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4 ANEXOS )

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documentos que acreditan la existencia y representacion legal cuando los solicitantes sean personas
juridicas.

Documentos de Representacion Legal,
D Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
|:| Declaraciones

|:| Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

E Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, listado de
secuencias)

Copla del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad internacional de Examen
Preliminar (\PEA).

|:| Traduccidn del examen preliminar intemacional efectuada por la IPEA.

|:| De ser ¢l caso, copia del contrato de acceso.

I:I De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicioneles
de las comunidades indigenas.

] Arte Final 12x12. )

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismao titular o su causante, relacionados parcial o totatmente con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

: y i i icaci ns ion, y opinlén
x gtércgl?a ggg%eh_da%g&?ggﬁda Internacional con su traduccion, publicacion con su traduccidn, y opi
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@ Solicito la conceslon de la patsnte,
NOMBRF: ALICIA LLOREDA RICAURTE
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ANEXQ

El documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEEGALES en Bogotd de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO Yy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

qg/‘ (Cq Ce -/~
ALICIA .LOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-08-09-466

DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y

en espanol.
Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espaniol.

Notarizacién, documento escrito en espafiol.

APCSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretaha e Irlanda del Norte

. b R L T A s
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretaﬁa e Irlanda déj"NgJi‘gg‘,‘:::-;‘,"@.,‘:',:::‘;‘f;‘{';ﬁ
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Este documento publico ] ﬁl 'f;v:'ﬁ":x'?»"'f""""iﬁ!!fl‘iw s
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ha sido firmado James Kerr Milligan / {*' 2 MAR 2006 1 <8
actuando como Notario Publico Mh "” i -'gi;% éi%“ %

. . . . ﬁi E: bARAJAs
4.  lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico 3., M. ... ﬁ&lﬁ.’é’éf’m vimiealt
CERTIFICADO
en Londres 6. el 01 tiembre'de 2004

por el Secretario de Estado Principal de Su Ma3jestad para Asuntos
Exteriores y del Commonwealth |

Numero: G 749037

Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RAESOLUCION 2177

42 Y I

ANITA BSCODAR DE TAMAYO
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Selio de Ia Oficina de Asuntos W. Glass
Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostila o certificado de
legalizacién Unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177
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DE PINNA T !

L I |

Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Publico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,
CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio
y letra del Seiior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada

“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de
I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el'citaclo Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esta
debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del ‘Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de junio de 2002, cuyo original he tznido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura
Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.
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APOSTILLE
(Hague Convention of 5 Qctober 1961/Convention de La Haye du 5 octot

Country: United Kingdom of (reat Britain and Northern Ireland |
Pays Royaume-Uni de Grande-Bretagne ct d'Irlande du Nord

This public document/Le présent acte public
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st London/d Londres _ ,6' the/le ............. {}I . :-{—: E LZ""! ..........
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par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Maj; ATfairés Berangeresiet: e Commonweaith.
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'\los abaje firmados,  GLAXOSMITHKLINE
,‘BIOLOGICALS S.A, una sociedad organizada y
i existente de conformidad con ias leyes de Bélgica.

s con domicilic en rue de I'Institut 89,
i B-1330 Rixensart,
' Bélgica

. nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo

IGUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA.
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas ¢n dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados Judiciales o
extrajudiciates, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYQ y/fo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
. ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autloridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
.trémites relativos a la propiedad industrial, a cuyo

efeclo les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
. indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos vy presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
,parcialmente a los registros, abonar todos los
limpuestos y cuotas y efecluar todo oiro pago
determinado por ia ley; recibir todos los documentos
y valores, dando cl descargo respectivo; lienar
cualesquiera otros requisitos y lomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a {os tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las

mas facultades que resulten necesarias, y por el
Presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/c los apoderados que
gualquiera de elios nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, faculiomos a los dociores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de elios otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
existing under the laws of Belgium.

domiciled at rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belglum

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
wilh officos in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legai representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judiciat or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYQO andfor IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial praperty, for which purpose we
authorize them to take before the said autharities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all instalimenis and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipis, to
comply with all other requirements and, in shori, lo
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competaent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good ail that said
representatives and/or the agents by any one of them

appointed may do for our benefit.

' We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
' .angd/or.: ;GUSTAVOL *TAMAYO andfor IGNACIO

SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
" for protogolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Offsce of Industrial Property.

- %" ",
PABLo MENDEZ BARASAL
ROTARKS i;’l
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 , comparecié

. aquien conozco y
de qu:en me consta que firmé el anterior documento,
¥y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
él es
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A, la
compariila nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existenta
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciudad de RIxensart, Bélgica, legalmenle conslituida
para un periodo de duracion gque adn no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme &
las leyes de

que el declarante estd

autorizado por dicha Comparifa para conferir este
poder, que el sello estampado por &l al pie de tal
poder, en nombre y en representacidn de la
expresada Comparia, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento
esta comprendido dentro del de la sociedad.
El suscrito Notaric ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en .
con fecha . y cerlifica que de
conformidad con la legislacion de dicho Pals, la
anterior declaracién juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertes o verdaderos, de |o cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION) 4

Belgium
{ss

On this day of . 200 .
personally
came
to me known, and known to me to be the persen who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belgium, domiciled at the City of Rixensart,
Belgium, legally constituted for a period of tenure
not yet expired, which exercises its corporate
purposes according to the laws of

, that the deponent s

authorized by said Company to confer this power of
attorney; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said

Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles

of Incorporation of said Corporation executed at

, under date of
and herehy certmes that under the laws of sald
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.
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SUPEﬁINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRAGTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA  _ SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21} N* de solicitud: 06~ 110T10 (54) Int CI: AG1K 39/00
(22) Fecha de solicitud: ~ 31-10-06 (71)Solcitante(s)  GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS SA.

{30) Prioridad  (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Fals
0409940.4 04-05-04 GB -

{72) Inventor(es) BRUCK Claudine Elvire Marie; BRICHARD
Vincent; PALMANTIER Remi M y
MEADERS Melinda.

(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  04-12-06 (87)  Publicacién intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 10-11-05
Fecha de presentacion de fa solicifud: ~ 02-05-05 N° publicacién: WO 2005/105139 A3

No. de solicitud PCT/EP2005/004956
(54) Titulo: VACUNA POLIVALENTE BASADA EN MAGE-)) Y NY-ESO-1 PARA INMUNOTERAPIA DE CANCER

Resumen - Reivindicacidn(es):

Reivindicacién niimero 1.

Una composicién de vacuna comprendiendo (a) un componente de antigeno que comprende una combinacién de un
antigeno MAGE-3 modificado y un antigeno NY-ESO-1 o derivado de los mismos, y (b) un componente de adyuvante gue
comprende un adyuvante inmunoestimulador que comprende uno ¢ mas de: sal de alumbre; colesterol; emulsién de aceite
en agua {emulsion A/A); baja dosis de emulsion de aczite en agua; un oligonucledtido inmunoestimulador, tocofero!;
liposoma; una saponina; 'ISCOMS; ¥ un lipopolisacarido.



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de¢ referencia del solicitantc o agente | PARA FUTURAS ver Notificacion o Transmision del Reporte de Bisqueda Interacional

ACCIONES {Forma PCT/ISA/220) as{ comno, donde aplique, ¢l {tem 5 a continuacitn.

VIR/VB60855

Solicitud internacional No. Fecha de registro intemacional (dia/mes/aio) Fecha de Prioridad (Primera) (dia/mes/afio}
PCT/EP2005/004956 02/05/2005 04/05/2004
Solicitante

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Este Reporte de Biisqueda Internacional ha sido preparado por esta Auioridad de Biisqueda Internacional y es transmitido al solicitante
Segtin el Articulo 18. Una copia serd transmitida e la Oficina Internacional.

Este Reporte de Busqueda Internacional consta de un total de ___ 6 hojas,
También estd acompafado de una copia de cada documento técnico anterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte

a. Respecto ul lenpusje, la biisqueda internacional se llevd a cabo segdn la solicitud internacional en cl lengueje en ¢l cual s¢ presentd,
a menos que sc indique de otro modo en este ftem.

D la bdsqueds internacional se llevd a cabo segldn la traduccién de la solicitud internacional proporcionada a esta
Autarided (Regla 23.1(b)).

b. E Respecto a una secuencia de dcido nucledtido y/o amino revelado en la solicitud internacional, ver Recuadro No. L

2, D Ciertas relvindicaclones no pudieron locallzarse (Ver Recuadro II).

3 D Falts unidad de invenclén (ver Recuadro III}).

4. Respecto al titulo,
E) texio ¢s aprobado segun lo presenta el solicitante.
Esta Autoridad ha csublecido que el texto s¢ lea asi:

VACUNA POLIVALENTE BASADA EN MAGE-3 Y NY-ESO-1 PARA
INMUNOTERAPIA DE CANCER

5. Respecto al resumen,
Xl Eltextoes aprobado segiin lo presenta el solicitante.

Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con Ja Norma 38.2(b), segin aparece en el Recuadro 1l1. El solicitante puede, un
mes después de la fecha de haber enviado por correo este reporte de bisqueda intemacional, presentar comentarios a esta Autoridad,

6. Respecto a los dibujos,

a. la figura de los dibujos que se publicard con el resumen ¢ 1a Figura No.

D como lo sugirid el solicitante.
D como scleccionado por esta Autoridad, porque el solicitante no sugirié una figura.
D come scleccionado por esta Autorided, porque esta figwa caracteriza mejor a la invencién-

b. @ ninguna de las figuras que serdn publicadas con el resumen

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Enero 2004)



Solicitud Internacienal No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2005/004956

Casillal Nucleédtido y/o secuencia(s) aminodcida (Continuacién del item 1.b de la primera hoja)

1. Respecto a cualquier nucledtido y/o secuencia aminadcida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segiin:

a. tipo de material:

] un listado de secuencia
[ tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

B en formato escrito
<] en formato Iegible por computador

c. tiempo de presentacion/suministra:

B contenido en la solicitud internacional segiin se registrd
[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
X proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bisqueda.

2. [X Ademis, en el caso en que mds de una versidn o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacidn en las copias
subsiguientes o adicionales es idéntica a aquelia en la solicitud segin se presenté o no va mas alli de la
solicitud segun se registrd, segiin lo apropiado, fileron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemnacional No.

PCT/EP2005/004956

A. CLASIFICACION DE MATERIA
AG61K39/00 A61K39/39

Segiin la Clasificacidn de Patentes Internacional (CPI) o segin la elasificacién nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido de si:nbolos de clasificacidn)

A6BIK

Documentacién buscada fuera de documentacion minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos electrdnica consultada durante la blisqueda intemacicnel inombre de la base de datos y, donde sea prictico, buscar términos usados)

EPO-Interno, BIOSIS, EMBASE, Dato WPI, PAJ, Blisqueda de Secuencia

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Calegoria ®

Citacitn de documento, con indicacidn, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicaciém No.

X MASHINO K ET AL “Expresién de miltiples genes de antigeno cancer- 1-7

vol. 85, No. 5,

1 de Septiembre de 2001 (2001-09-01),
paginas 713-720, XP002355500

ISSN: 0007-0920

todo el documento

12 de Agosto de 1999 (1999-08-12)
citado en la solicitud
ejemplos I-V; secuencia 1

-

testis en carcinomas gastrointestinales y de seno”
BRITISH JOURNAL OF CANCER. 1 SEPT. 2001,

WO 99/40188 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS S.A,;
CABEZON SILVA, TERESA; COHEN, JOSE)

1-7

E en ¢l recuadro ¢ se enumeran més documentos.

E En ¢l anexo se cnumeran miembros de la familia de patentes.

® Categorlas ¢speciales de documentos citados:

'A' documento que define ¢l estedo gencral de la técnica el cual no se
considere de relevancis particutar

E' documento anterior pero publicado en o después de la fecha de
presentacién intemacional

'L’ documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacion de ot
citacidn u otra razdn especial (seglin se especifica)

'0" documento que se refierc a una revelacion oral, uso, exhibicién u
otros medios

‘P’ documento publicado antes de 1a fecha de presentacitn internacionat
pere después de la fecha de prioridad reivindicada

T documento posterior publicado después de Ia fecha de presentacidn
internacional o fecha de prioridad y que no estd en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principio o teorla que sustenta
la invencidn

X' documento de relevancia particular; la invencidn reivindicada no
pucde considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando ¢] documento se toma solo

'Y documento de relevancia particulzr; la invencién reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el
documento se combina con uno o mis documentos, siendo dicha
combinacidn obvia pars una persona experta en la téenica

'&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de 12 terminacién real de la bisqueda internacional

23 de Noviembre de 2005

Fecha de envio por correo del reporte de biisqueda internacional

08/12/2005

Nombre y direccidn del correo de 1ISA
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswiik
Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
Fax No. (+31-70) 340-3016

Funcionario autorizado

Hermann, P

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2005/004956

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ®

Citacién de documento, con indicacién, donde sea apopiado, de log textos relevantes

Relevante a la reivindicacién No.

A

SUGITA YURIKA ET AL: “Expresion e inmunogenicidad de NY-ESO-
1 en tumores de seno malignos y benignos”

CANCER RESEARCH. 15 de Marzo de 2004,

vol. 64, No. 6,

15 de Marzo de 2004 (2004-03-15),

péginas 2199-2204, XP002355501

ISSN: 0008-5472

todo el documento

REYNOLDS SANDRA R ET AL: "Respuestas de células T CD8+
inducidas por vacuna a MAGE-3 correlacionan con el resultado clinico
en pacientes con melanoma™

CLINICAL CANCER RESEARCH: AN OFFICIAL JOURNAL OF
THE AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, FEB,
2003,

vol. 9, No. 2, Febrero 2003 (2003-02),

piginas 657-662, XP002355502

ISSN: 1078-0432

todo el documento

REYNOLDS S R ET AL: “Estimulacién de respuestas de células T
CD8+ a MAGE-3 y melan A/MART-1 m:diante inmunizacidn hacia una
vacuna de melanona polivalente”

INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, JOURNAL
INTERNATIONAL DU CANCER. 17 DE SEPTIEMRE DE 1997,

vol. 72, No. 6,

17 de Septiembre de 1997 (1997-09-17)

paginas 972-976, XP002355503

ISSN: 0020-7136

todo el documento

JAGER E ET AL “Induccién de inraunidad NY-ESO-1 primeria;
respuestas de anticuerpo y linfocito T CD8+ en pacientes vacunados con
péptido con cinceres NY-ESO-1"

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF
THE UNITED STATES OF AMERICA."

24 de Octubre de 2000

vol. 97, No. 22,

24 de Octubre de 2000 (2000-10-24)

paginas 12198-12203, XP002355504

ISSN: 0027-8424

todo el documento

1-7

1-7

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemacional No.

PCT/EP2005/004956

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacidn de documento, con indicacitin, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante & s reivindicacién No.

A

YAMAGUCHI HIROSHI ET AL: “Ientificacién del epitcpo CTL
HLA-A24-restringido a partir de antigeno de cincer-testis, NY-ESO-1, e
inducci6n de una respuesta inmune antitumor especifica”

CLINICAL CANCER RESEARCH: AN OFFICIAL JOURNAL OF
THE AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, 1
FEB. 2004,

vol. 10, No. 3,

1 de Febrero de 2004 (2004-02-01),

piginas 890-896, XP002355505

ISSN: 1078-0432

todo el documento

CHEN Y T ET AL: “Un antigeno testicular expresado aberrantemente en
cinceres humanos detectado por seleccién de anticuerpo aut6logo™
PROCEEDING OF THE NATIONAL ACADEMY QF SCIENCES OF
THE UNITED STATES OF AMERICA

4 MAR. 1997,

vol. 94, No. 5, 4 de Marzo de 1997 (1997-03-04),

piginas 1914-1918, XP002355506

ISSN: 0027-8424

todo €] documento

GAUGLER B ET AL: “El gen humano MAGE-3 codifica para un
antigeno reconocidos sobre un melanomna por linfocitos T citoliticos
autélogos”

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, TOKYO, JP,

vol. 179, No. 3,

1 de Marzo de 1994 (1994-03-01), paginas 921-930,

XP000576724

ISSN: 0022-1007

todo el documento

1-7

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de la segunda hoja) (Enero 2.004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP2005/004956
Documento de patente . -
citado en ¢l reporte de | Fecha de publicacién Miembro(s) de la familia de Fec_ha c!e
busqueda patentes publicacién
q
WO 9940188 A 12-08-1999 AU 737337 B2 16-08-2001
AU 2722099 A 23-08-1999
BR 9907691 A 14-11-2000
CA 2319309 Al 12-08-1999
CN 1295616 A 16-05-2001
EP 1053325 A2 22-11-2000
HU 0102639 A2 28-11-2001
JP 2002502604 T 29-01-2002
NO 20003958 A 04-10-2000
NZ 506086 A 31-01-2003
PL 342852 Al 16~07-2001
TR 200002284 T2 21-11-2000

Forma PCT/ISA/210 (anexo de familia de patentes) (Enero 2004)
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Applicant’s or agent's fila reference
VJR/VB60855 FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
Intemational application No. International fling date
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Applicant

Flliing of amendments and statement under Article 19:

Intemational Search Report.
Where? Directly lo the

4. Raminders

The applicant may submit comments on an informal basls on the

months,

1. [x] The applicant is heraby nolitied that the intemational search report and the written opinion of the Intemational Searching
Authority have beeén established and are transmitted herewith.

The applicant is entitled, if he 80 wishas, o amend the claims of the Intemational Application (ses Rule 46):
When? The time limit for filing such amendments Is normally two months from the date of iransmittal of the

international Bureau of WIP(), 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzeriand, Fasdmile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed Instructions, see the notes on the nccompanying sheet.

2. D The applicant is heraby notified that no international search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the wriltan opinion of the International Searching Authorlty are transmitted herawith.

3. D With regard to the protest against payment of (an) acditional fee(s) undsr Ruie 40.2, the applicant Is notified that:

D the protes! together with tha declsion therson has been transmitted to the Internationa) Bureau togather with tha
applicant’s request to forward the texts of both the protast and the decision thereon to the designated Offices.

D no decision has been made yet on tha protest; the applicant wilt be notified as soon as a decision is made.

Shortly after the expiration of 18 months from the priority data, the Intemational application will be published by the
Intamational Bureau. If the applicant wishes to avoid or pastpone publication, a notice of withdrawal of the intarnational
application, or of the priority ciaim, must reach the Intemational Bureau as provided in Rules 90biz.1 and 80bi5.3, respectively,
hefore tha completion of the technical preparations for intemational publication.

written opinion of the Intemational Searching Authority to the

International Bureau. The Intemational Bureau will send a copy of such comments to ali designated Offices uniess en
intamational prefiminary axewrination report has been or is to be egtablished. Thess comments would also be made available to
the public but not befora the expiration of 30 meonths from the priority dats,

Within 19 montha from the prionity date, but only In respect of some designated Offices, a demand for intemational preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priornity
date (in some Offices even later); ctherwise, the applicant mLst, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry Into the natlonal phase belore those designated Offices.

In respect of cther designated Offices, the time imit of 30 months (or later) will apply even if no demand Is filed within 18

See the Annex to Form PCTABR/B01 and, for detalls about the applicable time limits, Office by Office, see the PCT Applicant’s
Guigg, Volume Il, National Chapters and the WIPO Intemet uits.

Name and mailing eddress of the Imemational Searching Authorily

o\ European Patent Otfice, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswik
Tel. (+31-70) 3402040, Tx. 31 651 aponl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Michela Digiusto

Form PCTASA220 (January 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

{PCT Anicle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER 0@ Form PCTASAR220
VIR/VB60855 ACTION as wall as, where applicable, item 5 balow.
Intemnationat application No. Intemnational filing cate (day/month/vear) (Earliest) Prority Date (day/monih/year)
PCT/EP2005/004956 02/05/2005 04/05/2004
Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS 5.A.

This Intemational Search Report has been prepared by this int3mational Searching Authority and Is transmitted to the applicant
according to Artide 18. A copy is being fransmitted to the Intsmational Bureau.

This Intemational Search Reportconsiste ofatotalof &  sheets,
E Itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basls of the report

a. With regard to the languagse, the interational search was carried out on the basis of the international application in the
Wanguage in which It was filed, unless otherwise indicatad under this item.

D The intamational search was camred out on the basis of a translation of the intemational application fumished to
this Authority (Rule 23.1(b)).

b. IE With regard 10 any nucleotide and/or amino scid sequence disclosed in the Internationa application, see Box No. .
2, D Certnin claims were found unsearchable (Sue Bax Il).
3, [T  unity of invention is lacking (see Box Ill).

4, With regard o the title,
D the text |s approved as submitted by the applicant.
@ the text has besn esiablished by this Authorily I read as follows:
MAGE-3 AND NY-ESO-1 BASED POLYVALENT VACCINE FOR CANCER IMMUNOTHERAPY

5. With regard to the abstract,
IZI tha text 18 approved as submiited by the applicant.

D tha text has been established, acoording to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within ona month from the date of malfing of this intemational gearch report, submit comments to this Authority.

6. With regand io the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
D as suggested by the applicant.
D as selected by this Authority, because the applicant feited to suggest a figure.
D as selacted by this Authority, becausae ‘his figure better characterizes the Invention.
b. [X] vone of the figures is to be published with the ebatract

Form PCTASA/210 (first sheet) (January 2004)



Intemational application No.

INTERNATIONAL SEAFICI-! REPORT PCT/EP2005/004956

Box No. | Nucleotide and/or amino acld sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1.

3.

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclesed in the international application and necessary to the claimed
invention, the intemational search was canied out on the basis of:

a. ftype of matarial

E a sequence listing
D tabls(s) related to the sequence listing

b. format of material
E in written format
IE In computer readable form

¢c. time of tilingfumishing
E contained in the intamational application as filed
D filad together with the international application In computer readabls form
E fumished subsequently to thia Authority for the purpose of search
E In addition, in the casa that more than one varsion or copy of a sequence listing and/or table retating thareto has been filed

or fumished, the required statements that the information In the subsequent or addltional copies Is identical to that In the
application as filad or does not go beyond the application as filed, as appropriate, ware fumished.

Additional comments:

Form PCTASA/210 {continuation of first sheet (1)) {January 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intemational Application No

PCT/EP2005/004956

A. CLASSIFICATION OF SUUBJECT MATTER
AB1K39/00 A61K39/39

According to Intamational Patant Classification {{PC) or to both national ¢lassltication and IPC

B. FIELDS BEARCHED

Minimum docurr;s'ltill’l(:n searched (clagsification systam followad by cla ssification symbols)}

Dotumantation ssarched othar than minimum documeantation to the exteni that such documents ara incduded in tha fiekds searched

Electronic daia base consulted during the international search (name of daia base end, where practical, seanch terms usad)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data, PAJ, Sequence Search

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages RAelevant to claim No.

X MASHINO K ET AL: "Expression of multiple 1-7
cancer-testis antigen genes in
gastrointestinal and breast carcinomas.”
BRITISH JOURNAL OF CANCER. 1 SEP 2001,
vol. 85, no. 5,

1 September 2001 (2001-09-01), pages
713-720, XP002355500

ISSN: 0007-0920

the whole document

A W0 99/40188 A (SMITHKLINE BEECHAM 1-7
BIOLOGICALS S.A; CABEZON SILVA, TERESA;
COHEN, JOSE) 12 August 1999 (1999-08-12)
cited in the application

examples I-V; sequence 1

-/—

m Further documants are Ustad in the continuation of box C. D Patant famlly membars are Hsted in annex.

* Speclal calegories of ciled documaents ;

T later documani publiched afier the international filng date
o priority date and nol n conftic! with the application but

‘A" document dellning the genara! siate of the an which is not
congidered W be of particular relavance

"E" earlier document bul pubilshed on or after the intarnational
filng dae

*L" documant which may throw doubts on rdorily claim{s} or
which Is cited to estabiish the publication data of another
citation or other special reason (aé specifled)

*0" document refeming to an oral disclosure, use, axhiblition or
other means

*P* document published prior 1o the international filng date but
iaier than the priority date claimed

clied 1o undarstand the principle os theory underying the
Invantion

“X" document of particular relevance; the claimed invention

cannot be congidared novel or cannol be consdered to
Invaive an inventive step when the document is 1aken alona

"Y" document of pariicular relevance; the claimad invention

cannot be considerad 1o Involve an Inventive stap when the

dotumant is corbingd with ong or more other such docu-

mtn;s. such combination baing obvious to a person skilled
an.

*4" document mambar of the same patent family

Date of the actual completion of the International search

Date of maling of the Intamational search repon

Fax: (+31-70) 340-3016

23 November 2005 08/12/2005
Nama and mailing address of the i1SA Authorized officer
European Paient Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL ~ 2280 HV Rijswik
Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 851 epo i, Hermann . P

Form PCTASA/210 (second shwet) (January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intornational Application No

PCT/EP2005/004956

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catsgory ° | Cltation of document, with indication, whare appropriate, of the rmlevant passages Relevant to claim No.
A SUGITA YURIKA ET AL: "NY-ESD-1 expression 1-7
and immunogenicity in malignant and benign
breast tumors.”
CANCER RESEARCH. 15 MAR 2004,
vol. 64, no. 6,
15 March 2004 (2004-03-15), pages
2199-2204, XP002355501
ISSN: 0008-5472
the whole document
A REYNOLDS SANDRA R ET AL: "Vaccine-induced 1-7
CD8+ T-cell responses to MAGE-3 correlate
with clinical outcome in patients with
melanoma."
CLINICAL CANCER RESEARCH : AN OFFICIAL
JOURNAL OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH. FEB 2003,
vol. 9, no. 2, February 2003 (2003-02),
pages 657-662, XP002355502
ISSN: 1078-0432
the whole document
A REYNOLDS S R ET AL: "Stimulation of CD8+ 1-7
T cell responses to MAGE-3 and Melan
A/MART-1 by immunization to & polyvalent
melanoma vaccine."”
INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER. JOURNAL
INTERNATIONAL DU CANCER. 17 SEP 1997,
vol. 72, no. 6,
17 September 1997 (1997-09-17), pages
972-976, XP002355503
ISSN: 0020-7136
the whole document
A JAGER E ET AL: "Induction of primary 1-7
NY-ESO-1 immunity: CD8+ T 1ymphocyte and
antibody responses in peptide-vaccinated
patients with NY-ESO-1+ cancers.”
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA.
24 OCT 2000,
vol. 97, no. 22,
24 October 2000 (2000-10-24), pages
12198-12203, XP002355504
ISSN: 0027-8424
the whole document
-f—
Form PCTASA/210 (conbriyation of sacond shest) (January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intermational Application No

PCT/EP2005/004956

C.{Continuation} DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory *

Citation of documeni, with Indication, where appropriate, of the relavant pastages

Relevant to claim No,

A

YAMAGUCHI HIROSHI ET AL: "Identification
of HLA-AZ24-restricted CTL epitope from
cancer-testis antigen, NY-ES{-1, and
induction of a specific antitumor immune
response.”

CLINICAL CANCER RESEARCH : AN OFFICIAL
JOURNAL OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH. 1 FEB 2004,

vol. 10, no. 3,

1 February 2004 (2004-02-01), pages
890-896, XP002355505

ISSN: 1078-0432

the whole document

CHEN Y T ET AL: "A testicular antigen
aberrantly expressed in human cancers
detected by autologous antibedy
screening.”

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA.
4 MAR 1997,

vol. 94, no. 5, 4 March 1997 (1997-03-04),
pages 1914-1918, XP002355506

ISSN: 0027-8424

the whole document

GAUGLER B ET AL: “"HUMAN GENE MAGE-3 CODES
FOR AN ANTIGEN RECOGNIZED ON A MELANOMA BY
AUTOLOGOUS CYTOLYTIC T LYMPHOCYTES®
JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, TOKYO,
JP,

vol. 179, no. 3,

1 March 1994 (1994-03-01), pages 921-930,
XP000576724

ISSN: 0022-1007

the whole document

1-7

1-7

1-7

Fom PCTASA/210 (contnuation of sacond sheet) {January 2004}

page 3 of 3



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family membere

intemationsl Application No

PCT/EP2005/004956
Patent document Publication Patent family Publication
citad in search report data mamber(s) date
Wo 9940188 A 12-08-1999 AU 737337 B2 16-08-2001
AU 2722099 A 23-08-1999
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OPINION ESCRITADELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2005/004956

Casilla No. I. Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opini6n se ha establecido segtin la solicitud internacional en el idioma en el cual se
presentd, a menos que se indique de otro modo bajo este item.

[] Esta opini6n se ha establecido segtin una traduccién del idioma original al siguiente idioma, que es el
idioma de una traduccién proporcionada para la bisqueda internacional (bajo las Reglas 12.3 y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoécida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segiin:

a. tipo de material:

[X] un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

[ en formato escrito
X en formato legible por computador

c. iempo de presentacién/suministro:
[X] contenido en la solicitud internacional segtin se registr6
[[] registrada junte con la solicitud internacional en formato legible por computador
X proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la basqueda.

3. [X] Ademis, en el caso en que més de una versi6n o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segiin se present6 o no va més alld
de la solicitud segtn se registré, segiin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Forma (PCT/ISA /237 (Enero de 2004)
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OPINION ESCRITADELA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2005/ 004956
Reltem I

Bases del reporte

El listado de secuencias modificado presentado con la carta del 30 de septiembre de 2005 no formar4 parte
de la solicitud internacional de conformidad con la Regla 13tr.1(f) PCT.

Re Item V
Afirmacién razonada respecto a novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y

explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: Mashino K. ef al.: “Expression of multiple cancer-testis antigen genes in gastrointestinal and
breast carcinomas.” - 2001 - British Journal of Cancer, 85: 713-720

D2: WO-A-99/40188 (Smithkline Beecham Biologicals S.A.; Cabezon Silva, Teresa; Cohen, Jose)
12 de agosto de 1999 _

D3: Yamaguchi H. et al.: “Identification of HLA-A24-restricted CTL epitope from cancer-testis
antigen, NY-ESO-1, and induction of a specific antitumor immune response” - 2004 - Clinical
Cancer Research, 10: 890-896

2. Ninguno de los documentos anteriores de la técnica a la mano revela la materia objeto de las
reivindicaciones 1-7; por lo tanto, dichas reivindicaciones cumplen con los requerimientos del
Articulo 33(2) PCT.

3. Sin embargo, no puede considerarse que la materia objeto de las reivindicaciones 1-7 comprende un

paso inventivo contrario a los requerimientos del Articulo 33(3) PCT, por las siguientes razones:

MAGE-3 Y NY-ESO-1 son antigenos asociados a tumores bien conocidos y el documento D1 ya
reporta la expresién de dicho antigeno sobre varios tumores y el potencial uso de dichos antigenos
como candidatos para inmunoterapia especifica contra el cancer (ver D1 resumen, p. 713 columna
izquierda 1er § - p. 714 columna izquierda ler § - p. 718 columna izquierda 2ndo § - p. 720 colunmna
izquierda ler §). Ademss, la preparacién’ de la composicién de la vacuna para el tratamiento del

cancer es bien conocida en el estado de Ia técnica que comprende antigenos

Forma PCT/Hoja separada/237 (Hoja 1) (EPO - Enero de 2004)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No. (‘5
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2005/ 004956
(HOJA SEPARADA)

asociados a tumores y ya reportados en L2 que revela el uso de MAGE-3 que contiene proteina de
fusién para la preparacién de la vacuna para uso en el tratamiento de MAGE-3 asociado a tumores
(cf. D2 reivindicaciones 12-20) y el uso de NY-ESO-1 antigénico péptido para la fabricacién de
composiciones de vacuna contra el cancer ya ha sido reportado (ver por ejemplo todo el contenido
de D3).

Por lo tanto, en vista de la técnica anterior a la mano, la materia objeto de las presentes
reivindicaciones 1-7 no soluciona ningtin problema técnico desconocido o imprevisible. Ademaés, la
presente descripcién no proporciona ningiin resultado que lleve a un efecto técnico sorprendente o
inesperado unido al usc de la vacuna polivalente contra el cancer reivindicada y al uso de ambos
antigenos en la misma formulaci6én de la vacuna polivalente parece que representa una opcién obvia

que la persona versada seleccionaria sin el requerimiento de habilidades inventivas.

Por lo tanto, las reivindicaciones 1-7 no cumplen con los requerimientos de los Articulos 33(1) y (3)

PCT por falta de nivel inventivo.

4. A la reivindicacién independiente 1 le falta claridad (Articulo 6 PCT) por la expresién “antigeno
MAGE-3 modificado” en ausencia de indicaciones claras adicionales en cuanto a las modificaciones
con las que la reivindicacién se relaciona, dejando por lo tanto al lector en duda en cuanto al alcance

pretendido de proteccién.

Forma PCT/Hoja separada/237 (Hoja 2) (EPO - Enero de 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2005004956

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the international application in
the language Iin which it was filed, unless otherwise indicated under this item.

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original ianguage into the following

language , which is the language of a translation furnished far the purposes of international search
{under Rules 12.3 and 23.1(b}).

2. With regard to any nucleotide andlor amino acld sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
& asequence listing
O table{s) related to the sequence listing
b. format of material:
&  in written format
® in computer readabie form
c. time of filingfurnishing:
B contained in the intemational application as filed.
O filed together with the international application in computer readable form.
B furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. & In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statoments that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 {January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE ) International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2005004956

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, Inventlive step or
industrial applicablilty; citations and explanailons supporting such statement

1. Statement
Novelly (N) Yas: Claims 1-7
No: Claims -
Inventive step (IS) Yes: Claims -
No: Claims 1-7
industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-7

No: Claims -

2. Citations and explanations

s00 separate sheet

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/004956
Re ltem |

Basis of the report

The amended sequence listing filed with the letter of September 30", 2005 shall not form part
of the international application according to Rule 13'.1(f) PCT.

Re item V
Reasoned statement with regard to noveity, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made to the following documents:

D1: Mashino K. et al.: “Expression of multiple cancer-testis antigen genes in
gastrointestinal and breast carcinomas.” - 2001 - British Journal of Cancer, 85:
713-720

D2: WO-A-99/40188 (Smithkline Beecham Biologicals S.A; Cabezon Silva, Teresa;
Cohen, Jose) 12 August 1999

D3: Yamaguchi H. et al.: "ldentification of HLA-A24-restricted CTL epitope from cancer-
testis antigen, NY-ESO-1, and induction of a specific antitumor immune response.”
- 2004 - Clinical Cancer Research, 10: 890-896

2. None of the prior-art documents at hand discloses the subject-matter of claims 1-7 said
claims therefore meet the requirements of Article 33(2) PCT.

3. However the subject-matter of claims 1-7 cannot be considered to involve an inventive

step contrary to the requirements of Article 33(3) PCT, the reasons being as follows:

MAGE-3 and NY-ESO-1 are well known tumour associated antigens and document D1
already reports the expression of said antigen on various tumours and the potential use
of said antigens as candidates for cancer-specific immunotherapy (see D1 abstract, p.
713 left-hand column 1® § - p. 714 left-hand column 1 §, p. 718 left-hand column 2™§ -
p. 720 left-hand column 1¥ §). Moreover the preparation of vaccine composition for the
treatment of cancer comprising tumour-associated antigens is well known in the art and

Form PCTNSA/237 (Separats Shest) (Sheet 1) (EPO-Janusry 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/004956

already reported in D2 which disclosies the use of MAGE-3 containing fusion protein for
the preparation of vaccine for use in the treatment of MAGE-3 associated tumours (cf.
D2 claims 12-20) and the use of NY-ESO-1 antigenic peptide for the fabrication of
cancer vaccine compositions has also already been reported (see the entire content of
D3 for example).

Thus, in view of the prior art at hand, the subject-matter of present claims 1-7 does not
solve any unknown or unforeseeable technica! problem. Furthermore, the present
description does not provide any result ieading to a surprising or unexpected technical
effect linked to the use of the claimed polyvalent cancer vaccine and the use of both
antigens in the same polyvalent vaccine formulation appears to represent an obvious
option the skilled person would select without the requirement of inventive skills.

Hence claims 1-7 do not meet the requirements of Articles 33(1) and (3) PCT for lack
of inventive step.

4. Independent claim 1 lacks clarity (Article 6 PCT) because of the expression "modified
MAGE-3 antigen" in the absence of further clear indications as regards the modifications
the claim relates to, leaving therefore the reader in doubt as regard the intended scope
of protection.

Form PCT/AISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-January 2004}
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VACUNA P LIVALENTE BASADA EN MAGE-3 Y NY-ESO-1 PARA

INMUNOTERAPIA DE CANCER

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invenciéon proporciona nuevas formulaciones de
vacuna para el tratamiento de antigenos de cancer. La vacuna
comprende un antigeno MAGE-3 modificado, un antigeno NY-ESO-1,
y un adyuvante que comprende una saponina y un oligonucleétido

10 inmunoestimulador.
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VACUNA POLIVALENTE BASADA EN MAGE-3 Y NY-ES -1 PARA

INMUNOTERAPIA DE CANCER

La presente invencién se refiere a una nueva formulacién de
vacuna comprendiendo (a) un componente de antigeno que
comprende una combinacién cde un antigeno MAGE-3 modificado y un
antigeno NY-ESO-1, o derivados de los mismos, y {(b) un adyuvante.

A pesar de las enormes inversiones de recursos humanos y
financieros, el cAncer perman=2ce como una de las causas principales
de mu'erte.

La inmunoterapia de cancer se ha descrito en la materia por un
numero de afos, incluyendo aquellos que comprenden la vacunacion
activa de pacientes con antigenos asociados al tumor con el
propésito de producir una respuesta inmune en estos individuos que
reconoce y destruye las células de cancer. Varios antigenos de
cancer se han descrito para este propdésito, incluyendo los antigenos
de familia MAGE y antigenos NY-ESO-1.

Permanece entonces, a pesar de la duracién de tiempo en que
se han investigado estas terapias, una necesidad real de estrategias
mejoradas para mejorar la respuesta inmune contra el antigeno.
Tales estrategias incluyendo la combinacién del antigeno tumoral
con poderosos adyuvantes de vacuna.

Los antigenos de cancer/testiculos (CT) son proteinas
inmunogénicas expresadas predominantemente en una variedad de

canceres pero en tejidos normales excepto el tejido gametogénico

2‘7\
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(testiculos) (Kirkin, A et al., Cancer Investigation, 2002, 20(2), 222-
236). MAGE-3 y NY-ESO-1 se conocen como los antigenos de
prototipo CT. La familia de antigenos CT también incluye miembros
de la familia NY-ESO-1, PRAME, GAGE, familia PAGE, BAGE, familia
XAGE, LAGE, miembros de la familia SSX (entre los cuales SSX-1, -
2 también se conocen como HOM-MEL-40, -4, -5), SCP-1 (también
conocido como HOM-TES-14), SART-1 y SART-3, HOM-TES-85,
.esperma-proteina Sp17, CTp11, TSP50, CT9/BRDT, TRAG-3 (Gen 3
Asociado a la Resistencia de Taxol), OY-MS-4MAGE (véase Tabla 1

en Kirkin A. et al. Cancer Investigation, 2002, 20(2), 222-238).

Breve Descripcion De La Invencién
La presente invencién se refiere a nuevas formulaciones de
vacuna que comprenden:
(a) un componente de antigeno que c¢omprende una
combinacion de un antigeno MAGE-3 modificado y un
antigeno NY-ESO-1 o derivado de los mismos, y
(b) un adyuvante inmunoestimulador que comprende uno o
mas de: sal de alumbre; colesterol; emulsién de aceite en
agua (A/A); baja dosis de emulsidon de aceite en agua; un
oligonucledétido Iinmunoestimulador; tocoferol; una
saponina; y un lipopolisacarido.
También se proporcionan métodos de tratamiento de individuos
mediante la administracién de las vacunas de la presente invencion,

y en modalidades especificas las vacunas se utilizan en el

%6
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tratamiento de Melanoma, carcinoma de pulmén de célula no
pequeia (CPCNP), o cancer de vesicula.

En un aspecto de la presente invenci6n, se proporciona una
composiciéon de vacuna que comprende (a) un componente de
antigeno que comprende una proteina de fusiéon de MAGE-3 y una
proteina vehiculo de Proteina D truncada (MAGE-3 Proteina D 1/3),
de SEQ ID NO:1 (segin se describe tanto en la presente como segun
se describe en WO 99/40188), un antigeno de proteina NY-ESO-1, y
(b) una composicién de adyuvante que comprende estructuras de
liposoma que contienen colesterol y QS21, en combinacién con un
oligonucledtido inmunoestimulador que contiene al menos un
oligonucleétido no metilado.

Las vacunas de la presente invencién pueden mejorar el efecto
antitumoral de las vacunas de cancer en comparacion con una
vacuna que contiene solamente unc de los antigenos expresados por
una célula tumoral. Esta vacuna mejorada podria no necesariamente
permitir la mayor cobertura del paciente (es decir, permitir que mas
canceres se tengan como objetivo con una vacuna), pero también
permitir una respuesta mejor respuesta inmune a generar contra el
tumor objetivo. Ademaés, las vacunas de la presente invencion
pueden reducir el cambio de evasién tumoral o escape, aun si la
expresion de uno de los antigenos se reduce después de la

vacunacion.
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Descrincién Detallada De La Invencién

La invencién se refiere a la combinacion especifica de los

siguientes componentes:

(i)

(i)

(iii)

proteina MAGE modificada (MAGE-3 Proteina D 1/3),
segun se muestra en SEQ ID NO:1.

una “regidén inmunoagénica” de producto de gen NY-ESO1,
por ejemplo: la proteina NY-ESO1; una proteina,
polipéptido o péptido que consiste de o que comprende la
parte de terminal C de la proteina que contiene los
epitopos Clase | y/o Clase [l de NY-ESO1; recubriendo
péptidos largos que comprenden esta regiéon; y/o,
péptidos CD8 especificos.

un adyuvante inmunoestimulado que comprende uno o
mas de: sal de alumbre; colesterol; emulsién de aceite en
agua {emulsién A/A); baja dosis de emulsién de aceite en
agua; un oligonucleétido inmunoestimulador, por ejemplo
CpG; tocoferol; liposoma; una saponina, por ejemplo
QS821; y un lipopolisacarido, por ejemplo MPL. Los
ejemplos de adyuvantes adecuados para utilizarse en la
presente invencién incluyen aquellos que com;;renden o]
consisten de los siguientes componentes:

a. CpG; emulsidn A/A/3D-MPL/QS21 (alta dosis);

b. CpG/baja dosis de emulsion A/A/3D-MPL/QS21;

c. CpG/Liposoma/QS21; y

d. CpG/3D-MPL/QS21/liposomas
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e. ISCOMS que contiene QS21
f. ISCOMS que comprende QS21 y QS7.

En una modalidad, el adyuvante es: CpG/MPL/QS21/liposomas.

Los componentes (i) y (ii} pueden co-formularse con el
componente (iii}) para adminisiracién concomitante, o puede cada uno
formularse por -separado con el componente (iii) para la
administracién concomitante ¢ secuencial.

En una modalidad de |la presente invencién, el componente (i)
se formula con un componenie de adyuvante (iii) el cual comprende
CpG/MPL/QS21/liposomas y el componente (ii) se formula con un
componente de adyuvante (iii) el cual comprende ISCOMS, por
ejemplo, ISCOMS que contiene QS21 o ISCOMS que comprende
QS21 y QS7. De esta manera, el componente (i} y (ii) se
proporcionan para la administracion secuencial o concomitante.

Los componentes (i) y (ii) pueden expresarse como
componentes separados, o pueden expresarse como una proteina de
fusién. Una vacuna de ADN/vector viral también se contempla, en la
cual la vacuna comprende componentes (i) y (ii) codificadores de
acido nucleico, y el componente (iii) es un adyuvante adecuado para
una vacuna de ADN.

Las composiciones de vacuna comprenden un antigeno de
derivado MAGE-3. En una modalidad de |la presente invencion, el
derivado es una proteina de fusiébn que comprende un antigeno
MAGE-3 unido a una pareja heterbloga. Las proteinas pueden

conjugarse quimicamente, o pueden expresarse como proteinas de
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fusion recombinantes permitiendo de esta manera a los niveles
aumentados producirse en un sistema de expresién segun se
compara a la proteina no fusionada. De esta manera, |la pareja de
fusién puede ayudar en suministrar epitopos auxiliadores T (pareja
de fusion inmunoldgica), por ejemplo, epitopos auxiliadores T
reconocidos por humanos, o ayudar en la expresion de la proteina
(reforzador de proteina) en producciones mas altas que la proteina
recombinante nativa. En una modalidad, |la pareja de fusiobn sera
tanto una pareja de fusién inmunol6gica y pareja de refuerzo de
expresion.

En una forma de la invencién, la pareja de fusién inmunolégica
MAGE-3 se derivad de la proteina D, una proteina de superficie de la
bacteria de gramo negativo, el derivado comprende
aproximadamente [a primera 1/3 de la proteina, en particular
aproximadamente los primeros 100-110 aminoacidos de terminal N.
En una modalidad, el derivado de proteina D se lipida. En una
modalidad, los primeros 109 residuos de la pareja de fusion de
Lipoproteina D se incluye en la terminal N para proporcionar el
antigeno candidato de vacuna con epitopos de célula T exdgena
adicionales y aumentar el nivel de expresion en E-coli (actuando de
esta manera también como un reforzador de expresion). EIl tallo
lipido asegura la presentacion 6ptima del antigeno a las células que
presentan antigeno.

Otras parejas de fusidn MAGE-3 incluyen la proteina no

estructural de virus de influenza, NS1 (hemaglutinina). Tipicamente,
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los 81 aminoacidos de terminal N se utilizan, a pesar de que pueden
utilizarse diferentes fragmentos que proporcionados incluyen los
epitopos de reforzador T.

En otra modalidad, la pareja de fusién inmunolégica MAGE-3
es |la proteina conocida como LYTA. En una modalidad, la parte de
terminal C de la molécula se utiliza. Lyta se deriva de Streptococcus
pneumoniae que sintetizan una amidasa acetil-L-alanina, LYTA

amidasa, (codificada por el gen lytA {Gene, 43 (1986) pagina 265-

272} una autolisina que degrada especificamente ciertos enlaces en

el elemento principal peptidoglicano. EIl dominio de terminal C de la
proteina LYTA es responsable de la afinidad a la colina o a algunos
analogos de colina tales como DEAE. Esta propiedad se ha
explicado para el desarrollo de plasmidos que expresan C-LYTA E.
coli utiles para la expresién de proteinas de fusidon. La purificacién
de proteinas hibridas que contienen el fragmento C-LYTA en su
terminal amino se ha descrito {Biotecnology; 10, (1992) pagina 795-
798}. Segun se utiliza en la presente, una modalidad de la invencién
utiliza la parte repetida de la molécula Lyta encontrada en el extremo
de terminal C que comienza en el residuo 178. Una forma que puede
utilizarse incorpora los residuas 188-305.

En una modalidad de la presente invencién, la composicién
MAGE-3 modificada comprende un antigeno segin se describe en
WO 99/40188, o fragmento inmunogénico tal como un péptido que ha
retenido la capacidad de producir una respuesta inmune la cual

reconozca la proteina MAGE. Un antigeno especifico para las

8y
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presentes vacunas es el polipéptido MAGE-3 que tiene la secuencia
de aminoacido establecida en Gaugler B. et al., J. Exp. Med., 1994,
179, 921 (MAGE-3), o en 3EQ ID NO:1 (proteina D1/3-MAGE-3)
(tanto en la presente como también en WO 99/40188). Dicha
composicién inmunogénica puede prepararse de acuerdo al método
descrito en WO 99/40188 ¢ mediante cualquier técnica de rutina
conocida por aquellos expertos en la materia.

NY-ESO-1 es un antigeno asociado al tumor descrito en WO
98/14465, los contenidos del cual se incorporan en totalidad en esta
descripcién. NY-ESO-1 también se describe en Chen YT et al. Proc.
Natl. Acad. Sci USA 1997, 94: 1914-18; Scanlan et al., 2004, Cancer
Immunity, 4, 1. La proteina y secuencia de polinucte6tido para NY-
ESO-1 se proporciona en el (Genbak No. de Acceso U87459, Version
U87459.1 (SEQ ID NOs. 2 y 3).

El adyuvante de vacuna que forma parte de la presente
invencion comprende un adyuvante inmunoestimulador que
comprende uno o mas de: sal de alumbre; colesterol; emulsion de
aceite en agua (emulsién A/A); baja dosis de emulsion de aceite en
agua; un oligonucledtido inmunoestimulador; tocoferol; liposoma; una
saponina; y un lipopolisacarido. En una modalidad, el adyuvante
comprende un oligonucledtido inmunoestimulador, una saponina, y
opcionalmente un derivado de Lipopolisacarido (LPS).
Opcionalmente, la vacuna de la presente invencién puede ademas
comprender un vehiculo.

Los oligonucledtidos inmunoestimuladores que contienen
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dinucleétidos CpG no metilados (“CpG”") y se conocen en la materia
como por ser adyuvantes cuando se administran tanto por vias
sistémicas como mucosales (WO 96/02555, EP 468520, Davis et al._,
J. Immunol., 1998, 160(2):870-876; McCluskie y Davis, J. Immunol.,
1998, 161(9):4463-6). CpG es una abreviatura para los motivos de
dinucledtido citosina-guanosina presentes en ADN. Histéricamente,
se observo que la fraccion de ADN de BCG podria ejercer un efecto
anti-tumoral. En estudios adicionales, los oligonucleétidos sintéticos
derivados de la secuencia de gen BCG se mostré que fueron capaces
de inducir efectos inmunoestimuladores (tanto in Vitro como in vivo).
Los autores de estos estudios concluyeron que ciertas secuencias
palindrdmicas, incluyendo un motivo CG central, llevé esta actividad.
El papel central del motivo CG en la inmunoestimulacién se produjo
después en una publicaciéon por Krieg, Nature 374, p546 1995. EI
analisis detallado ha mostrado que el motivo CG tiene que ser un
cierto contexto de secuencia, y que tales secuencias son comunes
en ADN bacteriano pero son raras en ADN de vertebrado. La
secuencia inmunoestimuladora frecuentemente es: Purina, Purina, C,
G, pirimidina, pirimidina; en donde el motivo CG de dinucleétido no
se metila, pero otras secuencias de CpG no metiladas se conocen
por ser inmunoestimuladoras y pueden utilizarse en la presente
invencion.

En ciertas combinaciones de los seis nucleétidos se presenta
una secuencia palindrdmica. Varios de estos motivos, ya sea como

repeticiones de un motivo o una combinacién de diferentes motivos,
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pueden presentarse en el mismo oligonucledtido. La presencia de
uno o mas de estos oligonucle6tidos que contienen la secuencia
inmunoestimuladora puede activar varios subgrupos inmunes,
incluyendo las células asesinas naturales (que producen Ia
interferona y y tienen actividad citolitica) y macréfagos (Wooldrige et
al. Vol 89 (no. 8), 1977). CpG cuando se formula en las vacunas,
generalmente se administra en solucidn libre junto con antigeno libre
(WO 96/0255; McCluskie y Davis, supra) o covalentemente
conjugado a un antigeno (No. de Publicacién de PCT WO 98/16247),
o formulado con un vehiculo tal como hidroxido de aluminio
((antigeno de superficie de hepatitis) Davis et-al. supra; Brazolot-
Millan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1998, 95(26), 15553-8).

En un aspecto de la presente invencién, los oligonucleétidos
para utilizarse en las vacunas de la presente invencién pueden
contener al menos motivos CpG no metilados separados por al
menos tres, o al menos seis ¢ mas nucledtidos. Los oligonucledtidos
de la presente invencion tipicamente son deoxinucleétidos. En una
modalidad, el internucleétido en el oligonucledtido es fosforoditioato.
En otra modalidad, el internucledtido es un enlace de fosforotioato.
Sin embargo, el fosfodiéster y otros enlaces de internucleétido se
encuentran dentro del alcance de Ila in\;encién incluyendo
oligonucleétidos con enlaces de internucledtido mezclados. Los
métodos para producir los oligonucledtidos de fosforotioato o
fosforoditioato se describen en US 5,666,153, US 5,278,302 y WO

95/26204.
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Los ejemplos de oligonuclettidos que pueden utilizarse tienen
las siguientes secuencias. Las secuencias pueden contener enlaces
de internucledétido modificado por fosforotioato.

OLIGO1 (SEQ ID NO:4): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT
(CpG1828)

OLIGO2 (SEQ ID NO:5): TCT CCC AGC GTG CGC CAT

(CpG1758)

OLIGO3 (SEQ ID NO:6): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC
ACC ACG

OLIGO 4(SEQ ID NO:7): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT
(CpG2006)

OLIGO 5(SEQ ID NO:8): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT
(CpG1668)

Los oligonucleétidos CpG alternativos pueden comprender las
secuencias anteriores en donde tienen supresiones o adiciones no
consecuenciales a l1os mismos.

Los oligonucledtidos CpG utilizados en la presente invencién
pueden sintetizarse mediante cualquier método conocido en la
materia (por ejemplo, EP 468520). Convenientemente, tales
oligonucledtidos pueden sintetizarse utilizando un sintetizador
automatico. Tipicamente se encuentran entre 10-50 bases en
longitud.

Los oligonucleétidos utilizados en la presente invencién
tipicamente son deoxinucleétidos. En una modalidad, el enlace de

internucledtido en el oligonucledtido es fosforoditioato, o mas por
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ejemplo, enlace de fosforotinato, a pesar de que los fosfodiésteres
se encuentran dentro del alcance de la presente invencién. EI
coligonucledtido que comprende diferentes enlaces de internucledtido
se contemplan, por ejemplo, fosforodiésteres de fosforotioato
mezclados. Otros enlaces de internucleé6tido que estabilizan el
oligonucledétido, pueden presantarse.

Las saponinas que pueden utilizarse en las combinaciones de
vacuna de la presente invencién incluyen aquellas derivadas de la
corteza de Quillaja Saponaria Molina denominada Quil A, vy
fracciones de la misma, descrita en US 5,057,540 y “Saponins as
vaccine adyuvants”, Kensil, C.R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst,
1996, 12 (1-2):1-55, y EP 0 362 279 B1. Los ejemplos de fracciones
adecuadas de Quil A son QS821, QS7, y QS17. Las saponinas
hemoliticas QS21 y Q817 (fracciones purificadas por HPLC de Quil
A) se han descrito como adyuvantes sistémicos potentes, y el
método de su produccién se describe en Pat. de EE.UU. No.
5,067,540 y EP 0 362 279 B1. También se describe en estas
referencias el uso de QS7 (una fracciéon no hemolitica de Quil-A) que
actia como un adyuvante potente para las vacunas sistémicas. EI
uso de QS21 se describe ademas en Kensil et al. (1991, J.
Immunology vol 146, 431-437). Las combinaciones de QS21 y
polisorbato o ciclodextrina tamnbién se conocen (WO 99/10008).

Las estructuras particuladas, denominadas Complejos
Estimuladotes Inmunes (ISCOMS), que comprenden fracciones de

Quil A son hemoliticas y se han utilizado en la fabricacién de

A
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vacunas (Morein, B., EP 0 109 942 B1). Se ha reportado que estas
estructuras tienen actividad adyuvante (EP 0 109 942 B1; WO
96/11711). Las combinaciones de QS21 y polisorbato o ciclodextrina
también se conocen (WO 93/10008). Los sistemas de adyuvante
particulados que comprenden fracciones de QuilA, tal como QS21 y
QS7 se describen en WO 96/33739 y WO 96/11711.

En una modalidad de la presente invencion, el componente de
adyuvante comprende un ISCOM que contiene QS21. En una
modalidad adicional, el componente de adyuvante comprende
ISCOMS que comprenden QS21 y QS7.

Las combinaciones de adyuvante de la presente invencién
pueden ademas comprender un vehiculo, el vehiculo puede
mezclarse simplemente con los adyuvantes o alternativamente los
adyuvantes pueden asociarse con una entidad de vehiculo en
particular para mejorar la adyuvanticidad de la combinacién. Los
vehiculos ejemplares incluyan sales minerales (por ejemplo, sin
restringirse a, sales de calcio o aluminio),' liposomas, |ISCOMs,
emulsiones (aceite en agua, agua en aceite, agua en aceite en
agua), polimeros (tales como, pero sin restringirse a, polilactico,
poliglicélico, polifosfazina, poliaminoacido, alginato, quitosan) o
microparticulas. Las vacunas de la presente invencion ademas
comprenden un antigeno que puede asociarse con el complejo de
vehiculo CpG, o puede no asociarse con el complejo de vehiculo
CpG. En este caso, el antigeno puede encontrarse libre de

suspension o asociarse con un vehiculo separado.

2\
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Las saponinas que forman parte de la presente invencién
pueden separarse en la forma de micelas, o pueden encontrarse en
la forma de grandes estructuras ordenadas tales como ISCOMs (EP 0
109 942 B1) o liposomas cuando se formulan con colesterol y lipido
("DQ" descritos en WO 96/33739), o en la forma de una emulsién de
aceite en agua (WO 95/17210). Las saponinas pueden asociarse con
una sal metalica, tal comc¢ hidréoxido de aluminio o fosfato de
aluminio (WO 98/15287). Alternativamente, la saponina puede
asociarse con un vehiculo particulado tal como quitosan. La
saponina puede también encontrarse en un estado seco tal como un
polvo. Las formulaciones finales en la forma a medida que se
administran a la superficie mucosal de la vacuna pueden ser
hemoliticas en naturaleza. La saponina puede o no puede asociarse
fisicamente con el antigeno ya sea a través del enlace directo o por
co-interaccién con la misma molécula de vehiculo particulado
(GB9822712.7; WO 98/16247).

La CpG y saponina que pueden utilizarse en los adyuvantes o
las vacunas de la presente invencién pueden por si mismas
separarse 0 asociarse. Por ejemplo, la CpG y saponina pueden
encontrarse en suspension libre 0 pueden asociarse por medio de un
vehiculo, por ejemplo, un vehiculo particulado tal como hidréxido de
aluminio o por un liposoma catiénico o ISCOM.

Un ejemplo de una combinacién de adyuvante de acuerdo a la
presente invencién se compone de uno 0 mas oligonucledtidos CpG

que contienen al menos 3, o al menos 6 nucledtidos entre dos
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motivos CG adyacentes, junto con QS21 y un vehiculo particulado
seleccionado del grupo que comprende una emulsion de aceite en
agua o DQ. EI lipopolisacarido puede ser un derivado lipido di o
monofosforilo. El lipopolisacarido puede ser 3-de-O-acilatado, en
particular Lipido A monosforilo 3-de-O-acilatado. En una modalidad,
la combinacién adyuvante comprende CpG 2006 (SEQ ID NO:4), o
CpG 1758 (SEQ ID NO:2) o CpG 1826 (SEQ ID NO:1) mezclado con
QS21, y un vehiculo particulado seleccionado del grupo que
comprende una emulsién de aceite en agua o DQ. De acuerdo con lo
anterior, las vacunas de la invencion pueden, por ejemplo,
comprender tales combinaciones de adyuvante y un antigeno. La
vacuna de la presente invenciéon puede utilizarse para generar
respuestas inmunes sistémicas después de la administracién a un
individuo a través de la via sistémica.

Las composiciones adyuvantes ejemplares que pueden formar
parte de vacunas de la présente invencién se describen en WO
00/62800.

Las combinaciones de adyuvante de la presente invencién
pueden comprender una emulsion basada en aceite. Los adyuvantes
de emuision de aceite se han conocido por varios afios, incluyendo
trabajar en adyuvantes de emulsién de aceite mineral incompletos y
completos de Freunds. Ya que desde ese tiempo se ha realizado
mucho trabajo para designar alternativas bien toleradas y estables a

estas formulaciones adyuvantas potentes, pero reactogénicos.
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Se han descrito varios sistemas de emulsion de multifase o
tnica. Los adyuvantes de emulsion de aceite en agua per se se han
sugerido que son utiles como composiciones adyuvantes (EP O 399
843B), también las combinaciones de emulsiones de aceite en agua y
otros agentes activos se han descrito como adyuvantes para vacunas
(WO 95/17210; WO 98/56414; WO 99/12565; W 99/11241). Otros
adyuvantes de emulsién de aceite se han descrito, tal como
emulsiones de agua en aceite (US, 5,422,109; EP 0 480 982 B2) y
emuisiones de agua en aceite en agua (US 5,424,067; WP 0 480 981
B).

Los adyuvantes de emulsién de aceite para utilizarse en la
presente invencidon pueden ser naturales o sintéticos, y pueden ser
minerales u organicos. Los ejemplos de aceites minerales vy
organicos seran facilmente aparentes para aquellos expertos en la
materia.

A fin de que cualquier composicién de aceite en agua sea
adecuada para la administracién humana, la fase aceitosa del
sistema de emulsién puede comprender un aceite metabolizable. El
significado del término aceite metabolizable se conoce bien en la
materia. Metabolizable puede definirse como “que es capaz de
transformarse por el metabolismo” {Dorland's lHustrated Medical
Dictionary, W.B. Sanders Company, 25? edicién (1974)). EIl aceite
puede ser cualquier aceite vegetal, aceite de pescado, aceite animal
o aceite sintético, que no es toxico para el recipiente y es capaz de

transformarse por metabolismo. Nueces (tales como aceite de
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cacahuate), semillas, y granos son fuentes comunes de aceites
vegetales. Los aceites sintéticos también se conocen como parte de
esta invencidn y pueden incluir aceites comercialmente disponibles
tales como NEOBEE® y otros. Escaleno (2,6,10,15,19,23-Hexametil-
2,6,10,14,18,22-tetracosahexano) es un aceite no saturado que se
encuentra en grandes cantidades en aceite de higado de tiburén, y
en cantidades inferiores en aceite de oliva, aceite de germen de
trigo, aceite de fibra de arroz, y levadura, y es un aceite adecuado
para utilizarse en esta invencion. Escaleno es un aceite metalizable
virtud del hecho de que es un producto intermedio en la biosintesis
de colesterol (Merck index, 10a edicidn, entrada no. 8619).

Los ejemplos de emulsiones de aceite para utilizarse en la
presente invencidn son emulsiones de aceite en agua, y en particular
escaleno en emulsiones de agua.

Ademas, los adyuvantes de emulsiéon de aceite de la presente
invencion pueden comprender un antioxidante, que pueden ser aceite
a-tocoferol {vitamina E, EP 0 382 271 B1).

WO 95/17210 y WO 99/11241 describen los adyuvantes de
emuisién basados en escaleno, a-tocoferol, y TWEEN 80,
opcionalmente formulados con los inmunoestimulantes l0821 y/o ED-
MPL. WO 99/12565 describe una mejora para estas emulsiones de
escaleno con la adicién cde un esterol en la fase aceitosa.
Adicionalmente, un triglicérido, tal como tricaprilina (C27H5006),
puede agregarse a la fase aceitosa a fin de estabilizar la emulsion

(WO 98/56414).
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El tamafio de las goticulas de aceite encontradas dentro del
aceite estable en emulsiéon ce agua pueden ser menores a 1 micra,
puede encontrarse en el rango de sustancialmente 30-600 nm, por
ejemplo, sustancialmente aproximadamente 30-500 nm en diametro,
y por ejemplo sustancialmente 150-500 nm en diametro, y en
particular aproximadamente 150 nm en didmetro segun se mide por
espectroscopia de correlacién de fotébn. En este aspecto, 80% de
las goticulas de aceite por nimero debera encontrarse dentro de
estos rangos ejemplificados, o por ejemplo mas de 90% o mas de
95% de las goticulas de aceite por numero debera encontrarse en el
rango de los rangos de tamafo definido. Las cantidades de los
componentes presentes en las emulsiones de aceite de la presente
invencion se encuentran convencionalmente en el rango de desde 2
a 10% de aceite, tal como escaleno; y cuando se presentan, de 2 a
10% de alfa tocoferol; y de 0.3 a 3% de agente tensoactivo, tal como
monooleato de sorbitan polioxietileno. La proporcion de aceite:alfa
tocoferol puede ser igual o manor a 1 a medida que este proporciona
una emulsién mas estable. Span 85 puede también presentarse a un
nivel de aproximadamente 1%. En algunos casos puede ser
ventajoso que las vacunas de la presente invencién contendran
ademas un estabilizador.

El método para producir emulsiones de aceite en agua se
conoce bien por el experto en la materia. Comuanmente, el método
comprende el mezclado de la fase aceitosa con un agente

OTM

tensoactivo tal como una solucion PBS/TWEENS , Seguida por
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homogenizacién utilizando un homogenizador, podria ser claro para
un experto en la materia que un método que comprende pasar la
mezcla dos veces a través de un aguja de jeringa podria ser
adecuado para homogenizar los pequefios volumenes de liquido.
Iguaimente, el proceso de emulsificacion en el microfluidizador
{maquina de microfluidos M110S, maximo de 50 pasos, por un
periodo de 2 minutos a presién maxima de entrada de 6 barias
(presion de salida de aproximadamente 850 barias)) podria
adaptarse por el experto en la materia para producir volumenes de
emulsién mas grandes o mids pequefios. Esta adaptacion podria
lograrse por experimentacién rutinaria comprendiendo la medicién de
la emulsién resultante hasta que una preparacion se logré con
goticulas de aceite del diametro requerido.

Las vacunas de la presente invencidn pueden administrarse a
través de la via sistémica o parenteral tal como administraciéon
intramuscular, intradérmica, transdermica, subcutanea,
intraperitoneal o intravenosa.

Las preparaciones de vacuna sistémica de Ila presente
invencién pueden utilizarse para proteger o tratar un mamifero
susceptible a, © que padece de cancer, por medio de Ila
administracion de dicha vacuna mediante administracion
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica, transdeérmica,
intravenosa, o subcutanea. Las vacunas de la presente invencién
pueden utilizarse para tratar a los individuos que padecen de

carcinoma de pulmén de célula no pequefia (CPCNP), Melanoma, o
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cancer de Vesicula.

De acuerdo con lo anterior, se proporciona un meétodo para
inducir una respuesta inmune contra MAGE-3 y NY-ESO-1 en un
individuo, comprendiendo la administracion de una vacuna de
acuerdo a la presente invencién al individuo.

La cantidad de saponina para utilizarse en los adyuvantes de la
presente invencién puede encontrarse en la region de 1-1000 pg por
dosis, por ejemplo 1-500 pg por dosis, o por ejemplo 1-250 ug por
dosis, o por ejemplo entre 1 a 100 pg por dosis. La proporcion de
CpG:saponina (p/p), por lo tanto, se encontrara en el rango de 1:10 a
1:101:1 a10:1. En una modalidad, la proporcion es 1:1, 4:1 0 10:1.

La cantidad de CpG u oligonucledtidos inmunoestimuladores en
los adyuvantes o vacunas de la presente invencidn generalmente es
pequena, pero dependiendo de la vacuna, la formulacién puede
encontrarse en la regién de 1-1000 pg por dosis, por ejemplo 1-500
pg por dosis, o por ejemplo entre 1 a 1000 pg por dosis.

La preparacién de vacuna generalmente se describe en New
Trenes and Developments in Vaccines, editado por Voller et al.,
University Park Press, Baltimore, Maryland, E.U.A 1978.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método para prevenir
a un individuo de contraer una enfermedad seleccionada del grupo
que comprende canceres de CPCNP, melanoma vy vesicula;
comprendiendo la administriacién de una composicién segun se
describe sustancialmente en la presente a través de la via sistémica

de dicho individuo.
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Los ejemplos excipiente farmacéuticamente aceptables
adecuados para utilizarse 2n la-s combinaciones de la presente
invencién incluyen agua, salina regulada por fosfato, soluciones
reguladoras isoténicas.

Opcionalmente, el componente de adyuvante de vacuna puede
ademas comprender un derivado de LPS, tal como 3D-MPL. Los
ejemplos de tales adyuvantes incluyen: combinaciones de CpG, 3D-
MPL y QS21 (EP 0 671 948 B1), emulsiones de aceite en agua
comprendiendo CpG, 3D-MPL y QS21 (WO 95/17210, WO 98/56414),
o 3D-MPL formulado con oiros vehiculos (EP 0 689 454 B1) en
combinacion con los oligonucleétidos CpG segin se describe en la
presente.

Las combinaciones de adyuvante de la presente invencién
pueden incluir al menos un adyuvante derivado de lipopolisacarido
enterobacteriano.

Ya se ha conocido que el lipopolisacarido enterobacteriano
(LPS) es un estimulador potente del sistema inmune, a pesar de que
su uso en adyuvantes se ha abreviado .por sus efectos toxicos. Un
derivado no téxico de LPS, lipido A monofosforilo (MPL), producido
por la remocion del grupo de carbohidrato de nlcleo y el fosfato de
la glucosamina de extremo reductor, se ha descrito por Ribi et al.
(1986, Immunology and Immunolopharmacology of bacterial
endotoxins, Plenum Publ. Corp., NY, p407-419) y tiene la siguiente

estructura:

97\
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Una versién detoxificada adicional de MPL se da como
resultado de la remocién de la cadena de acilo de la posicion 3 del
elemento principal de disacarido, y se llama lipido A monofosfrilo 3-
O-Deacilatado (3D-MPL). Puede purificarse y prepararse por los
métodos ensefiados en GB 2122204B, cuya referencia también
describe la preparacion de lipido A difosforilo, y variantes 3-O-
deacilatadas del mismo. Un ejemplo de una forma de 3D-MPL se
encuentra en la forma de una emulsion que tiene un pequefio tamaiio
de particula menor a 0.2 um en didmetro, y su método de elaboracioén
se describe en WO 94/21292. Las formulaciones acuosas que
comprenden lipido A monofosforilo y un agente tensoactivo se han
descrito en WO 98/43670A2.

Los adyuvantes derivados de lipopolisacarido bacteriano
pueden formularse en las combinaciones de adyuvante de |la
presente invencién pueden purificarse y procesarse de las fuentes
bacterianas, o alternativamente pueden ser sintéticos. Por ejemplo,

el lipido A monofosforilo purificado se describe en Ribi et al. 1986
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(supra), y lipido A de monofosforilo o difosforilo 3-O-Deacilatada
derivado de Salmonella sp. se describe en GB 2220211 y US
4912094. Otros lipopolisacaridos sintéticos y purificados se han
descrito (WO 98/01139; US 6,005,099 y EP 0 729 473 B1, Hilgers et
al., 1986, Int. Arch. Allergy. Immunol., 79(4).392-6; Hilgers et al.,
1987, Immunology, 60(1):141-6; y EP 0 549 074 B1). Los adyuvantes
de lipopolisacarido bacteriano pueden ser 3D-MPL y los disacaridos
de pB(1-6)giucosalina descritos en US 6,005,099 y EP 0 729 473 B1.

De acuerdo con lo anterior, los derivados de LPS que pueden
utilizarse en la presente invencién son aquellos inmunoestimuladores
que son similares en estructura a aquella de LPS o MPL o 3D-MPL.
En otro aspecto de la presente invencién los derivados de LPS
pueden ser un monosacarido acilatado, que es una sub-parte a la
estructura anterior de MPL.

Un ejemplo de un adyuvante de disacarido es un lipido A

sintético o purificado de la siguiente formula:
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en donde R2 puede ser H o PO3H2; R3 puede ser una cadena de
acilo o residuo 3-aciloxiacilo o pB-hidroximiristoilo que tiene Ila

férmula:

cho

-0
en donde RY n.-g-ﬂhll—ﬂn _

y en donde X y Y tienen un valor de desde 0 hasta aproximadamente
20.

Una formulaciobn de vacuna ejemplar c¢omprende una
composicién de adyuvante de 0.5 ml que comprende una emulsion de
aceite en agua comprendiendo y fase aceitosa: aproximadamente 12
mg de alfa tocoferol, aproximadamente 11 mg de escaleno, y
aproximadamente 5 mg de tween 80; y en la fase acuosa: 50 ug de
3D-MPL y 50 ug de QS21 y 500 ug de CpG. Otra formulacion de
vacuna ejemplar comprende una emulsién de aceite en agua que
comprende y fase aceitosa: aproximadamente 2 mg de alfa tocoferol,
aproximadamente 2 mg de escaleno, y aproximadamente 1 mg de
tween‘BO: y en la fase acosa: 50 pg de 3D-MPL y 50 ug de QS21.

En otra modalidad se proporciona una composicion de vacuna
que comprende proteina MAGE modificada, segun se describe en
wQ09940188; una “regién inmunogénica” de producto de gen NY-

ESO1, por ejemplo: la proteina NY-ESO1; una proteina, polipéptido o

60
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péptido que consiste de o que comprende la parte de terminal C de
la proteina que contiene los epitopos de Clase | y/o Clase |l de NY-
ESO1; recubriendo los péptidos largos que comprenden esta region;
y/o, péptidos de CD8 especificos; un adyuvante inmunoestimulador
que comprende uno o0 mas d2 una sal de alumbre, una emulsién de

aceite en agua (emulsién A/A).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicibn de vacuna comprendiendo (a) un
componente de antigeno que comprende una combinacién de un
antigeno MAGE-3 modificado y un antigeno NY-ESO-1 o derivado de
los mismos, y (b) un componente de adyuvante que comprende un
adyuvante inmunoestimulador que comprende uno o mas de: sal de
alumbre; colesterol; emuisién de aceite en agua (emulsioén A/A); baja
dosis de emulsibn de aceite en agua; un oligonucledtido
inmunoestimulador, tocoferol; liposoma; una saponina; ISCOMS; y un
lipopolisacarido.

2. Una vacuna segln se reivindica en la reivindicacién 1, en
donde el componente de adyuvante comprende una combinacién de
un oligonucleétido inmunoestimulador y una saponina.

3. Una vacuna segun se reivindica en la reivindicaciéon 1 o
2, en donde el antigeno MAGE-3 modificado tiene una secuencia de
polipéptido segun se describe en SEQ ID NO 1.

4. Una vacuna segin se reivindica en cualquier
reivindicacion precedente, en donde el antigeno NY-ESO-1 tiene una
secuencia de polipéptido segi(in se describe en SEQ ID NO 2.

5. Una vacuna s2gun se reivindica en cualquier
reivindicacién precedente, en donde la saponina es QS21 formulada
en un colesterol que contiene liposoma.

6. Una vacuna segin se reivindica en cualquier
reivindicacién precedente, en donde el oligonucleétido

inmunoestimulador es CpG.
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7. Una vacuna segin se reivindica en cualquier
reivindicacion precedente comprendiendo ademdas lipido A de

monofosforilo 3-de-o-acilatado.
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SEQ ID NO 1: Secuencia de polipéptido 3/protefna D1/MAGE3

Met Asp Pro

1

Ala Gly Cys

Ser RAsp Lys

alu

Tyr
65

Ile
Pro
Leu
Asp
Ala

145
Glu

Gln
Gln
Phe
2325
Ala

val

Phe
Fhe

305
Gln

Ser

Pro

385
Gly

Glu

His

His
50

Leu
His
His
Lys

Leu
130
Glu
Gly
aly
Ger

210

Glu

Fhe
Gly
290
Ala
Ile
Arg
val

370
Arg

is
Thr

Glu
Asp
Arg

@lu
115
alu
Gly
Gln
alu
Ala
195

Asp

Pro
275
Ila

Mat
Glu
ass
Lys
aln

Lys Thr Leu

Ser
20

Ile
Leu
Gln
His
His
100
Ile
Gln
Qlu
Glu
val
180
Ser
Glu
Leu
val
Ala
260
val
Glu
Cys
Pro
Gly
340
Glu

Leu

val

Pro Arg Ala

Val

TP

His
450

Lys

val
435
His

Ile
420

5
Sex

Ile
Glu
Asp

Phe
(13

Arg
aln
Arg
Ala
Aa
165
Pro
sar
Asp
alu
Hin
245
Gly
Xle
Len
Leu
a3s
Asp
val

Leu

Leu
405
Ser

His

Ala

fer

Ile Rla

Lys
55

Leu Ala

70
Leu

Lys
Ser

Ser

Asp
Asp
Leu

Qln
135

Leu Gly

150
Ala

Ala
Leu
ger
Ser
230
Phe

Met

Met
aly

310
Ala

Phe

Gly
390.
Val

aly

Leu Arg Glu

1]} +
Ala
Pro
Bar
215
Glu
Leu
Leu
Serx
3lu
235
L=y
Oly
Ala
alu
Gln
375
Bar
Glu
Gly

Gly

Leu Ser Leu Lesu Ala

HBer Asan
25

His Arg
40

Ala pLeu
Met Thr
Gly Len

aly Arg
105

Glu Met

120

His Cys

Leu Val
Ber Bex

Glu Ser
188

200
Asn Gln

Phe Gln
Leu Len

Gly Ser
265

Lys hla

280

Vval Asp

Ber Tyr

Leu Leau

Pro Glu
345

Aly Arg

360

His Phe

Asp Pro
Thr Ser
Pro Ria

435

Glu Glu
440

10

Met Ala Asn

Gly
Al

Lys

H 38

Lys
Ay

Ber
170

Glu

Ala

Lys
250
Val

fler

Asp
Ile
320
alu
Glu
Val
Ala
410
Ile

Thr

Ala
Phe
Asp
75

hsp
TyT
Glu
PFro
Ala
158
Thr

ABp

alu

Ala
235

Ber
Ala
60

Gly
val
Val
ABD
alu
140
Gln
Leu
Pro
Tyz
Glu

240
Leu

Ala Gly Vval

Ile
125
alu
Ala
val
Pro
Pro
2058
Gly

Ser

Tyr Arg Ala

val
Ser
Ile
Gly

315
Ile

Gln
Cys
395
val
Bar

Ser

Gly
Her
aly
300
Leu
val
Ila
Ser
alu
kY]]

Lys

aly

Asn
Leu
285
His
Leu

Leu

Ile
365
Asn
alu
val

Pro

Gly
445

Trp
27¢

oln

Leu
Gly
Ala
Glu

350
Leu

Phe
Leu
Pro

430
His

Glu
as5s
Gln

Leu

Asp
Ile
33s
alu

Qly

Leu
His
415
Leu

His

Leu
Lys
Pro
Asp
Val
80

Phe
Thr
Met

Glu

160

Pro
Ber
Thr
Val

240
Pro

TYT
Val
Ile
Asn
320
Ile
Leu
Asp
Glu
400
His
His

His
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SEQ ID NO 2, secusncia de polipéptido NY-ESO-1:

2/2

MQARGRGTGAESTADADGPUGAPGIPDIPGANAGIPARAGATGGRGPRAAGAARASGPGEAAPRGPHGGAA
BULNGCCRCOARGPESRLLEFYLAMPFATPMEAELARRSLAQDAPPLPVPGVLLEKEFTVSGNILTIRLT
AADHRQLOLEISSCLQQLSLIMWI TQCFLPVFLAQPPSGQRR "

SEQ ID NO 3 secuencia de polinucledtido NY-ESQ-1:

1
61
121
181
241
an
361
421
482
541
601
661
721

atectegtgy
ccgaaggecy
ttectgatgg
gaggtccecy
gtccgecatgg
cggagagccy
agctggeceg
tgaaggaqtt
geecaactgea
cgcagtgcett
agectggege
gccagttcat
ttctgtagaa

gcectgacct

gggcacaggy
cccaggggge
gggcgcaggg
cggegegget
cctgettgag
caggageetg
cactgtgtce
gctectecate
tctgecogtg
ccettoctag

tgtgggggec’
sataasactg

tctctctgag
ggttcgacgyg
aatgctggeyg
geagcaaggy
teagggctga
ttctaccteg
gcceaggatg
ggcaacatac
agcteoectgte
tttttggete
gteatgecte
tgattgtttg
agctacgaaa

agcegggcay
gcgatgetga
geccaggaga
ceteggggee
atggatgetyg
ccatgeettt
ccecaccget
tgactatceyg
tccagcaget
agcctccecto
ctececectagg
tegetggagy
aa

aggotcegaa
tggcccagga
ggcgggtgec
gggaggaggc
cagatgcggg
cgcgacacec
tccegtgecea
actgactget
ttecctgttg
aggacagagy
gaatggtece
aggacggctt

gccatgcagg
ggccectggea
dcgggcggca
geceogeggg
gocagggggoe
atggaagcag
ggggtgctte
gcagaccace
atgtggyatca
cgctaageec
agcacgagtyg
acatgtttgt
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