el extremo C-terminal de Leu
es un grupo carboxilo libre, y otro enlace es un enlace peptidico, sus sales,

(b) trehalosa o hidrato de trehalosa, y
(¢) un ajustador de pH.
Efecto de la invencion

Usando la composicion farmacéutica inyectable de la presente invencién, se puede producir una composiciéon de
vacuna contra el cancer que contiene de manera estable el péptido de la presente invencién que tiene una actividad
inductora de linfocitos T citotdxicos, y se puede preparar una vacuna contra el cancer que es superior en la estabilidad
de la formulacion. Ademas, cuando la composicion farmacéutica inyectable se liofiliza para proporcionar una
formulacion liofilizada, se puede preparar una formulacion liofilizada que conserva el péptido de forma estable.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un gréafico que muestra los resultados del Ejemplo experimental 4. El eje vertical muestra el nimero
de células que reaccionaron en el nimero de células sembradas, y el eje horizontal muestra el péptido sometido
a pulsos in vitro. En la Fig. 1, la barra negra muestra los resultados del cultivo de esplenocitos obtenidos a partir
de ratones transgénicos HLA-A*02:01, sometiendo a pulsos el péptido que se muestra en SEQ ID NO: 3, y la
barra blanca muestra los resultados del cultivo sin pulsos.

La Fig. 2 es un grafico que muestra los resultados del Ejemplo experimental 4. El eje vertical muestra el nimero
de células que reaccionaron en el nimero de células sembradas, y el eje horizontal muestra el péptido sometido
a pulsos in vitro. En la Fig. 2, la barra negra muestra los resultados del cultivo de esplenocitos obtenidos a partir
de ratones transgénicos HLA-A*24:02, sometiendo a pulsos el péptido que se muestra en SEQ ID NO: 5, y la
barra blanca muestra los resultados del cultivo sin pulsos.

Descripcion de las realizaciones
La realizacion de la presente invencién se explica en detalle a continuacion.

En la presente invencion, la "composicion farmacéutica inyectable" se refiere a una composicion que contiene el
péptido de la presente invencién y uno o mas componentes distintos del péptido. Se puede preparar una composicion
de vacuna contra el cancer mezclando una composicion farmacéutica inyectable y varios adyuvantes.

La composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion se puede proporcionar en forma de solucion,
suspension, formulacion liofilizada y formas similares.

En la presente invencion, la "formulacion liquida" se refiere a los respectivos componentes contenidos en la
"composicién farmacéutica inyectable", que se disuelven en un disolvente. Aunque generalmente se usa agua como
"disolvente" en la presente invencion, un disolvente farmacoldégicamente aceptable tal como propilenglicol,
polietilenglicol y similares puede mezclarse parcialmente con agua, siempre que el efecto de la invencién no se vea
afectado. Se prefiere el agua. Ademas, la “formulacion liofilizada” mencionada a continuacién anadida al agua y
disuelta en ella, también se incluye en la “formulacién liquida” de la presente invencién.

En la presente invencion, la "formulacién en suspension" se obtiene mezclando los respectivos componentes
contenidos en la "composicion farmacéutica inyectable” con un medio dispersante y suspendiéndolos en el mismo.
Aunque generalmente se usa agua como "medio dispersante” en la presente invencion, un disolvente
farmacoldgicamente aceptable tal como propilenglicol, polietilenglicol y similares, se puede mezclar parcialmente con
agua, siempre que el efecto de la invencion no se vea afectado. Se prefiere el agua. Ademas, la "formulacién liofilizada"
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mencionada a continuacién afiadida al agua y suspendida en la misma, también se incluye en la "formulacién en
suspension” de la presente invencion.

En la presente invencion, la "formulacion liofilizada" se obtiene liofilizando la "formulacién liquida" o la "formulacion en
suspension” de la presente invencién. Generalmente, se realiza para mejorar la estabilidad quimica o fisica del péptido
en la "formulacién liquida" o la "formulacion en suspension”. Cuando se usa como una vacuna contra el cancer, se afiade
una cantidad adecuada de agua y la mezcla se agita para proporcionar una formulacion liquida o una formulacién en
suspensidn, que se mezcla con varios adyuvantes para preparar una composicion de vacuna contra el cancer.

En la presente invencién, el "péptido" es un péptido de un antigeno del cancer para preparar una vacuna contra el
cancer, y es un péptido representado por la férmula (1), o una sal del mismo.

Cys-Arg-Met-Phe—Pro-Asn—Ala—Pro—Tyr—Leu—0OH 0
Cys-Tyr~Thr—Trp—=Asn-Gln—Met-Asn—Leu~~0OH m

en donde el enlace entre Cys y Cys es un enlace disulfuro, Leu-OH muestra que el extremo C-terminal de Leu es un
grupo carboxilo libre, y otro enlace es un enlace peptidico.

En la presente memoria descriptiva, el péptido tiene el extremo N-terminal en el lado izquierdo, y cada simbolo de
aminoacido indica el siguiente residuo de aminoacido.

Alao A: residuo de alanina

Arg o R: residuo de arginina

Asn o N: residuo de asparagina
Asp o D: residuo de &cido aspartico
Cys o C: residuo de cisteina

Gino Q: residuo de glutamina

Glu o E: residuo de &cido glutamico
Gly 0 G: residuo de glicina

His o H: residuo de histidina

lleol: residuo de isoleucina
Leuo L: residuo de leucina

Lys o K: residuo de lisina

Met o M: residuo de metionina

Phe o F: residuo de fenilalanina
Pro o P: residuo de prolina

Sero S: residuo de serina

ThroT: residuo de treonina

Trpo W: residuo de triptéfano
TyroY: residuo de tirosina

Valo V: residuo de valina

El "péptido representado por la formula (1)" se refiere a un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
mostrada por Cys-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu (SEQ ID NO: 4), en donde el residuo de cisteina esta unido
al extremo N-terminal de Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu (SEQ ID NO: 3), y se une con el residuo de cisteina
de un péptido mostrado por Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gin-Met-Asn-Leu (SEQ ID NO: 5) mediante un enlace disulfuro.

El péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada por Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu (SEQ ID
NO: 3) es un péptido parcial que consiste en 9 aminoacidos continuos desde la arginina 1262 (Arg) a la leucina 1342
(Leu) (péptido WT1126-134) desde el extremo N-terminal de una proteina (especificamente, proteina WT1 humana que
consiste en 449 aminoacidos (SEQ ID NO: 2)), que es un producto génico de un gen supresor de tumores WT1 para
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el tumor de Wilms. Este péptido es un péptido presentado al antigeno del MHC de clase | y es reconocido como
antigeno por los CTLs.

El péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada por Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-GIn-Met-Asn-Leu (SEQ
ID NO: 5) es un péptido modificado que es un péptido parcial que consiste en 9 aminoacidos continuos desde la
cisteina 2352 (Cys) a la leucina 2432 (Leu) (péptido WT1235.243) desde el extremo N-terminal de la proteina WT1, en
donde el segundo aminoacido del extremo N-terminal estd modificado de metionina (Met) a tirosina (Tyr). Este péptido
es un péptido presentado al antigeno del MHC de clase | y es reconocido como antigeno por los CTLs.

El "péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada por Trp-Ala-Pro-Val-Leu-Asp-Phe-Ala-Pro-Pro-Gly-
Ala-Ser-Ala-Tyr-Gly-Ser-Leu (SEQ ID NO: 1)" es un péptido parcial que consiste en 18 aminoécidos desde el triptéfano
342 (Trp) hasta la leucina 512 (Leu) (péptido WT134.51) desde el extremo N-terminal de la proteina WT1. Este péptido
es un péptido presentado al antigeno del MHC de clase Il e induce linfocitos T auxiliares especificos de WT1.

La sal del péptido representado por la férmula (1) o el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada
por SEQ ID NO: 1, no estéa particularmente limitada siempre que sea una sal farmacéuticamente aceptable. Ejemplos
de la "sal" en la presente invencion incluyen una sal de adicién de acido y una sal de adicion de base. Ejemplos de la
sal de adicion de acido incluyen sales de acidos inorganicos tales como clorhidrato, bromhidrato, sulfato, yodhidrato,
nitrato, fosfato y similares, y sales de &cidos orgéanicos tales como citrato, oxalato, acetato, formiato, propionato,
benzoato, trifluoroacetato, maleato, tartrato, metanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluensulfonato y similares.
Ejemplos de la sal de adicion de base incluyen sales con base inorganica tales como sal de sodio, sal de potasio, sal
de calcio, sal de magnesio, sal de amonio y similares, sales con base organica tales como sal de trietilamonio, sal de
trietanolamonio, sal de piridinio, sal de diisopropilamonio, etc. y similares, ademas, sales de aminodacidos a base de
aminoacidos basicos o acidos tales como arginina, acido aspartico, acido glutamico y similares.

El péptido de la presente invencion también incluye hidratos, solvatos tales como solvato de etanol y similares de un
péptido representado por la formula (1) o una sal del mismo. Ademas, el péptido de la presente invencion incluye
cualquier estereoisémero o una sal del mismo, tal como cualquier diasteredmero, enantiémero y similares y cualquier
cristal en cualquier realizacion, del péptido representado por la formula (1) que pueda estar presente.

El péptido representado por la formula (1) o una sal del mismo se puede producir mediante el método descrito en los
Ejemplos de la presente memoria descriptiva, 0 mediante un método conocido (véanse los documentos de patente 2-
4, etc.). Por otro lado, el péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada por SEQ ID NO: 1 o una sal
del mismo, puede producirse mediante un método conocido (véase el documento de patente 5). Ademas, el péptido
de la presente invencion se puede producir mediante un método generalmente utilizado en el campo técnico pertinente.
Ejemplos del método de produccién incluyen los métodos descritos en los documentos (Peptide Synthesis,
Interscience, New York, 1966; The Proteins, vol. 2, Academic Press Inc., New York, 1976; peptide synthesis, Maruzen
Co., LTD., 1975; Basics and Experiment of Peptide Synthesis, Maruzen Co., LTD., 1985; Development of
Pharmaceutical Product subsequent vol. 14, Peptide Synthesis, Hirokawa Shoten, 1991) y similares.

Cuando el péptido de la presente invencion obtenido mediante el método mencionado anteriormente, es una forma
libre, la forma libre se puede convertir en una sal adecuada mediante un método conocido o un método analogo al
mismo. Por el contrario, cuando el péptido de la presente invencion se obtiene como una sal, la sal se puede convertir
en una forma libre o en otra sal mediante un método conocido o un método analogo al mismo.

La composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion puede contener un péptido representado por la
férmula (1) o un tipo de sal del mismo, cada uno por separado, o puede contener el péptido y uno o0 mas tipos de sales
del mismo, 0 dos 0 mas tipos de sales del péptido (en lo sucesivo en el presente documento se denominara a veces
de manera integral como "péptido (1)"). De manera similar, la composicién farmacéutica inyectable de la presente
invencion puede contener adicionalmente un péptido que consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada por SEQ
ID NO: 1 o un tipo de sal del mismo, cada uno por separado, o puede contener el péptido y uno o mas tipos de sales
del mismo, o dos o0 mas tipos de sales del péptido (en lo sucesivo en el presente documento se denominara a veces
de manera integral como "péptido (2)"). Ademas, la composiciéon farmacéutica inyectable de la presente invencion
contiene opcionalmente tanto el péptido (1) como el péptido (2).

Cuando la composicién farmacéutica inyectable de la presente invencién es una formulacién liquida o una formulacién
en suspension (en lo sucesivo en el presente documento se denominara a veces "la formulacion en forma liquida de
la presente invencion"), el contenido en péptido de la presente invencién en relacion con el peso de la formulacion en
una forma liquida de la presente invencién, no esta particularmente definido y solo necesita ser farmacolégicamente
aceptable o aceptable por sus propiedades. De los péptidos de la presente invencion, por ejemplo, el contenido en
péptido (1) (cuando estan contenidos dos 0 mas tipos de péptidos, la cantidad total de los mismos) es preferentemente
de 0,5 mg - 200 mg/g, mas preferentemente 0,5 mg - 100 mg/g, 0,5 mg - 50 mg/g o 1 mg - 25 mg/g, que se pueden
seleccionar segun el objeto. Por otro lado, el contenido en péptido (2) (cuando estan contenidos dos o mas tipos de
péptidos, la cantidad total de los mismos) es preferiblemente de 0,05 mg - 200 mg/g, mas preferiblemente 0,05 mg -
100 mg/g, 0,05 mg - 50 mg/g o 0,1 mg - 25 mg/g, que se pueden seleccionar segun el objeto. Cuando la formulacion
liquida de la presente invencién contiene tanto el péptido (1) como el péptido (2), la proporcion en peso entre el péptido
(1) y el péptido (2) puede seleccionarse apropiadamente a partir del intervalo 1:0,1 - 1:5.
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Cuando la composicién farmacéutica inyectable de la presente invencion es una formulacién liofilizada (en lo sucesivo
en el presente documento se denominara a veces "la formulacién liofilizada de la presente invencién"), el contenido
en péptido de la presente invencién por volumen, no esta particularmente definido. La formulacién liofilizada de la
presente invencion se obtiene liofilizando la formulacién en forma liquida de la presente invencion, y el contenido en
péptido solo tiene que satisfacer el contenido de la formulacion en forma liquida. Una formulacion en forma liquida de
la presente invencion, que tiene una concentracién mas alta que antes de la liofilizacion, puede obtenerse disolviendo
o dispersando, en una cantidad menor de agua, etc., que la cantidad de liquido de la preparacion en forma liquida de
la formulacion de la invencion antes de la liofilizacion, durante la recuperacion de agua de la formulacion liofilizada de
la presente invencion.

La composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion contiene caracteristicamente, ademas del péptido
de la presente invencién mencionado anteriormente (componente (a)), los siguientes componentes (b) y (c):

(b) trehalosa o hidrato de trehalosa
(c) un ajustador de pH.

En la presente invencion, "trehalosa" es un tipo de disacarido formado por el enlace 1,1-glicosidico de dos glucosas.
La trehalosa puede ser un anhidrido o un hidrato de la misma. Se prefiere el hidrato de trehalosa. La composicion
farmacéutica inyectable de la presente invencién puede contener trehalosa en una sola forma de anhidrido o hidrato
de la misma, o dos o mas tipos de las mismas pueden estar contenidos en combinacién. En la composicion
farmacéutica inyectable de la presente invencidn, el contenido en trehalosa en relacién con el peso de la composicion
no esta particularmente definido. Su contenido en relacién con el peso de la formulacién en forma liquida de la presente
invencion (cuando esta contenida en la forma que incluye dos o mas tipos, su cantidad total) es, por ejemplo, de 1 -
50 mg/g, 1 - 70 mg/g, 1 - 100 mg/g, 1 - 150 mg/g, 1 - 200 mg/g, 3 - 50 mg/g, 3 - 70 mg/g, 3 - 100 mg/g, 3 - 150 mg /g,
3 -200 mg/g, 5 - 50 mg/g, 5 - 70 mg/g, 5 - 100 mg/g, 5 - 150 mg/g, 5 - 200 mg/g o similar.

En la presente invencion, el "ajustador de pH" es un ajustador de pH generalmente utilizado para la formulacion
farmacéutica. Ejemplos especificos del mismo incluyen &cidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido
sulfurico, acido fosférico, fosfato disodico, fosfato dibasico de potasio, dihidrégeno fosfato de sodio, dihidrégeno fosfato
de potasio, fosfato tribasico de sodio y similares, o una de sus sales, &cidos organicos tales como &cido nitrico, acido
acético, acido citrico, acido tartarico, acido lactico, acido maleico, acetato de sodio hidratado, acetato de sodio anhidro,
citrato de sodio hidratado, dihidrégeno citrato de sodio, tartrato de sodio y similares, o una de sus sales, bases
inorganicas tales como hidréxido de sodio, hidroxido de potasio , amoniaco acuoso y similares, y bases organicas
tales como trometamol, histidina, L-arginina, meglumina y similares. Se prefieren acido citrico, acido lactico, acido
tartarico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, hidroxido de sodio e hidréxido de potasio, trimetamol, histidina,
L-arginina y meglumina, y se prefieren méas acido tartarico, acido clorhidrico e hidréxido de sodio, trometamol, L-
arginina y meglumina.

Se afnade un ajustador de pH para ajustar el pH de la formulacion en forma liquida de la presente invencién para que
esté dentro de un intervalo de pH capaz de asegurar la estabilidad del péptido de la presente invencion. Dado que el
intervalo de pH capaz de asegurar la estabilidad del péptido de la presente invencién varia dependiendo del tipo de
péptido contenido en la formulacion en forma liquida de la presente invencién como se menciona a continuacién, se
utiliza un ajustador de pH adecuado para ello.

Cuando la composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion contiene solo el péptido (1), la formulacién
en forma liquida de la presente invencién tiene un pH de 1-10. Cuando la formulacién en forma liquida es una
formulacion liquida, el pH es preferiblemente 1-4, mas preferiblemente 1-3, lo mas preferiblemente 2-3, desde el punto
de vista de la solubilidad y la estabilidad. Cuando la formulacién en forma liquida es una formulacién en suspension,
es preferible un pH de 5-10 de cara a la solubilidad. En una realizacion distinta a las mencionadas anteriormente,
cuando la formulacién en forma liquida es una formulacién liquida, el pH preferible incluye 1,5-4,5, 1,5-3,5, 1,5-3,0,
2,0-3,0. Para una preparacion en suspensién, el pH preferible incluye 4-9, 4-6, 5-9.

Ademas, cuando la composicién farmacéutica inyectable de la presente invencion contiene el péptido (1) y el péptido (2),
la formulacion en forma liquida de la presente invencion tiene un pH de 2-10. Cuando la formulacién en forma liquida es
una formulacion liquida, un pH preferible incluye 2-4, 2-3, 1,7-3,2 y 1,5-3,5 desde el punto de vista de la estabilidad.

En la presente memoria descriptiva, los nimeros se redondean a un digito por debajo del nimero que se indica. Por
ejemplo, cuando el nimero es 2, indica no menos de 1,5 y menos de 2,5.

Cuando la formulacion en forma liquida de la presente invencidon no contiene un ajustador de pH y muestra un valor
de pH mas alto que el intervalo de pH deseado, el pH se puede ajustar al deseado agregando un &cido inorganico, un
acido organico y similares como ajustador de pH. A modo de acido inorganico y acido organico, se pueden usar los
mencionados anteriormente.

Cuando la formulacion en forma liquida de la presente invencion no contiene un ajustador de pH y muestra un valor
de pH mas bajo que el intervalo de pH deseado, se puede usar una base inorganica o una base organica como
ajustador de pH. A modo de base inorganica y base orgénica, se pueden utilizar las mencionadas anteriormente.
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Especificamente, se pueden mencionar hidrégeno fosfato disodico, trometamol, histidina, L-arginina y meglumina y
similares. Se prefieren hidrégeno fosfato disédico, trometamol, L-arginina y meglumina. En la composicion
farmacéutica inyectable de la presente invencién, el contenido en base organica en relacion con el peso de la
composiciéon no esta particularmente definido. Su contenido en relacién con el peso de la formulacion en forma liquida
de la presente invencion es, por ejemplo, de 1-100 mg/g, 1-50 mg/g, 1-150 mg/g, 5-100 mg/g, 5-50 mg/g, 5-150 mg/g,
10-100 mg/g, 10-50 mg/g, 10-150 mg/g o similares.

La composicién puede contener manitol.

En la presente invencion, "manitol" es un tipo de alcohol de azucar, clasificado en hexitol, y que se corresponde con
una forma reducida de manosa. El manitol contiene un isémero 6ptico, que incluye la forma D, la forma L y la forma
DL, y el uso de cualquiera de ellas no muestra ninguna influencia sobre el efecto de la presente invencion. Se prefiere
el D-manitol de origen natural. Aunque el manitol incluye una pluralidad de sistemas cristalinos, el uso de cualquiera
de ellos no muestra influencia sobre el efecto de la presente invencidon. En la composicién farmacéutica inyectable de
la presente invencion, el contenido en manitol en relacion con el peso de la composicién no esta particularmente
definido. Su contenido en relacién con el peso de la formulacion en forma liquida de la presente invencion es, por
ejemplo, de 1-20 mg/g, 1-30 mg/g, 1-50 mg/g, 3-20 mg/g, 3-30 mg/g, 5-20 mg/g, 5-30 mg/g o similar.

Cuando la composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion contiene adicionalmente el péptido (2) como
componente (a), la composicion contiene ademas preferiblemente un agente solubilizante para evitar que la solubilidad
del péptido se vuelva inestable. A modo de "agente solubilizante", puede usarse un &cido organico. Usando un agente
solubilizante, el péptido (2) puede disolverse rapidamente en el etapa de disolucién de la preparacion liquida. Ademas,
para una formulacion liofilizada obtenida mediante liofilizacién de la formulacién en una forma liquida de la presente
invencion, cuando la formulacion liofilizada se reconstituye utilizando agua para inyeccién, puede volver a disolverse
rapidamente. Ejemplos especificos del agente solubilizante incluyen &cido citrico, acido lactico, acido tartarico, acido
acético y acido trifluoroacético y similares. Se prefieren el acido citrico, el acido lactico y el acido tartarico, y se prefiere
mas el acido tartarico. En la composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion, el contenido en agente
solubilizante en relacion con el peso de la composicion, no esta particularmente definido. Su contenido en relacién con
el peso de la formulacion en forma liquida de la presente invencion es, por ejemplo, de 1-5 mg/g, 1-10 mg/g, 1-15
mg/g, 1-20 mg/g, 3-10 mg/g, 3-15 mg/g, 3-20 mg/g, 5-10 mg/g, 5-15 mg/g, 5-20 mg/g, 0,1-5 mg/g, 0,1-10 mg/g, 0,1-15
mg/g, 0,1-20 mg/g, 0,3-10 mg/g, 0,3-15 mg/g, 0,3-20 mg/g, 0,5-10 mg/g, 0,5-15 mg/g o 0,5-20 mg/g.

Es deseable que la composicion contenga ademas metionina, de cara a la estabilidad del péptido cuando se prepara
como una composicién de vacuna contra el cancer. Al contener metionina, se puede evitar una oxidacién del residuo
de metionina contenido en el péptido (1) cuando se prepara como una composicion de vacuna contra el cancer.

La "metionina" en la presente invencion es uno de los amino&cidos esenciales y es un amino&cido hidrofébico que
comprende un atomo de azufre en la cadena lateral. Aunque la "metionina” tiene un isémero éptico e incluye una forma
D, una forma L y una forma DL, cualquiera de ellas puede usarse sin influir en el efecto de la invencién. La metionina
se usa con frecuencia como excipiente para productos farmacéuticos, y es preferible una forma L descrita en la
Farmacopea Japonesa (162 edicion). En la composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion, el contenido
en metionina en relacion con el peso de la composicion no esta particularmente definido. Su contenido en relacién con
el peso de la preparacion en forma liquida de la presente invencién es, por ejemplo, de 1-5 mg/g, 1-10 mg/g, 1-20
mg/g, 1-30 mg/g, 3-10 mg/g, 3-20 mg/g, 3-30 mg/g, 5-10 mg/g, 5-20 mg/g, 5-30 mg/g o similar.

Ademas, la composicion farmacéutica inyectable de la presente invencién puede comprender apropiadamente,
ademas de los componentes mencionados anteriormente, excipientes generalmente utilizados para formulaciones
farmacéuticas tales como un agente estabilizante, agente solubilizante, agente tamponador, agente isoténico y
similares, siempre que el efecto de la invencion no se vea afectada.

La composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion se puede producir mediante un método generalmente
utilizado para la produccién de productos farmacéuticos y similares. Por ejemplo, se aflade agua para inyeccion en un
recipiente adecuado en un ambiente mantenido a una temperatura constante de 5-25°C, y se afiaden un péptido y un
excipiente que se pesan previamente, mientras se agita suavemente la mezcla. Luego, la mezcla finalmente se ajusta
para tener un pH deseado. La mezcla se esteriliza por filtracion y de formas similares, y se vierte en un recipiente tal
como un vial de vidrio y similares, que se sella con un tap6n de goma y similares. Cuando se produce una formulacién
liofilizada, la formulacién obtenida en forma liquida de la presente invencion se puede liofilizar mediante un método ya
conocido.

Aunque los péptidos de la presente invencidén también pueden usarse, cada uno individualmente, como un péptido
antigénico para una vacuna contra el cancer, tanto el péptido (1) como el péptido (2) también pueden estar contenidos
en una composicion de vacuna contra el cancer. Dado que el péptido (2) se une individualmente al HLA por si mismo
e induce los CTLs, ademas de producir efectos como péptido auxiliar cuando se usa en combinacién con el péptido
(1), se espera que una composicion de vacuna contra el cancer que contenga tanto el péptido (1) como el péptido (2)
muestre un efecto de vacuna sinérgico. Cuando ambos péptidos estan contenidos en una composicion de vacuna
contra el cancer, una Unica composicion farmacéutica inyectable de la presente invencion que contiene ambos
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péptidos puede mezclarse con adyuvante, o dos composiciones farmacéuticas inyectables que contienen cada péptido
pueden mezclarse con adyuvante para formar una mezcla de tres materiales.

La formulacién en forma liquida de la presente invencién, que contiene tanto el péptido (1) como el péptido (2), puede
prepararse directamente (en un solo etapa) sometiendo ambos péptidos al método de produccién mencionado
anteriormente, o también puede obtenerse sometiendo cada péptido a la produccién mencionada anteriormente para
preparar una formulacion liquida individual o una formulacion en suspension y mezclarlas. En una realizacion
preferible, se puede mencionar un método que incluye liofilizar una formulacién liquida o una formulacién en
suspensién que contiene el péptido (1), y afadir una formulacion liquida o una formulacion en suspension que contiene
el péptido (2) para disolver o suspender la formulacion liofilizada que contiene el péptido (1). Alternativamente, se
preparan dos tipos de formulaciones liofilizadas que contienen los respectivos péptidos, la formulacion liofilizada que
contiene el péptido (2) se vuelve a disolver o se suspende de nuevo en una cantidad menor de agua que la formulacién
liquida o la formulacion en suspension antes de la liofilizacion, y la solucion o la suspensién se afiade a una formulacién
liofilizada que contiene el péptido (1) para disolverla o suspenderla en la misma, por lo que se puede preparar una
preparacion liquida o una formulaciéon en suspensiéon que tiene una concentracion mayor que la de la formulacién
liquida o la formulacion en suspensién antes de la liofilizacion.

Si bien el método de preparacién de una vacuna contra el cancer que emplea la composicion farmacéutica inyectable
de la presente invencion no esta particularmente limitado, se puede mencionar, por ejemplo, un método de preparacion
de una vacuna contra el cancer mezclando con un adyuvante apropiado; un método de preparacion de una vacuna
contra el cancer mezclando previamente con un adyuvante apropiado y liofilizando la mezcla y similares; un método
de preparaciéon de una vacuna contra el cancer mezclando la formulacién en forma liquida de la presente invencion
con varios adyuvantes cuando esta en uso y similares. Ejemplos del adyuvante incluyen adyuvante con capacidad de
sedimentacion, adyuvante oleoso y similares. El adyuvante con capacidad de sedimentacion es una suspensién de
una sustancia inorganica a la que se adsorben los péptidos. Ejemplos especificos del adyuvante con capacidad de
sedimentacion incluyen hidroxido de sodio, hidroxido de aluminio (alumbre), fosfato de calcio, fosfato de aluminio,
sulfato de potasio y aluminio, PEPES, polimero de carboxivinilo y similares. El adyuvante oleoso es una emulsion de
aceite en la que una solucién acuosa que contiene el péptido esté rodeada de aceite mineral para formar micelas para
la emulsificacién. Ejemplos especificos del adyuvante oleoso incluyen parafina liquida, lanolina, adyuvante de Freund
(adyuvante de Freund completo, adyuvante de Freund incompleto), Montanide, emulsién de agua en aceite (véase el
documento WO 2006/078059) y similares.

Una vacuna contra el cancer preparada usando la composicion farmacéutica inyectable de la presente invencién se
puede usar para la prevencién o el tratamiento del cancer asociado con un aumento del nivel de expresion del gen
WT1, por ejemplo, cancer hematoldgico tal como leucemia, sindrome mielodisplasico, mieloma multiple, linfoma
maligno y similares, y tumores soélidos tales como cancer géastrico, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de
mama, cancer de células germinales, cancer de higado, cancer de piel, cancer de vejiga urinaria, cancer de prostata,
cancer de Utero, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, tumor cerebral y similares.

Dado que la composicién farmacéutica inyectable de la presente invencion puede conservar de manera estable un
péptido antigénico del cancer, que es el ingrediente activo, se pueden seleccionar varias formas de administracion.
Especificamente, se pueden mencionar la administracién oral, transnasal, pulmonar, transdérmica, intradérmica,
subcutanea, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal y similares, y se puede preparar una vacuna contra el cancer
mediante el método mencionado anteriormente segun el objeto de uso. Generalmente, como via de administracion
preferible para una inmunoestimulaciéon con una vacuna contra el cancer, se conoce la administracion parenteral vy,
por ejemplo, se puede mencionar la administracion intraperitoneal, la administracion subcuténea, la administracion
intradérmica, la administracion intramuscular, la administracion intravenosa, asi como la administracion transnasal, la
administracion transdérmica y similares. Entre ellas, se pueden mencionar preferentemente la administracion mediante
inyeccion, tal como la administracién subcutanea, la administracién intradérmica, la administracion intraperitoneal, la
administracién intramuscular, y similares.

Ejemplos

La presente invencién se explica con méas detalle a continuacién haciendo referencia a los Ejemplos, Ejemplos
comparativos, Ejemplos experimentales y similares, que no deben interpretarse como limitativos.

Como péptido que consistia en la secuencia de aminoacidos mostrada por Trp-Ala-Pro-Val-Leu-Asp-Phe-Ala-Pro-Pro-
Gly-Ala-Ser-Ala-Tyr-Gly-Ser-Leu (SEQ ID NO : 1) (péptido (2)), se utilizé un péptido producido por el método descrito
en el documento de patente (WO 2010/123065); como trehalosa, se us6 "trehalosa SG (fabricada por Hayashibara
Biochemical Lab)" que es un hidrato de trehalosa; y como D-manitol, se us6 "mannit S (fabricado por Mitsubishi Shoji
Foodtech) o D-(-)-manitol bajo en endotoxinas (fabricado por Merck)". Como trometamol, se utilizé "trometamol
(fabricado por Nacalai Tesque)"; como histidina, se utilizo "histidina (fabricada por Nacalai Tesque)"; como L-arginina,
se uso6 "clorhidrato de L-arginina (fabricado por Nacalai Tesque)"; y como meglumina, se usé "meglumina (fabricada
por Nacalai Tesque)". Como acido lactico, se utilizé "acido lactico (fabricado por Nacalai Tesque)"; como é&cido
tartarico, se utiliz6 "acido L(+)-tartarico, en polvo (fabricado por Merck)"; y como acido citrico, se utilizdé "acido citrico
monohidrato (fabricado por Nacalai Tesque)". Como metionina, se usé "L-metionina (fabricada por Kyowa Hakko Bio
Co., Ltd.)". Como ajustador de pH, se utilizé acido clorhidrico, "1 mol/l de acido clorhidrico (fabricado por Nacalai
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Tesque)"; como hidroxido de sodio, se utilizd "1 mol/l de solucién de hidréxido de sodio (fabricada por Nacalai Tesque)”;
y como dihidrogenofosfato de sodio, se usé "dihidrogenofosfato de sodio (fabricado por Nacalai Tesque)". Como
Montanide, se utilizé "(Montanide ISA 51 VG (fabricado por SEPPIC)".

Sintesis del péptido

Sintesis del péptido representado por la férmula (1) (péptido (1))

Etapa 1. Sintesis de H-Cys(Npys)-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH
(Sintesis de C(Npys)RMFPNAPYL)

Utilizando una Fmoc-Leu-Alko-resina (Alko es alcohol p-alcoxibencilico), 282 mg (fabricada por Watanabe Chemical;
0,71 mmol/g, 0,2 mmol) como material de partida, la cadena peptidica se ensamblé mediante sintesis en fase sdlida
de acuerdo con el método Fmoc/tBu. La sintesis en fase solida se realizé utilizando el sintetizador de péptidos CS336X
fabricado por CS Bio, y la desproteccion del grupo Fmoc se realizé mediante tratamiento con una solucién de DMF
con piperidina al 20% durante 5 min y durante 20 min. El acoplamiento del aminoacido protegido se realiz6 por reaccién
con una solucion de DMF con 1,05 mmol de aminoéacido protegido, 1 mmol de HBTU y 2 mmol de DIPEA durante 1 h.
La resina obtenida se lavé con DMF y éter y se secé a presion reducida para proporcionar la Boc-Cys(Npys)-Arg(Pmc)-
Met-Phe-Pro-Asn(Trt)-Ala-Pro-Tyr(tBu)-Leu-Alko-resina (630 mg). A esta resina peptidica se afiadié una mezcla (10
ml) de TFA/H20/TIS = 95/2,5/2,5 y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 2 horas. La resina se filtré y la
mezcla de reaccién se concentrd a presion reducida. La mezcla de reaccién se enfrié con hielo y se afadio éter dietilico
(50 ml). El precipitado resultante se recogié por filtracion, se lavo con éter y se secd a presién reducida para
proporcionar un péptido bruto (217 mg). La solucién de péptido bruto obtenida se disolvié en una mezcla de acido
acético acuoso al 20% (7 ml) y acetonitrilo (1 ml) y se purificé mediante HPLC de fase inversa.

bomba: fabricada por Shimazu; LC-8A
columna: YMC ODS-A3cm ¢ x 25cm L, 10 um
material eluido 1: H20/0,1% de TFA

material eluido 2: CH3CN/0,1% de TFA

caudal: 20 ml/min

deteccion: UV 220 nm

La solucién de péptido bruto se inyecté en una columna equilibrada con el 15% del material eluido 2. A continuacion,
la concentracion del material eluido 2 se elevo al 37% durante 10 min y, a continuacion, se elevé a una tasa del 0,24%
por min. Las fracciones que contenian el producto objeto se recogieron y se liofilizaron para proporcionar H-Cys(Npys)-
Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH (53 mg).

Espectrometria de masas: LC-ESI/MS m/z = 1366,1 [M+1]+
(Calculada = 1366,6)

Etapa 2. Sintesis del enlace disulfuro (H-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-GIn-Met-Asn-Leu-OH)(H-Cys-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-
Ala-Pro-Tyr-Leu-OH)

Sintesis del compuesto representado por la formula (1):
Cys-Arg-Met-Phe—Pro-Asn—Ala—Pro—Tyr—Leu—0OH ’
Cys-Tyr=The=Trp—Asn-GIn-Met-Asn-—Ley-—0H )

en donde el enlace entre Cys y Cys es un enlace disulfuro, Leu-OH muestra que el extremo C-terminal de Leu es un
grupo carboxilo libre y otro enlace es un enlace peptidico.

H-Cys(Npys)-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-Tyr-Leu-OH (50 mg) obtenido en el etapa 1 y H-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-Gin-
Met-Asn-Leu-OH (es decir, CYTWNQMNL (SEQ ID NO: 4)) (43 mg) sintetizado por un método conocido (por
ejemplo, el documento WO 07/063903) se mezclaron, se anadi6 DMSO (1 ml) y la mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccion se diluyé con agua TFA al 0,1% (5 ml) y se purific6 mediante HPLC
de fase inversa.

bomba: fabricada por Shimazu; LC-8A
columna: YMC ODS-A3cm ¢ x 25cm L, 10 um
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material eluido 1: H20/0,1% de TFA
material eluido 2: CH3CN/0,1% de TFA
caudal: 20 ml/min

deteccion: UV 220 nm

La solucion de reaccion se inyectd en una columna equilibrada con el 25% del material eluido 2. A continuacion, la
concentracién del material eluido 2 se elevd a una tasa del 0,25% por minuto. Las fracciones que contenian el producto
objeto se recogieron, se liofilizaron, se volvieron a purificar mediante HPLC de fase inversa y se liofilizaron para
proporcionar el enlace disulfuro (H-Cys-Tyr-Thr-Trp-Asn-GIn-Met-Asn-Leu-OH)(H-Cys-Arg-Met-Phe-Pro-Asn-Ala-Pro-
Tyr-Leu-OH) (es decir, un péptido representado por la férmula (1) (péptido (1)) (21 mg).

Espectrometria de masas: LC-ESI/MS m/z = 1191,8 [M+2]2+
(Calculada = 1191,6)

C-y-'s%irgmﬁ/fe{“Pﬁe ~Pra-~Asn—Ala—Pro—Tyr—Leu~0OH
| ‘ . o
Cys-Tyr—=Thr—Trp—Asn—Gln—Met-Asn—Leu—0OH

en donde el enlace entre Cys y Cys es un enlace disulfuro, Leu-OH muestra que el extremo C-terminal de Leu es un
grupo carboxilo libre, y otro enlace es un enlace peptidico.

Preparacién de la formulacion liquida o la formulacion en suspension
Ejemplo 1

El péptido (1) mencionado anteriormente como péptido (componente (a)) y trehalosa como componente (b) se
disolvieron en agua para inyeccién en las cantidades descritas en la Tabla 1, y la mezcla se ajusté a pH 1 con &cido
clorhidrico y/o hidréxido de sodio como ajustador de pH (componente (c)). Después de la filtracién a través de un filtro
de esterilizacion de 0,2 um, se rellen6 un vial de vidrio con 1 ml de la mezcla y se sell6 herméticamente con un tap6n
de goma de butilo, con lo que se obtuvo la formulacion liquida del Ejemplo 1.

Ejemplos 2-10

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (1), trehalosa, un ajustador de pH (acido clorhidrico
y/o hidréxido de sodio) y agua para inyeccion en las cantidades descritas en la Tabla 1 0 2, rellenando un vial y sellando
herméticamente con un tapdn de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los Ejemplos
2,3,5-8y10.

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (1), trehalosa, un ajustador de pH (acido clorhidrico
y/o hidroxido de sodio) y agua para inyeccién en las cantidades descritas en la Tabla 1 o 2, rellenando un vial, y
sellando herméticamente con un tapon de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los
Ejemplos 4y 9.

Tabla 1

Componente Ejemplo 1 Ejemplo2 | Ejemplo 3 Ejemplo 4 | Ejemplo 5
péptido (1) (mg) 10 10 10 10 10
trehalosa (mg) 10 10 10 10 10
acido clorhidrico C.s.

hidréxido de sodio C.s.

agua para inyeccion C.S.

pH 1 1,5 2 2,5 3
cantidad total 29

10



10

15

ES2916834 T3

Tabla 2

Componente Ejemplo6 |Ejemplo7 Ejemplo8 |Ejemplo9 |Ejemplo 10
péptido (1) (mg) 10 10 10 10 10
trehalosa (mg) 20 20 20 20 20
acido clorhidrico C.s.

hidréxido de sodio c.s.

agua para inyeccion C.S.

pH 1 1,5 2 2,5 3
cantidad total 29

Ejemplos 11-19 (no segun la invencion)

De la misma manera que en el Ejemplo 1, el péptido mostrado en SEQ ID NO: 1 (WAPVLDFAPPGASAYGSL) (de
aqui en adelante péptido (2)) como componente (a), trehalosa, un ajustador de pH (acido clorhidrico y/o hidroxido de
sodio), y agua para inyeccion, se prepararon en las cantidades descritas en la Tabla 3 o 4, se rellenaron en un vial y
se sellaron herméticamente con un tapén de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de
los Ejemplos 12, 15y 18.

De la misma manera que en el ejemplo 1, el péptido mostrado en SEQ ID NO: 1 (WAPVLDFAPPGASAYGSL) (en
adelante péptido (2)) como componente (a), trehalosa, un ajustador de pH (acido clorhidrico y/o hidréxido de sodio), y
el agua para inyeccion se prepara en las cantidades descritas en la Tabla 3 o 4, rellenando un vial y sellando
herméticamente con un tapon de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los Ejemplos
11,13, 14, 16,17 y 19.

Tabla 3
componente Ejemplo 11 | Ejemplo 12 | Ejemplo 13 | Ejemplo 14 | Ejemplo 15
péptido (2) (mg) 2 2 2 2 2
trehalosa (mg) 10 10 10 10 10
acido clorhidrico C.s.
hidréxido de sodio C.s.
agua para inyeccion C.S.
pH 2 3 4 5 6
cantidad total 29

Tabla 4
componente Ejemplo 16 Ejemplo 17 Ejemplo 18 Ejemplo 19
péptido (2) (mg) 2 2 2 2
trehalosa (mg) 10 10 10 10
acido clorhidrico c.s.
hidréxido de sodio c.s.
agua para inyeccion C.S.
pH 7 8 9 10

cantidad total 29
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Ejemplos 20-24

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (1), trehalosa, D-manitol, agua para inyeccion, un
ajustador de pH (acido clorhidrico y/o hidréxido de sodio) en las cantidades descritas en la Tabla 5, rellenando un vial
y sellando herméticamente con un tapon de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los
Ejemplos 20-24.

Tabla 5

componente Ejemplo 20 | Ejemplo 21 | Ejemplo 22 | Ejemplo 23 | Ejemplo 24
péptido (1) (mg) 10 20 20 20 20
trehalosa (mg) 20 20 20 20 20
D-manitol (mg) 10 10 10 10 10
acido clorhidrico C.s.

agua para inyeccion C.S.

pH 1 1,5 2 25 3
cantidad total 29

Ejemplo 25

El péptido (1) y la trehalosa preparados en las cantidades descritas en la Tabla 6, se afiadieron a una cantidad
adecuada de agua para inyeccion y la mezcla se dispersé mediante una maquina agitadora, después de lo cual el pH
se ajustd a 4 con acido clorhidrico y/o hidréxido de sodio como ajustador de pH, para proporcionar la formulacion en
suspension del Ejemplo 25.

Ejemplos 26-29

De la misma manera que en el Ejemplo 25, se afadieron el péptido (1) y trehalosa preparados en las cantidades
descritas en la Tabla 6 a una cantidad adecuada de agua para inyeccion, y se usoé el ajustador de pH descrito en la
Tabla 6 y se ajusté al pH de la Tabla 6 para proporcionar las formulaciones en suspension de los Ejemplos 26-29.

Tabla 6

componente Ejemplo 25 | Ejemplo 26 | Ejemplo 27 | Ejemplo 28 | Ejemplo 29
péptido (1) (mg) 10 10 10 10 10
trehalosa (mg) 10 10 10 10 10
acido clorhidrico C.s.

hidréxido de sodio C.s.

agua para inyeccion C.S.

pH 4 6 7 8 10
cantidad total 29

Ejemplo 30 (no segun la invencion)

El péptido (2) como péptido (componente (a)), trehalosa (componente (b)), trometamol como ajustador de pH
(componente (c)) se disolvieron en agua para inyeccion en las cantidades descritas en la Tabla 7. Después de la
filtracion a través de un filtro de esterilizacion de 0,2 um, se rellen6 1 ml de la mezcla en un vial de vidrio, y se sellé
herméticamente con un tapon de goma de butilo, con lo que se obtuvo la formulacién liquida del Ejemplo 30.

Ejemplos 31-34 (no segun la invencion)

De la misma manera que en el Ejemplo 30, se prepararon el péptido (2), trehalosa, un ajustador de pH y agua para
inyeccion en las cantidades descritas en la Tabla 7, se rellenaron en un vial y se sellaron herméticamente con un tapén
de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los Ejemplos 31-34.
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componente
péptido (2) (mg)
trehalosa (mg)
trometamol (mg)
histidina (mg)
L-arginina (mg)
meglumina (mg)
hidrogenofosfato disédico (mg)
acido clorhidrico
agua para inyeccion
pH

cantidad total

Ejemplos 35-37 (no segun la invencién)

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (2), trehalosa, los agentes solubilizantes (acido
citrico, &cido lactico, acido tartarico), un ajustador de pH (acido clorhidrico) y agua para inyeccion en las cantidades
descritas en la Tabla 8, rellenando un vial y sellando herméticamente con un tapén de goma de butilo, con lo que se

ES2916834 T3

Tabla 7
Ejemplo 30 |Ejemplo 31 | Ejemplo 32

20 20 20
20 20 20

20 - -

- 40 -
- - 20
C.s.
C.s.

7 7 7
29

obtuvieron las formulaciones liquidas de los Ejemplos 35-37.

componente
péptido (2) (mg)
trehalosa (mg)
acido citrico (mg)
acido lactico (mg)
acido tartarico (mg)
acido clorhidrico
agua para inyeccion
pH

cantidad total

Ejemplos 38-43 (no segun la invencién)

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (2), trehalosa, un agente solubilizante (acido
tartarico), un ajustador de pH (acido clorhidrico) y agua para inyeccién en las cantidades descritas en la Tabla 9 o 10,
rellenando un vial y sellando herméticamente con un tapén de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las

Tabla 8
Ejemplo 35 Ejemplo 36
100 100
500 500
55 -
- 50
c.S.
c.S.
2,6 2,8
109

formulaciones liquidas de los Ejemplos 38-43.
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Ejemplo 33
20
20

20

Ejemplo 34
20
20

20

Ejemplo 37

100

500

50

2,5



componente
péptido (2) (mg)
trehalosa (mg)
acido tartarico (mg)
acido clorhidrico
agua para inyeccion
pH

cantidad total

componente
péptido (2) (mg)
trehalosa (mg)
acido tartarico (mg)
acido clorhidrico
agua para inyeccion
pH

cantidad total

ES2916834 T3

Tabla 9

Ejemplo 38
150
200
30

2,5
10g

Tabla 10

Ejemplo 41
200
800
50

2,5
209

Ejemplo 39
150
800
50
C.S.

C.S.
2,6

Ejemplo 42
113
225
22,5
c.s.

c.s.
2,5

159

Ejemplo 40
200
200
30

2,5
209

Ejemplo 43
113
300
37,5

25

Ejemplos 44-47 (no segun la invencion)

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (2), trehalosa, un agente solubilizante (acido
tartarico), un ajustador de pH (acido clorhidrico) y agua para inyeccion en las cantidades descritas en la Tabla 11,
rellenando en un vial y sellando herméticamente con un tapén de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las
formulaciones liquidas de los Ejemplos 44-47.

Tabla 11

componente Ejemplo 44 Ejemplo 45 Ejemplo 46 Ejemplo 47
péptido (2) (mg) 150 151 151 151
trehalosa (mg) 113 113 113 113
acido tartarico (mg) - 7,5 22,5 37,5
acido clorhidrico C.s.

agua para inyeccion C.S.

pH 2,5 2,6 2,5 2,5
cantidad total 159

Ejemplos 48-50

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (1), trehalosa, D-manitol, agua para inyecciéon y un
ajustador de pH (acido clorhidrico) en las cantidades descritas en la Tabla 12, se rellenaron en un vial y se sellaron
herméticamente con un tapdn de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los Ejemplos
48-50.
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Tabla 12
componente Ejemplo 48 Ejemplo 49 Ejemplo 50
péptido (1) (mg) 91 92 92
trehalosa (mg) 46 138 46
D-manitol (mg) 46 92 138
acido clorhidrico C.s.
agua para inyeccion C.S.
pH 2,3 2,3 2,3
cantidad total 9,149 9,29

Ejemplos 51-54

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (1), trehalosa, D-manitol, metionina, agua para
inyeccion y un ajustador de pH (acido clorhidrico) en las cantidades descritas en la Tabla 13, rellenando un vial y
sellando herméticamente con un tapon de goma de buitilo, con lo que se obtuvo la formulacién liquida del Ejemplo 52.

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (1), trehalosa, D-manitol, metionina, agua para
inyeccion y un ajustador de pH (acido clorhidrico) en las cantidades descritas en la Tabla 13, rellenando un vial y
sellando herméticamente con un tapon de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los
Ejemplos 51, 53 y 54.

Tabla 13

componente Ejemplo 51 Ejemplo 52 Ejemplo 53 Ejemplo 54
péptido (1) (mg) 20 20 20 20
trehalosa (mg) 10 20 10 20
D-manitol (mg) 10 10 10 10
L-metionina (mg) 15 15 15 15
acido clorhidrico C.s.

agua para inyeccion C.S.

pH 25 25 3 3
cantidad total 2g

Ejemplos 55-58 (no segun la invencién)

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (2), trehalosa, el &cido tartarico, agua para inyeccion
y un ajustador de pH (acido clorhidrico) en las cantidades descritas en la Tabla 14, rellenando un vial y sellando
herméticamente con un tapdn de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los Ejemplos
55y 56.

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se prepararon el péptido (2), trehalosa, el acido tartarico, agua para inyeccion
y un ajustador de pH (&acido clorhidrico) en las cantidades descritas en la Tabla 14, rellenando un vial y sellando
herméticamente con un tap6n de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las formulaciones liquidas de los Ejemplos
57 y 58.

Tabla 14
componente Ejemplo 55 Ejemplo 56 Ejemplo 57 Ejemplo 58
péptido (2) (mg) 18 18 18 18
trehalosa (mg) 36 24 36 24
acido tartarico (mg) 3,6 3,6 3,6 3,6
acido clorhidrico C.s.
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componente Ejemplo 55 Ejemplo 56 Ejemplo 57 Ejemplo 58
agua para inyeccion C.S.

pH 25 25 3 3
cantidad total 2449

Ejemplos 59-66

De la misma manera que en el Ejemplo 1, se preparan el péptido (1), el péptido (2), trehalosa, D-manitol, L-metionina,
acido tartarico, agua para inyeccién y un ajustador de pH (acido clorhidrico) en las cantidades descritas en la Tabla
15 0 16, rellenando un vial y sellando herméticamente con un tapén de goma de butilo, con lo que se obtuvieron las
formulaciones liquidas de los Ejemplos 59-66.

Tabla 15
componente Ejemplo 59 Ejemplo 60 Ejemplo 61 Ejemplo 62
péptido (1) (mg) 40 40 40 40
péptido (2) (mg) 30 30 30 30
trehalosa (mg) 30 40 45 50
D-manitol (mg) 10 10 10 10
L-metionina (mg) 30 30 30 30
acido tartarico (mg) 6 6 6 6
acido clorhidrico C.s.
agua para inyeccion C.S.
pH 2,5 2,5 2,5 2,5
cantidad total 49

Tabla 16
componente Ejemplo 63 Ejemplo 64 Ejemplo 65 Ejemplo 66
péptido (1) (mg) 40 40 40 40
péptido (2) (mg) 30 30 30 30
trehalosa (mg) 30 40 45 50
D-manitol (mg) 10 10 10 10
L-metionina (mg) 30 30 30 30
acido tartarico (mg) 6 6 6 6
acido clorhidrico C.s.
agua para inyeccion C.S.
pH 3 3 3 3
cantidad total 49

Preparacién de la formulacion liofilizada
Ejemplos 1A-66A (solo las formulaciones que comprenden el péptido (1) estan de acuerdo con la invencion)

Las formulaciones liquidas o las formulaciones en suspensién producidas en los Ejemplos 1, 4, 6, 9, 11, 13, 14, 16,
17, 19, 20, 51, 53, 54 y 57-66 se rellenan en viales de vidrio, se colocan en una liofilizadora y se liofilizan para
proporcionar las formulaciones liofilizadas de los Ejemplos 1A, 4A, 6A, 9A, 11A, 13A, 14A, 16A, 17A, 19A, 20A, 51A,
53A, 54A y 57A-66A. La liofilizacién se realiza en condiciones que incluyen congelar una formulacion liquida o una
formulacion en suspensién a cerca de -40°C, reducir la presién en la liofilizadora al vacio, aumentando
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simultaneamente la temperatura en la liofilizadora a cerca de -20°C y secando durante aproximadamente 20 h, y
aumentando de la temperatura en la liofilizadora hasta cerca de 30°C y secando durante aproximadamente 12 h.

Las formulaciones liquidas producidas en los Ejemplos 2, 3, 5, 7, 8, 10, 12, 15, 18, 21-50, 52, 55 y 56 se rellenaron en
viales de vidrio, se colocaron en una liofilizadora y se liofilizaron para proporcionar las formulaciones liofilizadas de los
Ejemplos 2A, 3A, 5A, 7A, 8A, 10A, 12A, 15A, 18A, 21A-50A, 52A, 55A y 56A. La liofilizacion se realizé en condiciones
que incluian congelar una formulacién liquida o una formulacién en suspension a cerca de -40°C, reducir la presion
en la liofilizadora al vacio, aumentar simultdneamente la temperatura en la liofilizadora a cerca de -20°C y secar
durante aproximadamente 20 h, y aumentar la temperatura en la liofilizadora hasta cerca de 30°C y secar durante
aproximadamente 12 h.

Ejemplo experimental 1. Evaluacion de la estabilidad de las formulaciones liquidas y en suspension

Las formulaciones liquidas de los Ejemplos 2, 3, 5, 7, 8, 10, 12, 15, 18, 21-26, 30-34 y 52 se almacenaron a 25°C
durante 1 semana y se evalué la pureza. La pureza se midié mediante un método de cromatografia liquida de alta
resolucion de fase inversa (longitud de onda de deteccién: 220 nm) utilizando una columna de fase inversa C18 (2,1
mm x 150 mm, 1,7 um o0 4,6 mm x 150 mm, 5 um) y agua pura, acetonitrilo, acido trifluoroacético como fase movil.
Usando el area del pico medida por este método, se calculé la pureza relativa (frente al valor inicial) basada en la
pureza del péptido y la pureza antes del almacenamiento como el 100% con la siguiente férmula.

pureza del péptido (%) = area del pico del péptido/area del pico total que contiene una sustancia relacionada x 100

pureza relativa (frente al valor inicial ) (%) = pureza del péptido en una muestra almacenada/pureza del péptido
antes del almacenamiento x 100

Los resultados se muestran en la Tabla 17. Cada formulacion mostraba no menos del 80% a 25°C, 1 semana, y se
pudo obtener una formulacién estable.

Tabla 17

pureza (frente al valor inicial) (%)

antes del almacenamiento 25°C, 1 semana
Ejemplo 2 100 94
Ejemplo 3 100 99
Ejemplo 5 100 99
Ejemplo 7 100 94
Ejemplo 8 100 98
Ejemplo 10 100 100
Ejemplo 12 100 98
Ejemplo 15 100 100
Ejemplo 18 100 100
Ejemplo 21 100 94
Ejemplo 22 100 98
Ejemplo 23 100 99
Ejemplo 24 100 100
Ejemplo 25 100 99
Ejemplo 26 100 94
Ejemplo 30 100 100
Ejemplo 31 100 100
Ejemplo 32 100 100
Ejemplo 33 100 100
Ejemplo 34 100 100
Ejemplo 52 100 99
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Ejemplo experimental 2. Evaluacion de la estabilidad de la formulacién liofilizada

Las formulaciones liofilizadas de los Ejemplos 5A, 10A, 12A, 15A, 18A, 23A-26A, 30A-43A, 48A-50A, 52A, 55A y 56A
se conservaron a 60°C durante 2 semanas, se afiadié agua para inyeccién para convertirlas en formulaciones liquidas,
y se evalud la pureza. La pureza se midio y se calcul6 de la misma manera que en el Ejemplo experimental 1.

5 Los resultados se muestran en la Tabla 18. Cada formulacion mostraba no menos del 80% a 60°C, 2 semanas, y se
pudo obtener una formulacién estable.

Tabla 18

pureza (frente al valor inicial) (%)

antes del almacenamiento 60°C, 2 semanas

Ejemplo 5A 100 95
Ejemplo 10A 100 95
Ejemplo 12A 100 82
Ejemplo 15A 100 100
Ejemplo 18A 100 100
Ejemplo 23A 100 92
Ejemplo 24A 100 99
Ejemplo 25A 100 98
Ejemplo 26A 100 98
Ejemplo 30A 100 99
Ejemplo 31A 100 100
Ejemplo 32A 100 100
Ejemplo 33A 100 99
Ejemplo 34A 100 99
Ejemplo 35A 100 91

Ejemplo 36A 100 92
Ejemplo 37A 100 97
Ejemplo 38A 100 97
Ejemplo 39A 100 98
Ejemplo 40A 100 97
Ejemplo 41A 100 99
Ejemplo 42A 100 97
Ejemplo 43A 100 97
Ejemplo 48A 100 96
Ejemplo 49A 100 94
Ejemplo 50A 100 94
Ejemplo 52A 100 96
Ejemplo 55A 100 97
Ejemplo 56A 100 96

Ejemplo experimental 3. Evaluacion de la capacidad para volver a solubilizar la formulacion liofilizada

10 Las formulaciones liofilizadas de los Ejemplos 44A-47A se almacenaron a 40°C durante 1 mes, y la propiedad de
disolucién cuando se afadia agua para inyeccion para reconstituir el agua, se confirmé mediante observacién visual.
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Los resultados se muestran en la Tabla 19. Los resultados de la Tabla 19 sugieren que la adicién por adelantado de
acido tartarico como agente solubilizante, mejora la capacidad para volverse a solubilizar.

Tabla 19

Capacidad de volverse a solubilizar

Ejemplo 44A | Agitar a mano durante 5 minutos después de anadir agua para inyeccion, no provocaba la
disolucién. Se disolvia después de agitar con una mezcladora manual durante 3 min y sometiendo
a ultrasonidos durante varios segundos.

Ejemplo 45A | Agitar a mano durante 2 min después de afiadir agua para inyeccion, no provocaba una disolucién.
Se disolvia después de agitar con una mezcladora manual durante 3 min.

Ejemplo 46A | Se disolvia rapidamente después de la adicion de agua para inyeccion.

Ejemplo 47A | Se disolvia rapidamente después de la adicion de agua para inyeccion.

Ejemplo experimental 4. Confirmacién de la actividad inductora de CTLs especificos

Se obtuvo la formulacion liquida del Ejemplo 67 que contenia péptido (1), trehalosa, D-manitol, metionina, agua para
inyeccion, un ajustador de pH (acido clorhidrico) con la misma proporcion de composicién que en el Ejemplo 51 y con
un pH ajustado a 2,7. La formulacion liquida del Ejemplo 67 se rellen6 en un vial con 2 ml, se colocé en una liofilizadora
y se liofilizé para proporcionar la formulacion liofilizada del Ejemplo 67A. La formulacién liofilizada del Ejemplo 67A
que contenia el péptido (1) y la formulacién liofilizada del Ejemplo 55A que contenia el péptido (2), se mezclaron con
adyuvante para proporcionar una composicion de vacuna contra el cancer. Ademas, la estabilidad de la formulacién
liofilizada del Ejemplo 67A se evalud de la misma manera que en el Ejemplo Experimental 2. Como resultado, la pureza
relativa (frente al valor inicial) después del almacenamiento a 25°C durante 3 meses, era del 100%, y se pudo obtener
una formulacion estable.

1) Preparacion de la composicion de la vacuna contra el cancer

La formulacion liofilizada del Ejemplo 55A que contenia el péptido (2) se reconstituy6 en 1,2 ml de agua para inyeccion.
La solucién reconstituida se recogié en 1 ml, se afadié y se volvio a disolver en la formulacién liofilizada del Ejemplo
67A que contenia el péptido (1) para proporcionar la formulacion liquida del Ejemplo 68. La formulacién liquida (0,9
ml) se mezclé con Montanide (0,9 ml) como adyuvante y la mezcla se emulsion6 para proporcionar la composicion de
vacuna contra el cancer del Ejemplo 67.

2) Evaluacion de la actividad inductora de CTLs

La capacidad de inducir CTLs de la composicion de vacuna contra el cancer mencionada anteriormente, se evalud
mediante una prueba de induccién de CTLs in vivo usando ratones transgénicos HLA-A+02:01 y ratones transgénicos
HLA-A-24:02.

Un ratén transgénico HLA-A+<02:01, que es defectuoso para el MHC de ratén, expresa un HLA quimera de MHC HLA-
A+<02:01 humano y MHC H-2DP de ratén, asi como HLA-DRB1+01:01. Usando ese ratén, se puede seleccionar un
péptido capaz de inducir CTLs en seres humanos positivos para HLA-A*02 (Eur J Inmunol. 2004; 34:3060-9). Por otro
lado, el raton transgénico HLA-A*24:02 (C57BL/6CrHLA-A2402/K) es un ratdén que expresa un HLA quimera de HLA-
A+24:02, que es MHC humano y H-2K°, que es MHC de ratdn. Usando ese ratdn, se puede seleccionar un péptido
capaz de inducir CTLs en seres humanos positivos para HLA-A*24 (Int J Cancer. 2002; 100:565-70).

La composicion de vacuna contra el cancer mencionada anteriormente se administrd por via intradérmica en dos sitios
en la base de la cola del ratén, con 50 pl/sitio. Para la evaluacién de la induccién de los linfocitos T especificos del
péptido, en la composicion de vacuna contra el cancer, se usé el kit de ensayo ELISPOT para IFNy. Una semana
después de la administracion, el raton fue sacrificado con gas COz, se aislé el bazo y se prepararon los esplenocitos.
La placa de ELISPOT se traté con un anticuerpo anti-IFNy de raton, el dia anterior a la preparacién de los esplenocitos
y se bloque6 con medio RPMI1640 que contenia FBS al 10%, el dia de la preparacién de los esplenocitos. Los
esplenocitos preparados obtenidos a partir de ratones transgénicos HLA-A+02:01 se sembraron con 1,25 x
105 células/pocillo, y los esplenocitos preparados obtenido a partir de los ratones HLA-A+24:02 se sembraron con
5x105 células/pocillo, cada uno en la placa ELISPOT bloqueada. El péptido (SEQ ID NO: 3, 5) se disolvié en DMSO a
40 mg/mL y se diluy6 adicionalmente hasta 40 g/mL con medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10%. El péptido diluido
(SEQ ID NO: 3) se anadi6 a los esplenocitos obtenidos a partir de ratones transgénicos HLA-A<02:01 con una
concentracién final de 10 ug/mL. Ademas, se afiadio el péptido diluido (SEQ ID NO: 5) a los esplenocitos obtenidos a
partir de ratones transgénicos HLA-A*24:02 con una concentracion final de 10 pug/mL. A partir de ese momento, las
células se cultivaron durante 18-20 horas a 37°C, 5% de CO: para estimular de nuevo con el péptido in vitro. Después
del cultivo, se eliminé el material sobrenadante y se permitié que la placa ELISPOT desarrollara color de acuerdo con
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el protocolo adjunto. El nimero de manchas que desarrollaron color se midi6 mediante un aparato ImmunoSpot
Analyzer (fabricado por C.T.L.).

Los resultados del ensayo de ELISPOT para IFNy usando el ratén transgénico HLA-A<02:01 se muestran en la Fig. 1,
y los resultados del ensayo ELISPOT para IFNy usando el ratén transgénico HLA-A+<24:02 se muestran en la Fig. 2.

En las Figs. 1y 2, el eje vertical muestra el nimero de células que reaccionaban en las células sembradas, y el eje
horizontal muestra el péptido sometido a pulsos in vitro. En la Fig. 1, la barra negra muestra los resultados del cultivo
de esplenocitos obtenidos a partir de ratones transgénicos HLA-A+02:01 sometiendo a pulsos el péptido que se
muestra en SEQ ID NO: 3, y la barra blanca muestra los resultados del cultivo sin pulsos. Es decir, una diferencia en
los valores de la barra negra y la barra blanca muestra el nimero de CTLs especificos de péptido, y se mostr6 que la
administracién de la composicién de vacuna contra el cdncer mencionada anteriormente inducia CTLs especificos
para el péptido que se muestra en SEQ ID NO: 3 en el cuerpo del ratén. En la Fig. 1, la barra blanca no muestra ningdn
valor. Esto significa ausencia de reaccion de los esplenocitos del raton transgénico HLA-A+<02:01 cuando el péptido
objeto no se sometié a pulsos. Como resultado de esta prueba, se confirmé la produccion de IFNy especifico para el
péptido que se muestra en SEQ ID NO: 3 en los esplenocitos obtenidos a partir de raton transgénico HLA-A+02:01.

En la Fig. 2, ademas, la barra negra muestra los resultados del cultivo de esplenocitos obtenidos a partir de ratones
transgénicos HLA-A*24:02 sometiendo a pulsos el péptido que se muestra en SEQ ID NO: 5, y la barra blanca muestra
los resultados del cultivo sin pulsos. Es decir, una diferencia en los valores de la barra negra y la barra blanca muestra
el numero de células reactivas con el péptido, y se mostrdé que la administracién de la composicién de vacuna contra
el cancer mencionada anteriormente inducia CTLs especificos para el péptido que se muestra en SEQ ID. NO: 5 en
el cuerpo del raton. En la Fig. 2, la barra blanca no muestra ningin valor. Esto significa ausencia de reaccién de los
esplenocitos del ratén transgénico HLA-A*24:02 cuando el péptido objeto no se someti6 a pulsos. Como resultado de
esta prueba, se confirmo la produccion de IFNy especifico para el péptido que se muestra en SEQ ID NO: 5 en los
esplenocitos obtenidos a partir de raton transgénico HLA-A*24:02.

Por ello, se aclar6 que la composicion de vacuna contra el cancer mencionada anteriormente puede inducir CTLs
especificos para los péptidos que se muestran en SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 5 in vivo. Por lo tanto, se sugiere que
una formulacion preparada de nuevo a partir de una formulacion en la que el péptido que incluye el péptido (1) es
estable y una formulacién en la que el péptido que incluye el péptido (2) es estable, puede usarse como vacuna contra
el cancer.

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencion, se puede proporcionar una formulacion en suspension que contiene el péptido
del antigeno del cancer obtenido a partir de la proteina WT1 y que muestra una buena capacidad de suspension, y
una formulacién liofilizada obtenida mediante la liofilizacién de la formulacién en suspension y que tiene una estabilidad
elevada, y el péptido se puede usar como vacuna contra el cancer.

Esta solicitud se basa en un documento de solicitud de patente n°® 2014-197667 presentado en Japo6n (fecha de
presentacion: 27 de septiembre de 2014)

Lista de secuencias
<110> Sumitomo Dainippon Pharma Co., Ltd.
<120> Composicion farmacéutica para inyeccion

<130> 092363

<150> JP 2014-197667
<151> 27-09-2014

<160> 6

<210> 1

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> péptido
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<400> 1
Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pr¢ Pro Gly Ala Ser Ala Tyr Gly

1

Ser Leu

<210>2

<211> 449

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Gly Ser Asp Val

1

Ser

Gln

Gly

Pro

Ala

Ser

Leu

Trp

Ser

50

Pro

Glu

Gly

Gly

Ala

35

Leu

Pro

Pro

Gln

Gly

20

Pro

Gly

Pro

Hisg

Phe
100

5

5

Gly

val

Gly

His

Glu

8s

Thr

Arg

Gly

Leu

Pro

Ser

Glu

Gly

Asp

Gly

Asp

Ala

55

Phe

Gln

Thr

Leu

Cys

Phe

40

Pro

Ile

Cys

Ala
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Asn

Ala

25

Ala

Pro

Lys

Leu

Gly
105

10

Ala

10

Leu

Pro

Pro

Gln

Ser

90

Ala

Leu

Pro

Pro

Ala

Glu

Ala

Cys

Leu

val

Gly

Pro

60

Pro

Phe

Arg

21

Pro

Ser

Ala

45

Pro

Ser

Thr

Tyr

Ala

Gly

30

Ser

Pro

Trp

val

Gly
110

15

Val

15

Ala

Ala

Pro

Gly

His

95

Pro

Pro

Ala

Tyr

Pro

Gly

Phe

Phe



Gly

Pre

Arg

145

Gly

Lys

Tyr

Cys

Agn

225

Met

Ser

Ser

His

Gly

305

Arg

Leu

Tyr

Pro

Asn

130

Asn

His

His

Ser

Thr

210

Leu

Asn

val

Asp

Thr

290

val

Pro

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Gln

Thr

Glu

Val

195

Gly

Tyr

Leu

Lys

Asn

275

His

Ala

Phe

His

Cys

Pro

Pro

Gly

Pro

Asp

180

Pro

Ser

Gln

Gly

260

His

Gly

Pro

Met

Leu

340

Asp

Pro

Tyr

Tyr

Ser

165

Pro

Pro

Gln

Met

Ala

245

Thr

Thr

Val

Thr

Cys

325

Gln

Phe

Ser

Leu

Ser

150

His

Met

Pro

Ala

Thr

230

Thr

Glu

Thr

Phe

Leu

310

Ala

Met

Lys

Gln

Pro

135

Thr

His

Gly

Val

Leu

215

Ser

Leu

Gly

Pro

Arg

295

val

Tyr

His

Agp

Ala

120

Ser

Val

Ala

Gln

Tyr

200

Leu

Gln

Lys

Gln

Ile

280

Gly

Arg

Pro

Ser

Cys
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Ser

Cys

Thr

Ala

Gln

185

Gly

Leu

Leu

Gly

Ser

265

Leu

Ile

Ser

Gly

Arg

345

Glu

Ser

Leu

Phe

Gln

170

Gly

Cys

Arg

Glu

val

250

Asn

Cys

Gln

Ala

Cys

330

Lys

Arg

Gly

Glu

Asp

155

Phe

Ser

His

Thr

Cys

235

Ala

His

Gly

Asp

Ser

315

Asn

His

Arg

Gln

Ser

140

Gly

Pro

Leu

Thr

Pro

220

Met

Ala

Ser

Ala

Val

300

Glu

Lys

Thr

Phe

22

Ala

125

Gln

Thr

Asn

Gly

Pro

205

Tyr

Thr

Gly

Thr

Gln

285

Arg

Thr

Arg

Gly

Ser

Arg

Pro

Pro

His

Glu

190

Thr

Ser

Trp

Ser

Gly

270

Tyr

Arg

Ser

Tyr

Glu

350

Arg

Met

Ala

Ser

Ser

175

Gln

Asp

Ser

Asn

Sear

255

Tyr

Arg

Val

Glu

Phe

335

Lys

Ser

Phe

Ile

Tyxr

160

Phe

Gln

Ser

Asp

Gln

240

Ser

Glu

Ile

Pro

Lys

320

Lys

Pro

Asp
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Cys

385

His

Arg

Arg

Leu

Leu

370

Lys

Thr

Trp

His

<210> 3
<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<223> péptido

<400> 3
Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu

1

<210> 4
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 4
Cys Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu

1

<210>5
<211>9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 5
Cys Tyr Thr Trp Asn Gln Met Asn Leu

1

<210>6
<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

355

Lys Arg

Thr Cys

Arg Thr

Pro Ser

420

Hig Asn
435

His

Gln

His

405

Cys

Met

5

5

5

Gln

Arg

390

Thr

Gln

His

Arg

375

Lys

Gly

Lys

Gln
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360

Arg His

Phe Ser

Lys Thr

Lys Phe

425

Arg Asn
440

Thr

Arg

Ser

410

Ala

Met

10

Gly

Ser

395

Glu

Arg

Thr

val

380

Asp

Lys

Ser

Lys

23

365

Lys

His

Pro

Asp

Leu
445

Pre

Leu

Phe

Glu

430

Gln

Phe

Lys

Ser

415

Leu

Leu

Gln

Thr

400

Cys

val

Ala



<220>
<223> péptido

<400> 6

ES2916834 T3

Cys Met Thr Trp Asn Gln Met Asn Leu

1

5
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica inyectable que comprende los siguientes componentes:
(a) uno o mas tipos de péptidos seleccionados a partir de un péptido representado por la férmula (1):

Gys-Arg-Mat-Phe ~Pro-Asn— Ala —#ro—-Tyr—Lety~—0OH

] , 1.
Gys-Tyr—Tar-Trp--Asn—Gln—Mat - Asn-—{ eu—0H t

en donde el enlace entre Cys y Cys es un enlace disulfuro, Leu-OH muestra que el extremo C-terminal de Leu
es un grupo carboxilo libre y otro enlace es un enlace peptidico y sus sales,
(b) trehalosa o hidrato de trehalosa, y
(c) un ajustador de pH.
2. La composicién segun la reivindicacién 1, que comprende ademéas metionina, preferiblemente L-metionina.
3. La composicion segun la reivindicacién 1 o 2, que comprende ademas manitol, preferiblemente D-manitol.
4. La composicion segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que tiene un pH de 1-3.

5. La composicién segun la reivindicacion 1, en la que el componente (a) comprende uno o mas tipos de péptidos
seleccionados a partir de un péptido representado por la férmula (1) y una sal del mismo, y uno o mas tipos de péptidos
seleccionados a partir de un péptido mostrado por Trp-Ala-Pro-Val-Leu-Asp-Phe-Ala-Pro-Pro-Gly-Ala-Ser-Ala-Tyr-Gly-
Ser-Leu (SEQ ID NO: 1) y una sal del mismo, preferiblemente que comprende ademéas manitol, preferiblemente D-
manitol y/o metionina, preferiblemente L-metionina.

6. La composicion segun la reivindicacion 5, que comprende ademas un agente solubilizante, preferiblemente acido
tartarico.

7. La composicién segun la reivindicacién 5 o 6, que tiene un pH de 2-3.

8. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que es una formulacién liquida, una formulacién
en suspension o una formulacion liofilizada.

9. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, que se produce afiadiendo una composicion que
comprende uno o mas tipos de péptidos seleccionados a partir de un péptido que consiste en la secuencia de
aminodcidos mostrada por Trp-Ala-Pro-Val-Leu-Asp-Phe-Ala-Pro-Pro-Gly-Ala-Ser-Ala-Tyr-Gly-Ser-Leu (SEQ ID NO:
1) y una sal del mismo, que esta en forma de una formulacién liquida, a una composicién segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, que esté en forma de formulacién liofilizada.

10. La composicién segun la reivindicacion 9, que es una formulacion liquida o una formulacién en suspension.

11. Una composicién de vacuna contra el cancer que comprende una composicion segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10.
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SEQ ID RO: 3

péptido sometido a

pulsos
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SEQ ID MO: 3
peptido no sometido a
pulsos
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Fig. 2

SEQ ID HO: §
péptido sometido a

pulsos

27

SEQ ID WD: 5
péptido no sometido a
pulsos
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