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“COMPOSICAO ADJUVANTE AQUOSA, COMPOSICAO
IMUNOGENICA, PROCESSO PARA PREPARAR UMA COMPOSICAO
IMUNOGENICA, E, KIT”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invengdo diz respeito a composi¢coes
adjuvantes aquosas que compreendem um agente de isotonicidade ndo 16nico
e com baixas concentracdes de sal, em particular, com concentragdes de
cloreto de sédio a 100 mM ou menos. A presente invencdo também diz
respeito a composi¢des imunogé€nicas que compreendem um antigeno ou
preparagdo de antigeno e as ditas composi¢oes adjuvantes aquosas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] Os adjuvantes sdao usados algumas vezes para
melhorar a resposta imune elevada a qualquer antigeno fornecido. Entretanto,
a inclusdo de adjuvantes em uma vacina ou composi¢ao imunogénica aumenta
a complexidade da preparacdo dos componentes, bem como a complexidade
de distribui¢do e formulacdo da composi¢ao da vacina. A preparacdo de cada
um dos componentes adjuvantes, bem como o componente antigénico, tem
que ser considerada pelos formuladores. Em particular, a compatibilidade do
componente antigénico com o componente adjuvante deve ser considerada.
Este é particularmente o caso onde pretende-se que os antigenos liofilizados
ou preparagdes antigénicas sejam reconstituidos com uma preparacdo
adjuvante. Em uma circunstancia como esta, € importante que o tampao da
preparacdo adjuvante seja adequado para o antigeno ou preparagao antigénica,
e que a imunogenicidade ou a solubilidade do antigeno nao seja afetada pelo
adjuvante.

SUMARIO DA INVENCAO

[003] Observou-se  que alguns antigenos sao
particularmente sensiveis a um fendmeno conhecido como "precipitacao por

sal", que pode ser definido como a precipitacdo de uma proteina a partir de
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sua solucdo por saturagdo com um sal, tal como cloreto de sdédio. Observou-se
que os antigenos sensiveis podem agregar e precipitar em uma concentragao
de cloreto de soédio tao baixa quanto 150 mM.

[004] Portanto, a presente invencdo fornece uma
composi¢ao adjuvante isotOnica aquosa que compreende um agonista do
receptor do tipo Toll (TRL) 4, e uma saponina em uma formulagdo
lipossomal, e um agente de isotonicidade ndo i6nico, em que a concentracao
de cloreto de sodio na dita composi¢ao € menos de 100 mM.

[005] A presente inven¢do fornece adicionalmente uma
composi¢ao adjuvante isotdnica aquosa que compreende um agonista de
TLR-4, e uma saponina em uma formulacdo lipossomal, € um agente de
1sotonicidade ndo i6nico, em que a for¢a idnica na dita composi¢cao € menos
de 100 mM.

[006] Além disso, a presente invencdo fornece uma
composi¢ao adjuvante isotOnica aquosa que pode ser usada para uma faixa
mais ampla de antigenos proteicos incluindo aqueles que sdo susceptiveis a
"precipitacdo por sal", bem como aqueles que ndo sao.

[007] A presente inven¢do também fornece uma
composi¢cao imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
antigénica, € uma composi¢cao adjuvante aquosa que compreende um agonista
de TLR-4, e uma saponina em uma formulacdo lipossomal e um agente
1sotdnico ndo i6nico, em que a concentracdo de cloreto de s6dio na dita
composi¢ao adjuvante € menos de 100 mM, e processos para preparar as ditas
composi¢des imunogenicas.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[008] A figura 1 descreve uma curva de atividade litica de
QS21.

[009] A figura 2 mostra o percentual de cada congénere

3D-MPL nas diferentes formulagdes ASA.
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[010] A figura 3 mostra o ciclo de secagem por

congelamento usado para a liofilizacao de PRAME/CpG.

[011] A figura 4 mostra uma comparagao ilustrada entre
PRAME e NYESO-1 reconstituidos em ASA (NaCl 150 mM) e ASA
(sorbitol).

[012] A figura 5 mostra a resposta humoral de

camundongos imunizados com PRAME/CpG formulado com diferentes
composi¢oes adjuvantes no experimento 1.

[013] A figura 6 mostra a protecio do tumor em
camundongos imunizados com PRAME/CpG formulado com diferentes
composi¢oes adjuvantes no experimento 1.

[014] A figura 7 mostra a resposta humoral de
camundongos imunizados com PRAME/CpG formulado com ASA (NaCl 150
mM), ASA (sorbitol) ou formulacdo liquida de ASA (NaCl 70 mM) no
experimento 2.

[015] A figura 8 mostra a resposta de CD4+ dos
camundongos imunizados com PRAME/CpG formulado com ASA (NaCl 150
mM), ASA (sorbitol) ou formulagdo liquida de ASA no experimento 2.

[016] A figura 9 mostra a protecio do tumor em
camundongos imunizados com PRAME/CpG formulado com ASA (NaCl 150
mM), ASA (sorbitol) ou formulagdo liquida de ASA no experimento 2.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[017] A presente invengdo descreve a substituicdo ou
substituicdo parcial de um agente de isotonicidade, que € um sal tal como
cloreto de s6dio, em uma composi¢ao adjuvante aquosa com um agente de
isotonicidade nao 10nico.

[018] Sabe-se bem que para a administragdo parenteral, as
solugdes podem ser fisiologicamente isotOnicas (isto €, apresentam uma

osmolalidade farmaceuticamente aceitdvel) para evitar a distor¢ao celular ou
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lise. Um "agente de isotonicidade" é um composto que € fisiologicamente
tolerado e transmite uma tonicidade adequada a uma formulacdo (por
exemplo, composi¢des imunogénicas da invencdo) para prevenir o fluxo
liquido de 4gua através das membranas celulares, que estdo em contato com a
formulacao.

[019] As composi¢Oes adjuvantes aquosas que sao
conhecidas contém cloreto de s6dio 100 mM ou mais, por exemplo, o sistema
adjuvante A (ASA) em WO 2005/112991 e WO02008/142133 ou os
adjuvantes lipossomais revelados em WO02007/068907. Da maneira
apresentada em WO2008/142133, tais composi¢Oes adjuvantes podem ser
usadas como diluente para reconstituir composi¢oes liofilizadas que
compreendem antigenos ou preparacdes antigénicas antes da vacinagdo. E
importante que tais composicdes reconstituidas sejam isotOnicas, isto €,
contenham uma concentragdo de sal substancialmente a mesma daquela
encontrada nas células corporais e sanguineas, de maneira tal que nenhum
encolhimento ou expansao celular seja causado na injecdo. Em geral, o
cloreto de sédio € usado como um agente de isotonicidade. Observou-se que
certos antigenos sdo particularmente sensiveis a "precipitacdo por sal", um
processo por meio do qual as proteinas em solugdo se agregam ou coagulam
quando em solucdes contendo altas concentracoes de sal.

[020] As concentracdes de sal nas quais os antigenos
proteicos se agregam variam de proteina para proteina. Foi identificado um
grupo de antigenos que se agrega em concentracoes relativamente baixas de
sal, por exemplo, em cerca de 100 mM ou menos de cloreto de sédio. Isto
significa que certas composi¢coes adjuvantes conhecidas ndo sao adequadas
para a reconstituicdio ou uso em composi¢des que compreendem estes
antigenos, uma vez que a agregaciao Ocorre.

[021] A presente invencdo fornece composi¢coes

adjuvantes aquosas que podem ser usadas como com tais antigenos, isto €,
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aqueles antigenos que se agregam em concentracoes de sal abaixo de 100 mM
de cloreto de sédio. As composi¢des adjuvantes aquosas da invencdo
compreendem um agonista de TLR-4, e uma saponina em uma formulagdo
lipossomal, e um agente de isotonicidade ndo i6nico, em que a concentragao
de cloreto de s6dio na composi¢cdo adjuvante € abaixo de cerca de 100 mM,
por exemplo, abaixo de 90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30
mM, 20 mM ou 15 mM. Em uma modalidade particular, a concentragao de
cloreto de s6dio na composi¢ao adjuvante € abaixo de 10 mM ou é SmM ou
menos. Em uma modalidade especifica adicional, a composicdo adjuvante €
essencialmente livre de cloreto de sodio. Essencialmente livre significa que a
concentragdo de cloreto de sddio € zero mM ou muito proxima a esta (isto é, 1
mM, 2 mM, ou 3 mM).

[022] Os versados na técnica podem testar facilmente a
concentragdo tanto de fons sédio (Na+) e cloreto (CI') usando técnicas e Kkits
conhecidos. Por exemplo, o s6dio pode ser determinado usando um Kkit, tal
como o kit de ensaio enzimditico de s6dio (Numero do catdlogo: BQO11
EAEL) da Biosupply. O cloreto pode ser determinado usando um Kkit, tal
como o kit de ensaio enzimitico de cloreto (Numero do catédlogo:
BQOO6EAEL) da Biosupply.

[023] A presente inven¢do fornece adicionalmente uma
composi¢ao adjuvante isotdnica aquosa que compreende um agonista de
TLR-4, e uma saponina em uma formulacdo lipossomal, € um agente de
isotonicidade nado i6nico, em que a forca i6nica € menos de 100 mM, por
exemplo, abaixo de 90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30
mM, 20 mM ou 15 mM. Em uma modalidade particular, a for¢ca i6nica na
composicdo adjuvante é abaixo de 10 mM ou é SmM ou abaixo desta. Em
uma modalidade especifica adicional, a composicdo adjuvante apresenta uma
forca i6nica que € zero mM ou muito proxima a esta.

[024] A forca i06nica de uma composi¢do adjuvante ou
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imunogénica da invencdo pode ser medida usando técnicas conhecidas pelos
versados na tecnologia, por exemplo, usando um medidor de condutividade.

[025] Um agente de isotonicidade ndao i6nico adequado
para uso em uma composicdo adjuvante aquosa da invenc¢do, que deve ser
combinada com uma composi¢ao antigénica, precisara ser adequado para uso
em humanos, bem como ser compativel com os antigenos na composicao
antigénica e adicionalmente compativel com outros componentes da
composi¢ao adjuvante.

[026] Em particular, a composi¢cdo adjuvante aquosa tem
que ser de maneira tal que os antigenos na composi¢ao antigénica, quando
combinados com a composi¢ao adjuvante, sejam capazes tanto de permanecer
na solucao quanto manter sua imunogenicidade.

[027] Em uma modalidade da presente invencdo, os
agentes de isotonicidade ndao i6nicos adequados sdo polidis, agucares (em
particular, sacarose, frutose, dextrose ou glicose) ou aminoacidos, tal como
glicina. Em uma modalidade, o poliol é um dalcool de acucar, especialmente
um 4dlcool de agucar C3-6. Os alcoois de agucar exemplares incluem glicerol,
ertritol, treitol, arabitol, xilitol, ribitol, sorbitol, manitol, dulcitol e iditol. Em
um exemplo especifico desta modalidade, um agente de isotonicidade ndo
16nico adequado € o sorbitol. Em uma modalidade particular da invengao, o
agente de isotonicidade ndo i0nico nas composi¢des da invengao € sacarose
e/ou sorbitol.

[028] Em uma modalidade, uma concentracdo adequada de
poliol na composicdo adjuvante aquosa € entre cerca de 3 e cerca de 15 %
(p/v), em particular, entre cerca de 3 e cerca de 10 % (p/v), por exemplo, entre
cerca de 3 e cerca de 7 % (p/v), por exemplo, entre cerca de 4 e cerca de 6 %
(p/v). Em um exemplo especifico desta modalidade, o poliol € sorbitol.

[029] A composicdo adjuvante aquosa compreende um

agonista do receptor do tipo Toll (TLR) 4, e uma saponina em uma
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formulacdo lipossomal. Isto significa que a saponina e 1 agonista de TLR-4
sdao formulados com lipossomos.

[030] O termo '"lipossomos", em geral refere-se a
estruturas lipidicas uni ou multilamelares (particularmente 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
ou 10 lamelares, dependendo do nimero de membranas lipidicas formadas)
incluidas em um interior aquoso. Os lipossomos e as formula¢des com
lipossomo sd@ao bem conhecidos na técnica. Os lipideos, que sdo capazes de
formar lipossomos incluem todas as substiancias com propriedades graxas ou
do tipo gordura. Os lipideos que podem ser os lipideos nos lipossomos pode
ser selecionados do grupo que compreende glicerideos, glicerofosfolipideos,
glicerofosfinolipideos, glicerofosfonolipideos, sulfolipideos, esfingolipideos,
fosfolipideos, isoprenolideos, esterdides, estearinas, esterdis, arqueolipideos,
lipideos catidnicos sintéticos e lipideos contendo carboidrato.

[031] Em uma modalidade, os lipossomos compreendem
um fosfolipideo. Os fosfolipideos adequados incluem (mas sem limitacdo):
fosfocolina (PC) que € um intermedidrio na sintese de fosfatidilcolina;
derivados naturais de fosfolipideo: fosfocolina de ovo, fosfocolina de soja,
fosfocolina de soja hidrogenada, esfingomielina como fosfolipideos naturais e
derivados  sintéticos de fosfolipideo: fosfocolina (didecanoil-L-a-
fosfatidilcolina [DDPC], dilauroilfosfatidilcolina [DLPC],
dimiristoilfosfatidilcolina [DMPC], dipalmitoil fosfatidilcolina [DPPC],
distearoil fosfatidilcolina [DSPC], dioleoil fosfatidilcolina [DOPC], 1-
palmitoil, 2-oleoilfosfatidilcolina [POPC], dielaidoil fosfatidilcolina [DEPC]),
fosfoglicerol  (1,2-Dimiristoil-sn-glicero-S-fosfoglicerol [DMPG], 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol [DPPG], 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoglicerol [DSPG], I-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
[POPG]), 4acido fosfatidico (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-4cido fosfatidico
[DMPA], acido dipalmitoil fosfatidico [DPPA], 4cido distearoil-fosfatidico

[DSPA]), fosfoetanolaminae (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
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[DMPE], 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina  [DPPE], 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina DSPE, 1,2-Dioleoil-sn-Glicero-3-
Fosfoetanolamina [DOPE]), fosfoserina, polietileno glicol [PEG],
fosfolipideo (mPEG-fosfolipideo, poliglicerina-fosfolipideo, fosfolipideo
funcionalizado, fosfolipideo terminal ativado). Em uma modalidade, os
lipossomos compreendem 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfoetanolamina.
Em uma modalidade, a fosfatidilcolina altamente purificada € usada e pode
ser selecionada do grupo que compreende fosfatidilcolina (ovo),
fosfatidilcolina hidrogenada (ovo), fosfatidilcolina (soja), fosfatidilcolina
hidrogenada (soja). Em uma modalidade adicional, os lipossomos
compreendem fosfatidiletanolamina [POPE] ou um derivado desta.

[032] O tamanho do lipossomo pode variar de 30 nm a
varios um, dependendo da composi¢ao do fosfolipideo e do método usado
para sua prepara¢ao. Em modalidades particulares da inven¢ao, o tamanho do
lipossomo estard na faixa de 50 nm a 500 nm e, em modalidades adicionais,
50 nm a 200 nm. O espalhamento dindmico da luz laser € um método usado
para medir o tamanho dos lipossomos bem conhecidos pelos versados na
técnica.

[033] Os lipossomos contém adequadamente um lipideo
neutro, por exemplo, fosfatidilcolina, que € adequadamente ndo cristalina em
temperatura ambiente, por exemplo, fosfatidilcolina de gema de ovo, dioleoil
fosfatidilcolina (DOPC) ou dilauril fosfatidilcolina. Em uma modalidade
particular, os lipossomos da presente invengao cont€ém DOPC. Os lipossomos
também podem conter um lipideo carregado que aumenta a estabilidade da
estrutura lipossomo-saponina para lipossomos compostos de lipideos
saturados. Nestes casos, a quantidade de lipideo carregado é adequadamente 1
a 20 % plp, preferivelmente 5 a 10 %. A razao de esterol para fosfolipideo € 1
para 50 % (mol/mol), adequadamente 20 para 25 %.

[034] Uma saponina particularmente adequada para uso na
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presente invencao € Quil A e seus derivados. Quil A € uma preparacao de
saponina isolada da arvore da América do Sul Quillaja saponaria Molina e
foi descrita primeiro por Dalsgaard et al. em 1974 ("Saponin adjuvants",
Archiv. fur die gesamte Virusforschung, Vol. 44, Springer Verlag, Berlin,
p243-254) por apresentar atividade adjuvante. Os fragmentos purificados de
Quil A foram isolados por HPLC, que mantém a atividade adjuvante sem a
toxicidade associada a Quil A (EP 0 362 278), por exemplo, QS7 e QS21
(também conhecida como QA7 e QA21 ). A QS-21 é uma saponina natural
derivada da casca de Quillaja saponaria Molina, que induz as células T
citotoxicas CD8+ (CTLs), as células Thl e uma resposta de anticorpo IgG2a
predominante. A QS21 é uma saponina preferida no contexto da presente
invencao.

[035] Em uma forma adequada da presente invencdo, o
adjuvante de saponina na composicdo imunogénica € um derivado de Quil A
de Saponaria molina, preferivelmente uma fracdo imunologicamente ativa de
Quil A, tal como QS-17 ou QS-21, adequadamente QS-21.

[036] Em uma modalidade especifica, a QS21 é fornecida
em sua composicdo menos reatogénica, onde € finalizada com um esterol
exogeno, tal como colesterol, por exemplo. Existem vérias formas particulares
de composi¢cdes menos reatogénicas em que a QS21 € finalizada com um
colesterol exdgeno. A saponina/esterol esti em uma estrutura de formulagao
lipossomal (WO 96/33739, Exemplo 1).

[037] Os ester6is adequados incluem [-sitosterol,
estigmasterol, ergosterol, ergocalciferol e colesterol. Em uma modalidade
particular, a composicdo adjuvante compreende colesterol como esterol. Estes
esterdis sdo bem conhecidos na técnica, por exemplo, colesterol € revelado no
indice Merck, 11* Edn., pagina 341, como um esterol de ocorréncia natural
encontrado em gordura animal.

[038] Onde a fracdo ativa da saponina € QS21, a razdo de
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QS21:esterol estard tipicamente na ordem de 1:100 a 1:1 (p/p),
adequadamente entre 1:10 a 1:1 (p/p), e preferivelmente 1:5 a 1:1 (p/p).
Adequadamente, o esterol em excesso estd presente, a razdo de QS21:esterol
sendo pelo menos 1:2 (p/p). Em uma modalidade, a razdao de QS21:esterol €
1:5 (p/p). O esterol € adequadamente colesterol.

[039] A composicdo adjuvante aquosa compreende um
agonista do receptor do tipo Toll 4 (TLR-4). "Agonista de TLR" significa um
componente que € capaz de causar uma resposta de sinalizacdo por meio de
uma via de sinalizacdo de TLR, tanto como um ligante direto quanto
indiretamente por meio da geracdo de ligante endégeno ou exdgeno (Sabroe
et al, J1 2003 p1630-5). Um agonista de TLR4 é capaz de causar uma resposta
de sinalizacdo por meio de uma via de sinalizagdo de TLR-4. Um exemplo
adequado de um agonista de TLR-4 é um lipopolissacarideo, adequadamente
um derivado nao téxico de lipideo A, particularmente monofosforil lipideo A
ou, mais particularmente, monofosforil lipideo A 3-desacilado (3D- MPL).

[040] O 3D-MPL ¢é vendido com o nome MPL pela
GlaxoSmithKline Biologicals N.A. e € referido em todo o documento como
MPL ou 3D-MPL. Ver, por exemplo, patentes U.S. 4.436.727, 4.877.611,
4.866.034 € 4.912.094. O 3D-MPL promove principalmente as respostas da
célula T CD4+ T com um fenétipo de IFN-g (Thl). O 3D-MPL pode ser
produzido de acordo com os métodos revelados em GB 2 220 211 A.
Quimicamente, € uma mistura de monofosforil lipideo A 3-desacilado com 4,
5 ou 6 cadeias aciladas. Nas composi¢des da presente invengdo, pequenas
particulas de 3D-MPL podem ser usadas para preparar a composi¢ao
adjuvante aquosa. 3D-MPL de particula pequena apresenta um tamanho de
particula de maneira tal que possa ser esterilizado por filtracdo por meio de
um filtro de 0,22 pm. Tais preparacdes sao descritas em WO 94/21292.
Preferivelmente, o 3D-MPL em p6 € usado para preparar as composicoes

adjuvantes aquosas da presente invencao.
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[041] Outros agonistas de TLR-4 que podem ser usados
sdo alquil glucosaminida fosfatos (AGPs), tais como aqueles revelados em
W098/50399 ou patente U.S. 6.303.347 (os processos para a preparacdo de
AGPs sdo também revelados), adequadamente RC527 ou RC529, ou sais
farmaceuticamente aceitaveis de AGPs, da maneira revelada na patente U.S.
6.764.840.

[042] Outros agonistas de TLR-4 adequados sao descritos
em WO02003/011223 e em WO 2003/099195, tais como composto I,
composto II e composto III revelados nas paginas 4-5 de W0O2003/011223 ou
nas paginas 3 a 4 de W0O2003/099195 e, em particular, aqueles compostos
revelados em W02003/011223 como ER803022, ER803058, ER803732,
ER804053, ER804057m ERS804058, ER804059, ER804442, ER804680 e
ER804764. Por exemplo, um agonista de TLR-4 adequado ¢ ER804057.

[043] As composi¢Oes adjuvantes aquosas da invencado
compreendem tanto uma saponina quanto um agonista de TLR-4. Em uma
modalidade particular, a composi¢do adjuvante aquosa compreende QS21 e
3D-MPL.

[044] Um agonista de TLR-4 tal como um
lipopolissacarideo, tal como 3D-MPL, pode ser usado em quantidades entre 1
e 100 pg por dose em humanos da composicdao adjuvante. O 3D-MPL pode
ser usado em um nivel de cerca de 50 ug, por exemplo, entre 40 a 60 ug,
adequadamente entre 45 a 55 pg, ou entre 49 a 51 pg ou 50 pg. Em uma
modalidade adicional, a dose em humanos da composicdo adjuvante
compreende 3D-MPL em um nivel de cerca de 25 pg, por exemplo, entre 20 a
30 pg, adequadamente entre 21 a 29 pg, ou entre 22 a 28 ng, ou entre 28 a 27
ug, ou entre 24 a 26 ug, ou 25 pg.

[045] Uma saponina, tal como QS21, pode ser usada em
quantidades entre 1 e 100 pug por dose em humanos da composi¢ao adjuvante.

A QS21 pode ser usada em um nivel de cerca de 50 pg, por exemplo, entre 40
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a 60 ng, adequadamente entre 45 a 55 pg, ou entre 49 e 51 pg, ou 50 pg. Em
uma modalidade adicional, a dose em humanos da composi¢do adjuvante
compreende QS21 em um nivel de cerca de 25 pg, por exemplo, entre 20 a 30
ng, adequadamente entre 21 a 29 pg, ou entre 22 a 28 ug, ou entre 28 e 27 pg,
ou entre 24 e 26 ug, ou 25 ug.

[046] Tanto o agonista de TLR4 quanto a saponina estao
presentes na composi¢ao adjuvante aquosa, a razdo de peso de agonista de
TLR4 para saponina € adequadamente entre 1:5 a 5:1, adequadamente 1:1.
Por exemplo, onde 3D-MPL estd presente em uma quantidade de 50 pg ou 25
nug, entdo, adequadamente, QS21 também pode estar presente em uma
quantidade de 50 pg ou 25 pg, respectivamente, por dose em humanos da
composi¢ao adjuvante aquosa.

[047] Quando o adjuvante deve ser combinado com uma
forma liquida de uma composi¢ao antig€nica, a composicao adjuvante estara
em um volume adequado de dose para humanos que € aproximadamente a
metade do volume final pretendido da dose de humanos. Por exemplo, um
volume de 500 pL. de adjuvante para uma dose em humanos final pretendida
de 1 mL, ou um volume de 250 plL. para uma dose em humanos final
pretendida de 0,5 mL. A composi¢do adjuvante é diluida quando combinada
com a composicdo de antigeno para fornecer a dose final de vacina em
humanos. O volume final de tal dose variard, certamente, dependendo do
volume inicial da composicdo adjuvante e do volume da composicdo de
antigeno adicionado a composicdo adjuvante. Em uma modalidade
alternativa, o adjuvante aquoso € usado para reconstituir uma composicao
liofilizada de antigeno. Nesta modalidade, O volume adequado de dose em
humanos da composi¢cdo adjuvante € aproximadamente igual ao volume final
da dose em humanos. A composicdo adjuvante liquida € adicionada ao frasco
que contém a composi¢ao liofilizada de antigeno e usada para reconstituir a

composi¢ao liofilizada de antigeno.
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[048] A presente invencdo, portanto, fornece um processo
para preparar uma composi¢ado imunogénica que compreende as etapas de
reconstituir uma composicao liofilizada, que compreende pelo menos um
antigeno ou preparacdo antigénica da maneira aqui descrita com uma
composi¢ao adjuvante aquosa da maneira aqui definida.

[049] Em uma modalidade adicional da invencdo, €
fornecido um kit que compreende (i) uma composi¢cdo liofilizada
compreendendo um antigeno ou preparac¢ao antigénica, € (i1) uma composi¢cao
adjuvante aquosa da maneira aqui descrita.

[050] Em uma modalidade particular da invengdo, €
fornecido um kit que compreende (i) uma composi¢cdo liofilizada
compreendendo um antigeno ou preparacdo antigénica da maneira aqui
descrita, e (i1) uma composicdo adjuvante aquosa da maneira aqui descrita.

[051] Em uma modalidade, a composi¢ao liofilizada
compreende adicionalmente um agonista de TLR-9, por exemplo, da maneira
apresentada em WO 2008/142133.

[052] Em uma modalidade alternativa, é fornecido um kit
em que o CpG ndo é co-liofilizado com o antigeno. O CpG pode ser tanto
misturado com a composi¢ao adjuvante aquosa, quanto estar em um frasco
separado na forma aquosa ou liofilizada. Dessa maneira, em uma modalidade
alternativa, é fornecido um kit que compreende (i) uma composicao
liofilizada compreendendo um antigeno da maneira aqui descrita; (i) uma
composicdo adjuvante aquosa; e (ii1) um agonista de TLR9 (por exemplo, um
oligonucleotideo de CpG imunoestimulatorio).

[053] O agonista de TLR-9 para uso em kits da invengao €
um oligonucleotideo imunoestimulatorio, em particular, um oligonucleotideo
que contém um motivo de CpG nado metilado. Tais oligonucleotideos sao bem
conhecidos e sdo descritos, por exemplo, em WO 96/02555, WO 99/33488 e
U.S. 5.865.462. Os agonistas de TLR9 adequados para uso nas composi¢des
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imunogé€nicas aqui descritas sdao oligonucleotideos que contem CpG,
contendo opcionalmente dois ou mais motivos CpG dinucleotideos separados
em pelo menos trés, adequadamente pelo menos seis ou mais nucleotideos.
Um motivo de CpG € um nucleotideo citosina seguido por um nucleotideo
guanina.

[054] Em uma modalidade, a ligacao entre os nucleotideos
no oligonucleotideo € fosforoditioato, ou possivelmente uma ligacdo
fosforotioato, embora o fosfodi€ster e outras ligacoes entre nucleotideos
também possam ser usadas, incluindo oligonucleotideos com ligacdes entre
nucleotideos mistas. Os métodos para produzir fosforotioato de
oligonucleotideos ou fosforoditioato sdao descritos em U.S. 5,.666.153, U.S.
5.278.302 e W095/26204. O oligonucleotideo que compreende diferentes
ligacbes entre nucleotideos € contemplado, por exemplo, fosforotioato
fosfodiésteres mistos. Outras ligacoes entre nucleotideos que estabilizam o
oligonucleotideo podem ser usadas.

[055] Exemplos de oligonucleotideos CpG adequados para
a inclus@do nas composi¢cdes imunogénicas aqui descritas apresentam as
sequéncias a seguir. Em uma modalidade, estas sequéncias contém ligacoes
entre nucleotideos modificados por fosforotioato.

OLIGO I(SEQ ID NO:1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
OLIGO 2 (SEQ ID NO:2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

OLIGO 3(SEQ ID NO:3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4 (SEQ ID NO:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5 (SEQ ID NO:5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

[056] Os oligonucleotideos CpG alternativos podem
compreender aas sequéncias anteriores, nas quais apresentam delecOes ou
adi¢cOes sem consequéncia nestas.

[057] A presente inven¢do fornece adicionalmente uma

composi¢cado imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
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antigénica, € uma composicdo adjuvante aquosa da maneira aqui descrita, em
que a dita composi¢ao imunogénica apresenta uma concentracao de cloreto de
sddio abaixo de cerca de 100 mM, por exemplo, abaixo de 90 mM, 80 mM,
70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30 mM, 20 mM ou 15 mM. Em uma
modalidade particular, a concentracdo de cloreto de sédio na composi¢cdo
imunogénica é abaixo de 10 mM ou € SmM ou abaixo de cerca desta. Em uma
modalidade especifica adicional, a composi¢ao imunogénica € essencialmente
livre de cloreto de sddio. Essencialmente livre significa que a concentracdo de
cloreto de sodio é zero mM ou muito proxima desta.

[058] A presente inven¢do fornece adicionalmente uma
composi¢ao imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
antigénica, € uma composicdo adjuvante aquosa da maneira aqui descrita, em
que a forca idnica da composi¢do imunogénica € menos de 100 mM, por
exemplo, abaixo de 90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30
mM, 20 mM ou 15 mM. Em uma modalidade particular, a for¢ca i6nica na
composicdo imunogénica é abaixo de 10 mM, ou é SmM ou abaixo desta. Em
uma modalidade especifica adicional, a composi¢cdo imunogénica apresenta
uma forca i6nica que € zero mM, ou muito proxima desta.

[059] Sera evidente que, se a composi¢ao imunogénica for
preparada usando uma composi¢ao liofilizada antigé€nica que compreende um
agonista de TLR-9, entdo a composi¢do imunogénica também compreendera
um agonista de TLR-9. Portanto, em uma modalidade, é fornecida uma
composi¢cado imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
antigénica, um agonista de TLR9, e um agonista de TLR-4 e uma saponina
em uma formulacdo lipossomal, em que a composi¢ao imunogénica apresenta
uma concentracdo de sal abaixo de cerca de 100 mM, por exemplo, abaixo de
90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30 mM, 20 mM ou 15
mM. Em um exemplo especifico desta modalidade, a concentracdo de cloreto

de sédio na composicdo imunogénica é abaixo de 10 mM, ou é SmM ou

Peticao 870200149254, de 26/11/2020, pag. 25/56



16/42

abaixo desta.

[060] Em uma modalidade adicional, é fornecida uma
composi¢cado imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
antigénica, um agonista de TLR9, e um agonista de TLR-4 e uma saponina
em uma formulacdo lipossomal, em que a forca i6nica € menos de 100 mM,
por exemplo, abaixo de 90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30
mM, 20 mM ou 15 mM. Em uma modalidade particular, a for¢ca i6nica na
composi¢ao imunogénica € abaixo de 10 mM ou € SmM ou abaixo desta. Em
uma modalidade especifica adicional, a composi¢cdo imunogénica apresenta
uma forca i6nica que € zero mM ou muito proximo a esta.

[061] Em uma modalidade adicional, é fornecida uma
composi¢cado imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
antigénica, um agonista de TLR9 e um 3D-MPL e QS21 em uma formulagdo
lipossomal, em que a composi¢cdo imunogénica apresenta uma concentracao
de sal abaixo de cerca de 100 mM, por exemplo, abaixo de 90 mM, 80 mM,
70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30 mM, 20 mM ou 15 mM. Em um
exemplo especifico desta modalidade, a concentracdo de cloreto de s6dio na
composi¢ao imunogénica € abaixo de 10 mM, ou é 5 mM ou abaixo desta.

[062] Em uma modalidade adicional, é fornecida uma
composi¢cado imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
antigénica, um agonista de TLR9 e um 3D-MPL e QS21 em uma formulagdo
lipossomal, em que a for¢a i6nica é menos de 100 mM, por exemplo, abaixo
de 90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30 mM, 20 mM ou 15
mM. Em uma modalidade particular, a for¢ca i6nica na composi¢cdo
imunogénica € abaixo de 10 mM, ou é SmM ou abaixo desta. Em uma
modalidade especifica adicional, a composi¢cdo imunog€nica apresenta uma
forca i6nica que € zero mM, ou muito proximo a esta.

[063] Em uma modalidade adicional, é fornecida uma

composi¢cado imunogé€nica que compreende um antigeno ou preparagdo
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antigénica e 3D-MPL e QS21 em uma formulacdo lipossomal, € um
oligonucleotideo CpG, em que a composi¢cdo imunog€nica apresenta uma
concentracdo de sal abaixo de cerca de 50 mM, por exemplo, abaixo de cerca
de 40 mM, 30 mM, 20 mM ou 15 mM. Em um exemplo especifico desta
modalidade, a concentracdo de cloreto de s6dio na composi¢ao imunogénica €
abaixo de 10 mM, ou € SmM ou abaixo desta.

[064] Em uma modalidade, o antigeno ou preparagdo
antigénica usada nas composicoes imunog€nicas da invencdo € qualquer
antigeno que precipita, coagula ou se agrega apoOs ser misturado e/ou
dissolvido com uma solu¢do que compreende uma concentracdo de cloreto de
s6dio maior que 50 mM, 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM ou 100 mM.

[065] Em uma modalidade, o antigeno ou preparagdo
antigénica usada nas composicoes imunogé€nicas da invencdo € qualquer
antigeno que precipita, coagula ou se agrega apoOs ser misturado e/ou
dissolvido em uma solu¢do em que a forca i6nica € menos de 100 mM, por
exemplo, abaixo de 90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30
mM, 20 mM, 15 mM ou 10 mM. Em uma modalidade particular, os antigenos
da inveng¢do precipitam, coagulam ou se agregam em solucdes com uma forca
i6nica a SmM ou abaixo desta.

[066] Os versados na técnica podem determinar se um
antigeno adequa-se a esta defini¢do, misturando o antigeno em uma solucado
como esta. Um antigeno que ndo se adequa a esta defini¢cdo estard em solucao,
isto €, o liquido serd claro sem nenhuma precipitacdo 24 horas apds ser
dissolvido. Um antigeno que precipita, coagula ou se agrega, apOs ser
misturado e/ou dissolvido em uma solu¢ao, pode ser observado por inspe¢ao
visual para ser precipitado pela nebulosidade da solucdo. Além disso, a
agregacdo que nao € detectavel visualmente pode ser observada usando os
métodos conhecidos pelos versados na técnica que incluem, mas sem

limitagao, SEC-HPLC.
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[067] Em uma modalidade adicional, o antigeno ou
preparacdo antigénica é derivada de HIV, Neisseria meningitidis, ou é um
antigeno associado a tumor. Em uma modalidade particular, o antigeno
associado a tumor € selecionado tanto de PRAME quanto de NYESO-1, ou
um fragmento ou derivado do mesmos.

[068] PRAME (também conhecido como DAGE) é um
antigeno que pode ser usado como o antigeno associado a tumor da presente
invencdo. O antigeno e sua preparagdo sdo descritos na patente U.S.
5.830.753. O PRAME ¢ observado na base de dados Annotated Human Gene
H-Inv DB com os numeros de acesso: U65011.1, BC022008.1, AK129783.1,
BC014974.2, CR608334.1, AF025440.1, CR591755.1, BC039731.1,
CR623010.1, CR61 1321.1, CR618501.1, CR604772.1, CR456549.1, e
CR620272.1.

[069] As proteinas de fusdo que compreendem o antigeno
PRAME também podem ser usadas. O PRAME, ou um fragmento ou
derivado do mesmo, pode ser empregado opcionalmente na forma de uma
proteina de fusdo com um parceiro de fusdo heter6logo. Em particular, o
antigeno PRAME pode ser adequadamente empregado na forma de uma
proteina de fusdo com a proteina D de Haemophilus influenzae B, ou uma
porcdo desta, ou derivado desta. A por¢cdo de proteina D que pode ser
empregada adequadamente ndo inclui a sequéncia de secrecdo ou a sequéncia
sinal.

[070] Adequadamente, a proteina parceira de fusdo
compreende aminoicidos Met-Asp-Pro na terminacdao N, ou proxima a esta,
da sequéncia de proteina de fusdo, e na qual a proteina parceira de fusao ndo
inclui a sequéncia de secrecdo ou a sequéncia sinal de proteina D. Por
exemplo, a proteina parceira de fusdo pode compreender ou consistir em
aproximadamente, ou exatamente, aminoacidos 17 a 127, 18 a 127, 19 a 127

ou 20 a 127 de proteina D. Os antigenos PRAME adequados que baseiam-se
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em proteinas de fusdo com proteina D sdo descritos em W0O2008/087102,
cujo documento € aqui incorporado pela referéncia na sua integra.

[071] NY-ESO-1 é um outro antigeno que pode ser usado
como o antigeno associado a tumor da presente inveng¢ao. NY-ESO-1, ou um
fragmento ou derivado do mesmo, pode ser empregado opcionalmente na
forma de uma proteina de fusdo com um parceiro de fusao heter6logo. NY-
ESO-1 € descrito em U.S. 5804381, cujo documento é aqui incorporado pela
referéncia na sua integra. A proteina NY-ESO-1 apresenta aproximadamente
180 aminoacidos em tamanho e pode ser descrita como sendo composta de
trés regides: (a) uma regido N-terminal tendo cerca de aminodcidos 1-70 (b)
uma regido central tendo cerca de aminoacidos 71-134 e (¢) uma regido C
terminal tendo cerca de aminodcidos 135-180. O NY-ESO-1 pode ser
empregado como uma proteina de fusdo, por exemplo, como uma fusao com
LAGE-1, que é um antigeno CT adicional, ou um fragmento deste, ver
W02008/089074 cujo documento € aqui incorporado pela referéncia na sua
integra. Onde os fragmentos de NY-ESO-1 sdo empregados, estes incluem
adequadamente um ou mais epitopos MHC de classe 1 ou classe 2, por
exemplo, aqueles conhecidos como A31, DR1, DR2, DR4, DR7, DP4, B35,
B51, Cw3, Cwb6 e A2 (ver WO2008/089074).

[072] Embora ndo seja sensivel ao NaCl como tal, um
antigeno adicional que pode ser empregado de acordo com a presente
invencdo, é um antigeno MAGE, ou um fragmento ou derivado do mesmo,
por exemplo, da familia MAGE-3, tal como MAGE-A3. Os antigenos
MAGE-3, por exemplo, foram descritos como adequados para serem
formulados em combinagdo com NY-ESO-1, ver W0O2005/105139, cujo
documento € aqui incorporado pela referéncia na sua integra.

[073] Os antigenos MAGE, tal como MAGE-A3, podem
ser usados como tal ou na forma de um derivado, por exemplo, um derivado

quimicamente modificado e/ou na forma de uma proteina de fusdo com um
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parceiro de fusdo heterdlogo. Por exemplo, o antigeno MAGE pode conter
pontes de dissulfito reduzidas para formar tidis livres que foram derivados, por
exemplo, com grupos de carboxamida ou carboximetil, ver W099/40188, cujo
documento € aqui incorporado pela referéncia na sua integra. Em particular, os
antigenos MAGE podem ser adequadamente empregados na forma de uma
proteina de fusdo com a proteina D de Haemophilus influenzae B, ou uma
por¢do desta ou derivado desta. Por exemplo, aproximadamente o primeiro
terco da proteina D ou os aminodcidos 100 a 110 N-terminal da proteina D
podem ser empregados como o parceiro de fusdao, ver W0O99/40188.

[074] Em uma modalidade adicional, o antigeno ou
composi¢ao antigénica pode ser um derivado de qualquer dos antigenos aqui
descritos. Da maneira aqui usada, o termo "derivado" refere-se a um antigeno
que € modificado com relacdo a sua forma de ocorréncia natural. Os
derivados da presente invencdo sao suficientemente similares aos antigenos
naturais para manter as propriedades antig€nicas, € permanecerem capazes de
permitir uma resposta imune maior contra o antigeno natural. Se um dado
derivado aumenta ou ndo, uma resposta imune como esta pode ser medida por
um ensaio imunoldgico adequado, tal como um ELISA ou citometria de
fluxo.

[075] O termo "fragmento", da maneira aeui usada, refere-
se aos fragmentos de um antigeno associado a tumor, ou derivado do antigeno
que contém pelo menos um epitopo, por exemplo, um epitopo CTL,
tipicamente um peptideo de pelo menos 8 aminodcidos. Os fragmentos de
pelo menos 8, por exemplo, 8-10 aminodcidos ou até 20, 50, 60, 70, 100, 150
ou 200 aminoicidos em tamanho sdo considerados no escopo da invencao,
contanto que o fragmento demonstre antigenicidade, isto quer dizer que os
principais epitopos (por exemplo, epitopos CTL) sd@o mantidos pelo
fragmento, e o fragmento € capaz de induzir uma resposta imune que reage de

maneira cruzada com o antigeno associado ao tumor de ocorréncia natural. Os
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fragmentos exemplares podem apresentar 8-10, 10- 20, 20-50, 50-60, 60-70,
70-100, 100-150, 150-200 residuos de aminoacido em tamanho (inclusive de
qualquer valor nestas faixas).

[076] A presente inveng¢ao fornece uma composicdo
imunogénica da maneira aqui descrita para uso na medicina, em particular no
tratamento e/ou na prevencdo de doenca. A presente invencdo fornece
adicionalmente uma composi¢do imunogénica da maneira aqui descrita para
uso no tratamento imunoterapéutico do cancer.

[077] Em exemplos especificos desta modalidade, a
invencdo fornece uma composi¢dao imunogénica da maneira aqui descrita para
uso no tratamento imunogé€nico de um ou mais canceres selecionados do
grupo que consiste em canceres de prOstata, mama, colorretal, pulmao,
pancredtico, renal, ovariano ou melanoma.

[078] A presente invengcdo fornece adicionalmente um
método de terapia ou profilaxia de cancer em um individual que precisa deste,
compreendendo a etapa de fornecer ao dito individuo uma quantidade efetiva
de uma composi¢ao imunogénica da maneira aqui descrita.

[079] Em exemplos especificos desta modalidade, a
invencdo fornece um método de terapia ou profilaxia de um cancer
selecionado do grupo que consiste em canceres de prostata, mama, colorretal,
pulmao, pancreético, renal, ovariano ou melanoma.

[080] A presente invengdo sera agora descrita
adicionalmente por meio dos exemplos ndo limitantes a seguir.

Exemplos

Exemplo 1: Preparacao de composicao adjuvante ASA (sorbitol)

[081] Foi preparada uma composi¢cdo adjuvante que
compreendeu MPL 3-desacilado e QS21 em uma formulagdo lipossomal. Esta
foi preparada da maneira a seguir:

A. Método da preparacao de lipossomos:
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[082] Uma mistura de lipideo (tal como fosfatidilcolina
sintética), colesterol e MPL 3-O-desacilado em solvente organico foi seca a
vacuo. Uma solucdo aquosa (tal como salina tamponada com fosfato [NaCl
100 mM, fosfato 20 mM, pH 6,1]) foi entdo adicionada e o vaso foi agitado
até que todo o lipideo estivesse em suspensdo. Esta suspensdo foi entdo pré-
homogeneizada com misturador de alto cisalhamento, e a seguir
homogeneizado em alta pressdo até que os tamanhos dos lipossomos fossem
reduzidos em torno de 90 nm +/- 10 nm, medidos por DLS. Os lipossomos
foram entdo esterilizados por filtragao.
B. Formulacao de ASA:
Etapa 1: Diluicao de lipossomos concentrados

O tampao de Na,/K fosfato 100 mM pH®6,1, quando diluido 10
vezes, fol adicionado a dgua para injecdo para atingir uma concentragdo de
tampao fosfato 10 mM na formulagdo final. Uma solug¢ido de sorbitol 30 %
(p/v) em 4gua para injecdo (WFI) foi entdo adicionada para atingir uma
concentracdo de 4,7 % na formulacdo final, esta foi agitada por 15 a 45
minutos em temperatura ambiente.

[083] Os lipossomos concentrados (preparados a partir de
DOPC, colesterol e MPL a 40mg/mL, 10mg/mL e 2mg/mL, respectivamente)
foram entdo adicionados a mistura para atingir uma concentragao de 100
ug/mL de MPL na formulagao final.

[084] A mistura foi agitada subsequentemente por 15 a 45
minutos em temperatura ambiente.
Etapa 2: Adicao de QS21

[085] Usando uma bomba peristaltica, uma carga
volumétrica de QS21 (descongelado por 24 horas em RT ou 2 dias a 4 °C para
200 mL) foi adicionado com uma bomba peristaltica em uma taxa de 200
mL/min aos lipossomos diluidos em agitacio magnética para atingir uma

concentra¢do de 100 pg/mL na formulagao final. A mistura foi agitada por 15

Peticao 870200149254, de 26/11/2020, pag. 32/56



23/42

a 45 minutos.

[086] A formulacdo final de ASA continha 100 pg de
MPL/mL e 100 pg de QS21/mL.
Etapa 3: pH conferido para ser 6,1+/-0,3
Etapa 4: Esterilizacao por filtracao

[087] A esterilizacdo por filtragdo foi realizada em uma
taxa constante de 400 mL/min em um filtro de polietersulfona (PES) da PALL
Corporation.
Etapa 5: Armazenamento a +2 °C a +8 °C.

[088] A composic¢do adjuvante obtida, a qual compreendeu
MPL 3-O-desacilado e QS21 em uma formulacdo lipossomal, e continha
sorbitol (determinado ASA (sorbitol)), foi entdo armazenada a 4 °C.

Exemplo 2: Preparacao de composicao adjuvante ASA (NaCl

150 mM

A. Método da preparacao de lipossomos:

[089] Uma mistura de lipideo (tal como fosfatidilcolina
sintética), colesterol e MPL 3-desacilado (3D-MPL) em solvente orgéanico foi
seca a vacuo, a salina tamponada com fosfato foi entdo adicionada e o vaso
foi agitado até que todo o lipideo estivesse em suspensdo. Esta suspensao foi
entdo pré-homogeneizada com misturador de alto cisalhamento e entdo
homogeneizado em alta pressdo até que os tamanhos de lipossomos fossem
reduzidos em torno de 90 nm +/- 10 nm medido por DLS. Os lipossomos
foram entao filtrados por esterilizacdo em membrana PES 0,22pum.

B. Formulacao de ASA:

Etapa 1: Dilui¢ao de lipossomos concentrados

[090] O tampao Nay/K fosfato 100 mM pH 6,45, quando
diluido 10 vezes, e NaCl 1,5 M foram adicionados a dgua para inje¢do para
atingir respectivamente as concentracoes de fosfato 10 mM e NaCl 150 mM

na formulagdo final. Esta mistura foi agitada por 5 minutos em temperatura
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ambiente. Os lipossomos concentrados (preparados a partir de DOPC,
colesterol e MPL a 40 mg/mL, 10 mg/mL e 2 mg/mL, respectivamente) foram
entdo adicionados a mistura para atingir uma concentracdao de 100 pg/mL de
MPL na formulagdo final. A mistura foi agitada subsequentemente por 5 a 15
minutos em temperatura ambiente.

Etapa 2: Adicdo de QS21

[091] A carga volumétrica de QS21 (descongelada por 24
horas em RT ou 2 dias a 4 °C para 200 mL) foi adicionado aos lipossomos
diluidos em agitacdo magnética para atingir uma concentra¢ao de 100 pg/mL
na formulacgdo final. A mistura foi agitada em RT.

Etapa 3: O pH foi conferido para ser 6,1 +/- 0,1.

Etapa 4: Esterilizacao por filtracao

[092] A esterilizacdo por filtragdo foi realizada em um
filtro de polietersulfona (PES) da PALL Corporation.

Etapa 5: Armazenamento +2 °C a +8 °C

[093] A composi¢ao final de ASA tinha 2 mg de DOPC,
500 pg de colesterol, 100 pg de MPL 3-O-desacilado, 100 pg de QS21 por 1
mL.

Exemplo 3. Atividade litica de QS21

[094] QS21 € conhecida por lisar as células vermelhas do
sangue (RBC). A composi¢ao adjuvante de ASA (sorbitol) preparada no
exemplo 1 foi testada para garantir que a atividade litica de QS21 fosse
finalizada da mesma maneira observada na composi¢ao adjuvante equivalente
que compreende NaCl 150 mM (ASA (NaCl 150 mM)).

[095] A atividade litica de QS21 foi medida por um ensaio
de hemolise usando células vermelhas do sangue de galinha (RBC). As RBC
foram centrifugadas a 550 g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi cuidadosamente ressuspenso em tampao PBS para atingir o

volume inicial, € a mesma operacao foi repetida at€ que o sobrenadante nao
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fosse mais vermelho (em geral 3 vezes). O precipitado foi armazenado a 4 °C
por 3 a 4 dias no maximo, se nao for usado diretamente (e lavado novamente
no dia que € usada), ou foi diluido em torno de 10 vezes em tampao se for
usado no mesmo dia.

[096] Uma curva de faixa de dose de QS21 foi preparada
em tampao ASA (em tampao de sal ou sorbitol apdés a amostra de ASA ser
testada) extemporaneamente € as amostras adjuvantes (contendo um
equivalente de 50 pg ou 90 pg de QS21, o que significa o equivalente de 500
pL ou 900 pLL de ASA) foram preparadas. O volume final foi ajustado a 900 pL.
em padrdoes e amostras com tampao adequado (contendo ou ndo sorbitol em
funcdo do tampao da amostra testada). Em virtude de sua opalescéncia, ASA

29

interfere na densidade 6tica (OD). Os “brancos” de ASA foram assim
preparados e sua OD foi subtraida da OD das amostras de ASA testadas. Estes
brancos corresponderam ao mesmo volume de ASA do volume testado nas
amostras, mas foram ajustados em 1 mL com tampdo. Nenhuma RBC foi
adicionada a estes brancos. Os padroes e amostras foram entao incubados com
RBC (100 pL. de RBC diluidas adicionadas a 900 pL. de padrdes e amostras)
por 30 minutos em temperatura ambiente (RT). As amostras foram entdo
centrifugadas 5 minutos a 900 g. A densidade 6tica a 540 nm foi medida apds a
centrifugacao.

[097] A determinacgdo da atividade litica foi realizada por
um teste limite.

[098] 1. Limite de deteccao (LOD) foi definido como a
menor concentracdo de QS21, levando a uma OD:

- Maior que o nivel base (OD>0,1),

- Em torno de trés vezes maior que a OD do tampao (o "o pg"
de QS21),

- Na parte ascendente da curva,

- Determinado para cada teste.
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[099] 2. A atividade litica de QS21 foi mantida para ser

positiva nas amostras adjuvantes se a OD para a amostra adjuvante for maior

que a OD; op.

Exemplo da curva de QS21:
fug QS21 oD [QS21 finalizada
0 0,029 NA
0,5 0,052 < LOD
0,6 0,073 < LOD
0,7 0,091 < LOD
0,8 0,096 < LOD
0,9 0,12 > 98,2%

1 0,195 > 98%
1,1 0,212 > 97,8%
1,2 0,348 > 97,6%
1,3 0,479 > 97,4%
1,4 0,612 > 97,2%
1,5 0,669 > 97%
2 1,139 > 96%
2,5 1,294 > 95%
3 1,391 > 94%
S 1,416 > 90%
Adjuvante * 0,03 > 98,2 %

*50ug de QS21 equivalente testadas. Tampao de cloreto de sdédio 150 mM.

[0100] O limite de detec¢do neste ensaio é em 0,9ug de
QS21, e OD de 0,12.

[0101] A finalizacdo de QS21 em uma composicao
adjuvante que compreende cloreto de s6dio 150 mM foi estimada sendo mais
que 98,2 % para o equivalente de 50 pg de QS21 testada. No caso de um
equivalente de 90 ug testado, a conclusao é mais de 99 %.

[0102] A finalizacdo de QS21 foi entdo comparada com
uma composi¢do adjuvante equivalente que compreende sorbitol e apenas
cloreto de s6dio SmM. Os dados foram gerados apds armazenamento do ASA
a 4 °C, ou apds a estabilidade acelerada (7 dias a 37 °C). Para o ASA em

sorbitol, a curva padrio de QS21 foi realizada em um tampdo contendo

sorbitol.

Amostra Ponto de tempo| LOD (QS21 finalizada
Composicao adjuvante TO <14 > 97,2%

(ASA) NaCl 150 mM 7d 37°C <0,9 > 98,2%
Composicao adjuvante

(ASA) sorbitol, NaCl 5 mM | T° <2 > 97.8%
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7D 37°C <1 > 96%
11M 4°C <2 > 97,8%*

Equivalente de 50 pg de QS21 testada, exceto *, que é equivalente de 90 pg
de QS21 testada.

[0103]  Concluiu-se QS21 foi finalizada adequadamente em
um tampao com pouco cloreto de sodio.

Exemplo 4: Congéneres de MPL.

[0104] Quimicamente, 3D-MPL ¢é uma mistura de
monofosforil lipideo A 3-desacilado com 4, 5 ou 6 cadeias aciladas. Cada
molécula separada de 3D-MPL é denominada um congénere. E importante
que a composicao de congénere permanega constante, sem nenhuma mudanca
entre a propor¢ao de congéneres. Também € importante que qualquer tampao
usado possibilite que a composicdo de congénere seja a mesma nos
lipossomos concentrados usados pata preparar a composi¢cdo adjuvante.

[0105] Da maneira mostrada na figura 2, a composicdo de
congénere foi examinada em lipossomos concentrados 3D-MPL (Lipossomos
concentrados LIP07-217, primeira coluna da figura 2), uma composi¢ao
adjuvante que compreende lipossomos 3D-MPL e QS21 em um tampao de
NaCl 150 mM (NaCl adjuvante 150 mM, ou ASA (NaCl 150 mM), segunda
coluna), e uma composi¢ao adjuvante que compreende lipossomos 3D-MPL e
QS21 em um tampao de sorbitol e NaCl SmM (Sorbitol adjuvante, ou ASA
(sorbitol), colunas 3-7).

[0106] A composicdo de congénere também foi examinada
em dois lotes de ASA (sorbitol) adjuvante no dia 0 e 7 dias apds a preparagcao
e manutengdo a 37 °C, para garantir que ndo haveria nenhuma evolu¢do com o
tempo (ver as quatro colunas finais da figura 2).

[0107] A distribui¢do relativa de congéneres de MPL tetra,
penta e hexa-acilados em amostras de lipossomos concentrados ou ASA
(sorbitol) foi determinada por deteccao de IP-HPLC-Fluo (ARD). Tanto os

padrOes quanto as amostras foram derivados com dansil-hidrazina, que
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introduz um cromoéforo flaor-ativo na parte principal do dissacarideo. As
amostras derivadas foram analisadas em uma coluna de fase reversa C18
usando hidréxido de tetrabutilam6nio (TBAOH) como um reagente de par de
ion. Os congéneres que cont€ém os mesmos numeros de grupos de acila graxa
foram eluidos em grupos distintos (tetracila, pentacila e hexacila). A
distribuicdo de congéneres é deduzida comparando a drea do pico de cada
grupo com a area do pico total de todos os congéneres de MPL.

[0108] A figura 2 mostra o percentual de cada congénere.
Nenhuma diferenca significativa na composi¢cdo de congénere foi observada
entre os tampdes adjuvantes, € a composicdo de congénere foi consistente
com o tempo no tampao de sorbitol.

Exemplo 5: Preparacdo de composicoes € usos no exemplos 6

el
5.1 Preparacio de PRAME com CpG (CpG 2006 é usado
em todos os exemplos)

5.1.1 Preparacio de PRAME com CpG com ASA (NaCl 150

mM) usado no exemplo 6 e exemplo 7, experimento 1 € experimento 2

[0109] Uma solugdo de sacarose a 30 % (p/v) (preparada
em agua para injecdo) foi adicionada a dgua para injecdo para atingir uma
concentracdo de sacarose de 5 %. O tampao Tris-HC1 100 mM, pH 9,5, foi
entdo adicionado para atingir uma concentragao de tampao 75 mM. O tampao
borato 100 mM pH 9,8 fo1 entao adicionado para atingir uma concentragao de
tampao borato 5 mM. Uma solucao de poloxamer 188 a 10 % (p/v) (preparada
em agua para injecdo) foi entdo adicionada para atingir uma concentragcao de
0,313 %. A mistura foi agitada magneticamente (150 rpm) por 5 minutos em
RT. A solucdo de CpG em concentracdo de cerca de 20 mg/mL (em dgua para
injecao) foi entdo adicionada para atingir uma concentra¢ao de 1.050 pg/mL
na formulagdo final. A mistura foi agitada magneticamente (150 rpm) por 5

minutos em RT. O antigeno PRAME fo1 entdo adicionado para atingir uma
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concentragdo proteica de 1.250 pg/mL. A mistura foi agitada magneticamente
(150 rpm) por 15 minutos em RT. O pH foi conferido (9,51). A mistura obtida
foi preenchida por 0,5 mL em frascos de vidro de 3 mL e entdo seca por
congelamento.

[0110] A figura 3 1ilustra o ciclo de secagem por
congelamento usado para PRAME (duragdo= 40 h).

[0111] A torta de liofilizacdo resultante foi reconstituida
com 625 pl. de composi¢do adjuvante aquosa preparada no exemplo 2,
compreendendo NaCl 150 mM. A torta de liofilizacdo continha um excesso
de 1,25 vezes de dose de antigeno para apresentar a razdo correta de
antigeno/adjuvante apoOs a reconstituicdo com uma composicao final de Tris
16 mM, borato 4 mM, sacarose a 4 %, Poloxamer 188 a 0,24 %, 840 pg/mL
de CpG e 1.000 pg/mL de PRAME.

5.1.2 Preparacio de PRAME com CpG para "formulagdo

liquida" (NaCl 70 mM) no experimento 1 do exemplo 7.

Preparacao de adjuvante concentrado

[0112] O PBS Mod concentrado 10 vezes, pH 6,1, quando

diluido 10 vezes, foi adicionado a dgua para injecao para atingir um tampao
concentrado 1 vez na formulacao final. Uma solugcdo pré-misturada feita de
lipossomos e QS21 pré-diluida em 400 pg/mL foi preparada separadamente.
A pré-mistura foi misturada magneticamente por 15 minutos em temperatura
ambiente. Os lipossomos concentrados usados na pré-mistura sdo feitos de
40mg/mL de DOPC, 10mg/mL de colesterol e 2mg/mL de MPL 3-desacilado.
A pré-mistura foi adicionada ao PBS para atingir uma concentracao de MPL
de 200 pg/mL e uma QS21 concentracdo de 200 pg/mL na formulacdo final.
A mistura foi agitada magneticamente por 15 a 30 minutos em RT. O CpG em
torno de 23mg/mL foi entdo adicionado para atingir uma concentra¢ao final
de 1.680 pg/mL. A mistura foi agitada magneticamente por 15 a 30 minutos
em RT. O pH foi conferido de maneira que seja 6,1 +/- 0,1. O AS foi filtrado
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em filtro PES de 0,22 um e armazenado a 4 °C até o uso.
Formulacao final

[0113]  Sacarose 25 %, borato 25 mM pH 9,8 e Lutrol 10 %

foram adicionados a WFI para atingir respectivamente 9,25 %, 5 mM e 0,24
% na formulacdo final. A preparacdo AS + CpG concentrada 2 vezes foi
adicionada, resultando na formulac¢do final concentrada 1 vez. A mistura foi
agitada por 5 minutos em RT. O antigeno PRAME em sacarose 3,15 %,
borato 5 mM, foi entdo adicionado e a mistura foi agitada por 5 minutos em
RT.

5.1.3 Preparacio de PRAME com CpG para "formulagdo

liquida" no experimento 2 de Exemplo 7.

Preparacao de adjuvante concentrado

[0114] O ASA para a formulacdo liquida foi preparado da
maneira a seguir. O tampao fosfato 1 M (pH 6,1, quando diluido 100 vezes)
foi adicionado em agitacdo magnética a WFI para atingir uma concentragao
final de 45mM, levando-se em consideracdo a concentragdo de fosfato S0 mM
nos lipossomos concentrados. O sorbitol 35 % foi entdo adicionado para
atingir uma concentracdo final de 21,15 %. Os lipossomos concentrados
preparados a partir de 40mg/mL de DOPC, 10mg/mL de colesterol e 2mg/mL
de MPL 3-desacilado foram adicionados a mistura para atingir uma
concentracdo final de MPL de 450 pg/mL. O volume de QS21 (em torno de
5.000 pg/mL) foi adicionado para atingir uma concentracao final de QS21 de
450 pug/mL. A mistura € agitada por 15 minutos em RT. O pH foi conferido e
ajustado para pH 6,1 +/- 0,1. A concentracdo final desta ASA foi
respectivamente 450 pg/mL para MPL, 450 pg/mL para QS21, fosfato 45
mM, NaCl 22,5 mM, 21,15 % de sorbitol.

Formulacio final

[0115] Uma solucdo de sacarose a 30 % (p/v) (preparada

em agua para injecdo) foi adicionada a dgua para injecdo para atingir uma
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concentracao de sacarose de 4 % em formulagdo final. O tampao Tris-HCI 1
M pH 9,0 foi entdo adicionado para atingir uma concentragdo de tampao Tris
16 mM na formulacio final. O tampao borato 100 mM pH 9,8 foi entdo
adicionado para atingir uma concentracdo de tampao borato 4 mM na
formulacdo final. Uma solu¢do de poloxamer 188 a 10 % (p/v) (preparada em
agua para injecao) foi entdo adicionada para atingir uma concentragdo de 0,24
% na formulagdo final. A mistura foi agitada magneticamente (150 rpm) por 5
minutos em RT. A solu¢do de CpG em concentracdo de cerca de 20 mg/mL
(em 4gua para injecao) foi entdo adicionada para atingir uma concentra¢ao de
840 pug/mL na formulacdo final. A mistura foi agitada magneticamente (150
rpm) por 5 minutos em RT. O tampao do antigeno PRAME (Borato 5 mM,
sacarose 3,15 %, pH 9,8) foi entdo adicionado para ajustar a concentracdo do
antigeno PRAME em 1.000 pg/mL. O antigeno PRAME foi entdo adicionado
para atingir uma concentragdo proteica de 8 pg/mL na formulagdo final. A
mistura foi agitada magneticamente (150 rpm) por 15 minutos em RT. Um
AS concentrado 4,5 vezes em sorbitol foi adicionado para atingir
concentragdes finais de 100 pg/mL de MPL e QS21. O pH foi conferido (+/-
8.,0).

5.1.4 Preparacdo de PRAME com CpG para ASA (sorbitol) e

ASA (sacarose) no experimento 1 do exemplo 7

[0116] Uma solucdo de sacarose a 30 % (p/v) (preparada
em agua para injecdo) foi adicionada a dgua para injecdo para atingir uma
concentracdo de sacarose de 5 % em formulagdo, o tampao borato 100 mM
pH 9,8 fo1 entdo adicionado para atingir uma concentracao de tampao borato
5 mM nesta formulacdo, o tampao Tris-HCl 100 mM pH 9,0 diluido 20 vezes
foi entdo adicionado para atingir uma concentracdo de tampao Tris 5 mM
nesta formulagdo. Uma solugdo de poloxamer 188 a 10 % (p/v) (preparada em
agua para injecao) foi entdo adicionada para atingir uma concentragdo de 0,3

% na formulacdo. A mistura foi agitada magneticamente (150 rpm) por 5
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minutos em RT. A solu¢do de CpG em concentracdo de cerca de 20 mg/mL
(em 4gua para injecao) foi entdo adicionada para atingir uma concentra¢ao de
1.050 pg/mL na formulagao. A mistura foi agitada magneticamente (150 rpm)
por 5 minutos em RT. O antigeno PRAME foi entdo adicionado para atingir
uma concentragao proteica de 1.250 pg/mL na formulac¢ao final. A mistura foi
agitada magneticamente (150 rpm) por 15 minutos em RT. O pH foi medido
em 9,4. A mistura obtida foi preenchida por 0,5 mL em frascos de vidro de 3
mL e entdo seca por congelamento.

[0117] O ASA (sorbitol) foi preparado da maneira
mencionada no exemplo 1 com muito pouca diferenca: a concentracdo de
sorbitol foi 4,6 % e QS21 foi pré-diluida em 400 pg/mL antes da adi¢cdo dos
lipossomos concentrados diluidos.

[0118] O ASA (sacarose) foi preparado da maneira
mencionada no exemplo 1 com as diferengas as seguir: o sorbitol € substituido
por sacarose (uma solu¢ao estoque de solug¢ao de sacarose 30 % p/v € usada e
a concentracdo final de sacarose é 8,3 %) e a QS21 foi pré-diluida em 400
ug/mL antes da adi¢do nos lipossomos concentrados diluidos.

[0119] A torta de liofilizacdo resultante foi reconstituida
com 625 pl. de composicdo adjuvante aquosa e a composi¢ao final
compreendeu Tris 4 mM, borato 4 mM, sacarose 4 %, Poloxamer 188 0,24 %,
CpG 840 pg/mL e 1.000 pg/mL de PRAME.

5.1.5 Preparacdo de PRAME com CpG para ASA (sorbitol) no

experimento 2 do exemplo 7

[0120] Uma solucdo de sacarose a 30 % (p/v) (preparada
em agua para injecdo) foi adicionada a dgua para injecdo para atingir uma
concentragdo de sacarose de 5 % na formulagdo. O tampao Tris-HCl 1 M pH
9,0 diluido 59 vezes foi entdo adicionado para atingir uma concentracao de
tampao Tris 20 mM nesta formulagdo, o tampao borato 100 mM pH 9,8

diluido 20 vezes foi entdo adicionado para atingir uma concentracdo de
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tampao borato 5 mM nesta formulacdo. Uma solucao de poloxamer 188 a 10
% (p/v) (preparada em 4gua para inje¢ao) foi entdo adicionada para atingir
uma concentracdo de 0,3 % na formulagdo. A mistura foi agitada
magneticamente (150 rpm) por 5 minutos em RT. A solu¢do de CpG em
concentracdo de cerca de 20 mg/mL (em 4gua para injecdo) foi entdo
adicionada para atingir uma concentragdo de 1.050 pg/mL na formulacdo. A
mistura foi agitada magneticamente (150 rpm) por 5 minutos em RT. O
antigeno PRAME foi entdo adicionado para atingir uma concentragao proteica
de 1.250 pg/mL na formulacdo final. A mistura foi agitada magneticamente
(150 rpm) por 15 minutos em RT. O pH foi medido em 9,1. A mistura obtida
foi preenchida por 0,5 mL em frascos de vidro de 3 mL e entdo seca por
congelamento.

[0121] O ASA sorbitol foi preparado da maneira descrita no
exemplo 1. A torta de liofilizagcdo resultante foi reconstituida com 625 uL de
composi¢ao adjuvante aquosa e a composi¢do final compreendeu Tris 16 mM,
borato 4mM, sacarose 4 %, Poloxamer 188 0,24 %, 840 pg/mL de CpG e
1.000 pg/mL de PRAME.

5.2 Preparacao de NY-ESO1 com CpG

5.2.1 Preparacdo de NY-ESO1 com CpG no exemplo 6.

[0122] O tampao Na/K, fosfato 200 mM pH 6,3 diluido 20

vezes foi adicionado em agitacdo magnética a dgua para injecao para atingir
12,5 mM na formulagdo final. Os excipientes a seguir foram entdo
adicionados a mistura e na seguinte ordem: monotioglicerol a 10 % p/v para
atingir 0,3125 % no final, Poloxamer 188 a 5 % p/v para atingir 0,0625 %,
sacarose a 25 % para atingir 5 % no final e base L-Arginina 287 mM para
atingir 6,25mM. O volume de CpG em torno de 20mg/mL foi entdo
adicionado a esta mistura para atingir uma concentracdo de 1.050 pg/mL na
formulacdo final. A mistura foi mantida em agitacio magnética (em torno de

150 rpm) em temperatura ambiente por 10 minutos. O pH foi conferido e,
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dessa maneira, foi 7,1 +/- 0,3. A agitacdo magnética aumentou para criar um
vortex. NY-ESOI1 foi entdo adicionado para atingir uma concentragao final de
750 pg/mL. A agitacdo magnética foi entdo diminuida em torno de 150 rpm e
a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 5 minutos. Uma aliquota
foi obtida para checar o pH final (que deve ser 7,02). O volume final foi entdo
seco por congelamento.

[0123] A torta de liofilizacdo resultante foi reconstituida
com 625 uL de tampdes de ASA (NaCl 150 mM e sorbitol).

Exemplo 6. Prevencdo de 'precipitacdo por sal" na

composicao adjuvante que compreende sorbitol como tampao.

[0124] A figura 4 demonstra que reduzir a concentra¢ao de
sal para SmM e incluir o sorbitol na composicdo adjuvante previne a
"precipitacdo por sal" tanto de PRAME quanto de NY-ESO-1 nas
composicdes imunogénicas (da maneira preparada no exemplo 5.1.1 e 5.2.1,
respectivamente). Na figura 4:

[0125] 1. O antigeno PRAME reconstituido em tampao de
ASA NaCl 150 mM.

[0126] 2. O antigeno PRAME reconstituido em tampao de
ASA sorbitol.

[0127] 3. O antigeno NYESO-1 reconstituido em tampao de
ASA NaCl 150 mM.

[0128] 4. O antigeno NYESO-1 reconstituido em tampao de
ASA sorbitol.

[0129] A figura 4 € uma comparacao fotografica entre
PRAME e NYESO-1 reconstituidos em ASA (NaCl 150 mM) e ASA
(sorbitol). Como pode ser observado, PRAME reconstituido em ASA (NaCl
150 mM) aparece embagado comparado ao PRAME reconstituido em ASA
(sorbitol). Similarmente, o NY-ESO reconstituido em ASA (NaCl 150 mM)

aparece embacado comparado ao antigeno de NY-ESO reconstituido em ASA

Peticao 870200149254, de 26/11/2020, pag. 44/56



35/42

(sorbitol).

Exemplo 7. Modelo de camundongo in vivo

Experimento 1:

[0130] Sete grupos de vinte camundongos CBF1 fémeas
(hibridos de camundongos C57BL/6 e Balb/C) de 6 a 8 semanas foram
imunizados duas vezes intra-muscularmente (a cada duas semanas, em
injecOes alternadas nos miusculo gastrocnémio esquerdo e direito) com a
proteina de PRAME formulada em uma dose fixa de ASA + CpG, o que
corresponde a 1/10 de uma dose humana (50 puLL que contém 5 pg de MPL, 5
pg de QS21 e 42 pg de CpG7909). 14 dias apds a ultima imunizagdo, quatro
grupos de camundongos (n=8 cada grupo) foram desafiados subcutaneamente
com células tumorais 10e5 CT26-PRAME, da maneira descrita a seguir. Os
sete grupos de camundongos foram:

- grpl: tampao,

- grp2: PRAME co-liofilizado + CpG ressuspenso no ASA
"classico" (NaCl 150 mM), em que a proteina PRAME precipita,

- grp3: PRAME co-liofilizado + CpG ressuspenso em ASA
(sacarose),

- grp4: PRAME co-liofilizado + CpG resuspenso em ASA
(sacarose, incubacao por 48 horas a 25 °C),

- grp5: PRAME co-liofilizado + CpG ressuspenso em ASA

(sorbitol),

Grp6: PRAME + ASA - formulag¢ao "liquida" contendo NaCl
70 mM + CpG,

- grp7: PRAME + ASA - formula¢ao "liquida" contendo NaCl
70 mM + CpG (+ poloxamer).

[0131] 7 dias apds a ultima imunizagdo, a resposta celular
pela capacidade da célula T secretar citocinas (n=4 grupos de 3

camundongos) foi analisada.
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[0132] Todos os camundongos receberam 04 pg de
PRAME em 1/10 de dose em humanos de ASA + sistema adjuvante CpG (5
ug de MPL, 5 ng de QS21 e 42 ug de CpGQG).

Resultados:

Crescimento do tumor

[0133] O crescimento médio do tumor com o tempo,
medido pela superficie (mm?) (+SD), por grupo é representado na figura 6. O
PRAME formulado em ASA (NaCl 150 mM) + CpG e o PRAME na
formulacdo liquida de ASA induzem uma menor protecdo do tumor (maior
crescimento do tumor) que o PRAME ASA (sorbitol) + CpG.

[0134] Resposta celular (7 dias apds 2 imunizacdes, n=4
grupos de 3 camundongos por grupo de tratamento):

[0135] A frequéncia de células T CD4 e CDS8 capazes de
produzir citocinas do tipo IFNy e TNFa, apds a imunizagdo de camundongos
com o antigeno de tumor PRAME ASA-CpG, é usada para refletir a
capacidade das diferentes formulagdes induzirem uma resposta celular
funcional. 7 dias apOs a segunda imunizagao, os percentuais de células T CD4
e CD8 que produzem citocinas (IFNy e TNFa) foram medidos por coloragdo
de citocina intracelular (ICS) em células de baco de camundongos
imunizados.

[0136] O % de CD4 que produz IFNy e TNFa (média +/-
desvio padrdo) € conhecido na figura 5.

[0137] Nenhuma resposta de CD8 mensurdvel foi
observada neste experimento.

[0138] A proteina de PRAME formulada em ASA (NaCl
150 mM) + CpG mostrou precipitar e induzir uma resposta de célula T menos
especifica comparada ao PRAME formulado em ASA (sorbitol) + CpG. Uma
resposta de CD4 especifica de PRAME similarmente boa foi obtida quando a
proteina de PRAME foi formulada em ASA (sorbitol) + CpG e na formulagdo
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“liquida” de ASA (NaCl 70 mM) + CpG (nenhuma diferenca estatistica). A
resposta imune humoral também foi testada, mas os dados apos as 2 injecoes
nao foram interpretaveis.

Experimento 2:

[0139]  Quatro grupos de vinte e quatro camundongos CBF1
fémeas (hibridos de camundongos C57BL/6 e Balb/C) 6 a 8 semanas foram
imunizados quatro vezes intra-muscularmente (a cada duas semanas, em
injecOes alternativas no musculo gastrocnémio esquerdo e direito) com a
proteina de PRAME formulada em uma dose fixa de ASA + CpG, o que
corresponde a 1/10 de uma dose humana (50uL. que contém 5 pg de MPL, 5
pg de QS21 e 42 pg de CpG7909). 14 dias apds a ultima imunizagdo, quatro
grupos de camundongos (n=12 em cada grupo) foram desafiados
subcutaneamente com células tumorais 10e5 CT26-PRAME, da maneira
descrita a seguir. Os quatro grupos de camundongos foram:

- grpl: tampao,

- grp2: PRAME co-liofilizado + CpG ressuspenso no ASA
"classico" (NaCl 150 mM), em que a proteina de PRAME precipitada,

- grp3: PRAME co-liofilizado + CpG ressuspenso em ASA
(sorbitol),

- grp4: PRAME + ASA, formulacdo "liquida" + CpG (+
poloxamer).

[0140] 14 dias apds a ultima imunizacdo, a resposta imune
foi analisada usando diferentes leitores da maneira a seguir:

- Resposta humoral (n=12),

- Resposta celular pela capacidade da célula T secretar
citocinas (n=4 grupos de 3 camundongos),

- Efeito protetor contra um desafio de tumor (n=12).

[0141] Todos os camundongos receberam 0,4 pg de
PRAME em 1/10 de dose me humanos de ASA + sistema adjuvante CpG (5
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ug de MPL, 5 ng de QS21 e 42 ug de CpGQG).

Resultados:

Crescimento do tumor

[0142] O crescimento médio do tumor com o tempo,
medido pela superficie (mm?) (+SD), por grupo € representado na figura 9. O
PRAME formulado em ASA (NaCl 150 mM) + CpG induz uma menor
protecdo do tumor (maior crescimento do tumor) que o PRAME ASA
(sorbitol) + CpG. Uma protecao similar foi observada para PRAME ASA
(sorbitol) + CpG e PRAME na formulacao liquida ASA + CpQG).

Analise de amostra: Resposta humoral:

[0143]  Os soros de camundongos (n=12) foram testados por
ELISA com relagdo a presencga de anticorpos especificos de PRAME 14 dias
apos a ultima das 4 imunizacdes, da maneira descrita a seguir. A resposta de
anticorpo (Ig total) foi avaliada por ELISA usando a proteina de PRAME
recombinante purificada como antigeno de revestimento. Os soros dos
animais imunizados foram analisados com relagdo a presenca de anticorpos
especificos de PRAME. A média geométrica dos titulos padroes (n=12
camundongos), intervalos de confianca de +/- 95 %, obtida apds as 4
imunizacdes € mostrada na figura 7. O PRAME/ASA +CpG contendo a ASA
classica (NaCl 150 mM) induz uma resposta de anticorpo muito pequena,
enquanto o PRAME/ASA + CpG contendo ASA (sorbitol) induz titulagio de
anticorpo muito elevada. Esta resposta € similar aquela induzida pela
formulacdo liquida de ASA.

[0144] Resposta celular (14 dias apds a 4* imunizagdo, n=4
grupos de 3 camundongos por grupo de tratamento):

[0145] A frequéncia de células T CD4 e CDS8 capazes de
produzir citocinas do tipo IFNy e TNFa, apds a imunizagao de camundongos
com o antigeno de tumor PRAME ASA-CpG, é usada para refletir a

capacidade das diferentes formulacdes induzirem uma resposta celular
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funcional. 14 dias apds a quarta imunizacdo, os percentuais de células T CD4
e CD8 que produzem citocinas (IFNy e TNFa) foram medidos por coloragdo
de citocina intracelular (ICS) em células de baco de camundongos
imunizados.

[0146] O % de CD4 que produz IFNy e TNFo (média +/-
desvio padrao) € mostrado na figura 8. Os valores p sdo amplamente inferiores
a 0,05, demonstrando uma diferenca significativa entre o grupo 2 e os grupos 3
e4.

[0147] Nenhuma resposta de CD8 mensurdvel foi
observada neste experimento.

[0148] A proteina de PRAME formulada em ASA (NaCl
150 mM) + CpG mostrou precipitar € induzir uma resposta de célula T
estatisticamente menos especifica, comparado ao PRAME formulado em
ASA (sorbitol) + CpG. Ao contriario, uma resposta de CD4 especifica de
PRAME similarmente boa foi obtida quando a proteina de PRAME foi
formulada em ASA (sorbitol) + CpG, e na formulagdo "liquida" de ASA +
CpG.

Método

Modelo de tumor CT26-PRAME e crescimento do tumor

[0149] A linhagem celular CT26-PRAME foi gerada
transfectando a linhagem celular de carcinoma do célon CT26 com o
plasmideo de expressao de mamifero, pCDNA3, que codifica o0 DNAc para
PRAME (Invitrogen, Carlsbad, CA). A selecao com G418 (200 pg/mL) e
clonagem de limite-diluicao rendeu um clone que expressa PRAME (CT26-
PRAME), da maneira determinada por PCR em tempo real quantitativa
(copias de RNAm 10e-3 PRAME/c6pia de B-actina de camundongo que esta
na faixa do nivel da expressdao de PRAME para tumores humanos)

[0150] As células CT26 PRAME foram crescidas in vitro a
37 °C com 5 % de CO, em meio RPMI com soro fetal bovino a 10 %, L-
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glutamina 1 %, penicilina-esteptomicina 1 %, aminodcidos ndo essenciais 1
%, piruvato de sédio 1 % e B-mercaptoetanol a 0,1 %. As células foram
tripsinizadas, lavadas duas vezes em meio sem soro e injetadas em 200uL de
meio RPMI subcutaneamente no flanco direito de quatro grupos de
camundongos CB6F1 14 dias apds a ultima imunizacdo com PRAME, da
maneira descrita anteriormente. O crescimento individual do tumor foi
medido duas vezes por semana. O produto dos 2 diametros principais de cada
tumor foi registrado com o tempo e os dados s@o mostrados como a superficie
média do tumor (mm?) em cada grupo de animais.

Analise de amostra: Resposta humoral

[0151] Antes da adicdo dos soros, a imunoplaca foi
revestida com o antigeno PRAME por toda a noite a 4 °C. Apds a reacdo com
os soros por 90 minutos a 37 °C, um anticorpo completo de coelho biotinilado
contra as imunoglobulinas de camundongo foi adicionado por 90 minutos a
37 °C. O complexo antigeno-anticorpo foi revelado por incubacdo com um
complexo de peroxidase biotinilada com estreptavidina por 30 minutos a 37
°C. Este complexo foi entdo revelado pela adi¢do de tetrametil benzidina
(TMB) por 10 minutos em temperatura ambiente, € a reagdo parou com
H,S0,4 0,2 M. As densidades 6ticas foram registradas em 450 nm.

Método de analise de amostra: resposta celular (producao
de IFNg/TNFa)

[0152] A producdo de IFNg e TNFa por células T CD4 e
CD8 foi medida por citometria de fluxo (LSR2 da Becton Dickinson) usando
coloragdo de citocina intracelular (ICS) em células de baco de camundongos
imunizados (4 grupos de 3 camundongos por grupo) apos 2 horas de estimulo
com um agrupamento de peptideos 15mer que se sobrepdem cobrindo toda a
sequéncia de proteina de PRAME.

Estimulo de células T:

- As células do bago de animais imunizados foram re-
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estimuladas com um agrupamento de 123 peptideos 15mer que se sobrepoem
em 11 aminoacidos, cobrindo a sequéncia total de PRAME. Os peptideos (1
ug/mlL/peptideo) sao misturados com células T 10e6 (células do baco) 2 horas
a 37 °C em uma placa de 96 pocos (U) em um volume final de 200 pL de
RPMI 5 % FCS, contendo 2 pg/mL de anti CD49d e 2 pg/mL de anti CD28,

- apos a incubagdo, 50 pL de brefeldin (1/1.000) foram
adicionados em RPMI 5 % FCS

Coloragdo intracelular:

* Coloracao de CD4/CDS:

- Células foram transferidas em uma placa de 96 pocos (pocos
cOnicos).

- Centrifugacao a 1.000 rpm 5' a 4 °C.

- Lavagem com 250uL de tampao FACS (PBS 1 % FCS).

- Precipitados celulares foram incubados com 50 pL de 2,4 G2
1/50 em tampao FACS durante 10"a 4 °C.

- 50 pLL de mistura principal CD4-PE (dilui¢ao Mab: 1/200) e
CD8PerCP (diluicao Mab: 1/200) em tampdao FACS foram adicionados
durante 30"'a 4 °C.

- Lavagem em tampao FACS (1200 RPM-107)

* Permeabilizacdo de células:

- Precipitados foram incubados com 200 pL de solucgdo
cytoFix-cytoPerm durante 20" a 4 °C.

- Lavado com permWASH 1x (1200 RPM-10'), a solucao de
permWASH ¢é concentrada 10x, com dilui¢ao em agua estéril.

* Colorac¢ao intracelular de I IFNy e TNFa:

- Precipitados foram incubados 2 horas a 4 °C com 50 pL de
mistura de IFNy APC (diluicdo Mab: 1/50) e TNFa FITC (diluigdo Mab:
1/50) na solucdo de permWASH 1x.

- Lavados com permWASH 1X (1200 RPM-101), os
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precipitados foram ressuspensos em tampao FACS.

- Andlise FACS.

Brefeldin (Gologi Plug): BD cat.555029

Cytofix/cytoperm: Pharmingen (BD) Cat n°® 554722

Perm/tampao de lavagem: Pharmingen(BD) Cat n°® 554723

CDA49d de rato anti-camundongo purificada NA LE: BD Cat n°
553154

CD28 de rato anti-camundongo purificada NA LE: BD Cat n°
553295

CD8a perCp de rato anti-camundongo: BD Cat n° 553036

CD4 PE de rato anti-camundongo: BD Cat n° 556616

IFNy APC de rato anti-camundongo: BD Cat n° 554413

TNFa FITC de rato anti-camundongo: BD Cat n°554418

CD16/CD32 anti-camundongo (2.4G2) Becton Dickinson cat
n° 553142 (0,5 mg/mL).

Peticao 870200149254, de 26/11/2020, pag. 52/56



172

REIVINDICACOES

1. Composi¢cdo adjuvante aquosa, caracterizada pelo fato de

que: (a) um agonista de TLR-4 e uma saponina em uma formulagdo
lipossomal; e (b) um agente de isotonicidade ndo idnico, em que a
concentragdo de cloreto de s6dio ou a for¢a i0nica na composi¢do adjuvante €
menor de 100 mM.

2. Composi¢cao adjuvante aquosa de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o agente de isotonicidade nao

16nico € um poliol.
3. Composi¢do adjuvante aquosa de acordo com a

reivindicacao 2, caracterizada pelo fato de que o poliol € sorbitol.

4. Composicdo adjuvante aquosa de acordo com a
reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato de que a concentracdo de sorbitol é

entre 4 % e 10 % (p/v).

5. Composi¢do adjuvante aquosa de acordo com qualquer uma
das reivindicacoes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que o dito agonista de

TLR-4 € 3D- MPL.

6. Composi¢do adjuvante aquosa de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que a dita saponina é

QuilA ou um derivado da mesma.
7. Composicdo adjuvante aquosa de acordo com a

reivindicacao 6, caracterizada pelo fato de que o derivado de QuilA é QS21.

8. Composicao adjuvante aquosa de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que compreende cloreto de

s6dio em 5 mM e entre 5 % e 6 % p/v de sorbitol.

9. Composi¢do imunogénica, caracterizada pelo fato de que

compreende um antigeno ou preparacdo antigénica € uma composi¢ao
adjuvante aquosa como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8.

10. Composi¢dao imunogénica de acordo com a reivindicagao
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9, caracterizada pelo fato de que o dito antigeno ou preparacdo antigénica nao

¢ soluvel em concentracoes de sal ou em solu¢des em que a forga i6nica €
maior que 5 mM, 10 mM, 20 mm, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM, 70 mM,
80 mM, 90 mM ou 100 mM.

11. Processo para preparar uma composi¢ao imunogéenica

como definida na reivindicacao 9 ou 10, caracterizado pelo fato de que a etapa
de reconstituir uma composicao liofilizada que compreende pelo menos um
antigeno ou preparacdo antigénica com uma composi¢ao adjuvante aquosa
como definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 8.

12. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende (i) uma

composi¢ao liofilizada compreendendo um antigeno ou preparagdo
antigénica, e (i) uma composi¢dao adjuvante aquosa como definida em
qualquer uma das reivindicacoes 1 a 8.

13. Processo de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado

pelo fato de que o antigeno ou preparacdo antigénica ndo € soluvel em
concentragdes de sal ou em solugdes em que a forca idnica € maior que 10
mM, 20 mm, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM ou
100 mM.

14. Kit de acordo com a reivindica¢ao 11, caracterizado pelo

fato de que o antigeno ou preparacdo antigénica nao € soluvel em
concentracdes de sal ou em solugdes em que a forca idnica € maior que 10
mM, 20 mm, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM, 70 mM, 80 mM, 90 mM ou
100 mM.

15. Composicao imunogénica de acordo com a reivindicagdo 9

ou 10, caracterizada pelo fato de ser para uso na medicina.
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Figura 9
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