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VACUNA

La presente invencién se refiere a nuevas
formulaciones de vacuna que comprenden un antigeno del
virus respiratorio sincitial (RSV) y un oligonucléotido
inmunoestimulante que contiene "CpG", a procedimientos para
su preparacidén y a su uso en terapia. Ademds, la presente
invencién se refiere a nuevas vacunas de combinacidén para
su administracidn a niflos, a adultos y a ancianos.

El virus respiratorio sincitial humano (RSV) es un
miembro de la familia de los virus paramixoviridicos vy
produce trastornos en el tracto respiratorio inferior,
particularmente en nifios pequefios y bebés. Informes
recientes sugieren que el RSV es un importante patdgeno en
adultos, particularmente en ancianos.

El RSV es un virus encapsulado con un genoma de acido
ribonucleico (RNA) de cadena negativa no segmentada de
15.222 nucledétidos gque codifica 10 RNA mensajeros,
codificando cada uno un Gnico polipéptido. Tres de las diez
proteinas son proteinas de superficie transmembrana: las
proteinas G (unidén), F (fusidén) y SH. Dos proteinas son
proteinas de matriz de virién (M y M2), tres proteinas son
componentes de la nucleocépsida (N, P y L) y dos proteinas
son no estructurales (NS1 y NS2). Existen dos cepas
antigénicamente distintas de RSV, designadas como cepa A

y B. La caracterizacidén de cepas de estos grupos ha
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determinado que las mayores diferencias residen en las
proteinas G, mientras que se conservan las proteinas F.

E1l RSV se manifiesta en brotes estacionales, con picos
durante el invierno en climas templados y durante la
estacidén de las lluvias en climas célidos. En todas las
zonas el RSV tiende a tener un patrén regular y predecible
y raramente se presenta en competencia con otros patdgenos
virales respiratorios que se manifiestan por brotes.

El RSV es una importante causa de trastornos en el
tracto respiratorio inferior en niflos. Se estima que el 40-
50% de los nifios hospitalizados con brbnquiolitis y el 25%
de los nifios hospitalizados con neumonia se hospitalizan
como resultado directo de infecciones por RSV. La infeccidn
primaria por RSV se manifiesta normalmente en nifios menores
de un aho de edad, el 95% de los nifios tienen evidencias
seroldgicas de pasadas infecciones a los dos afios de edad
y el 100% de la poblacién las tienen de adultos.

En bebés y nifios la infeccidn progresa desde el tracto

respiratorio superior al inferior en aproximadamente el 40%

de los casos y el cuadro clinico es de bronquiolitis o

-neumonia. Los nifios de dos a seis meses de edad son los que

tienen mayor riesgo de desarrollar manifestaciones graves

de la infeccidn por RSV (principalmente fallo

respiratorio), sin embargo, los nifios de cualquier edad con

trastornos cardiacos o pulmonares subyacentes, nihos
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prematuros Yy nifios inmunocomprometidos también tienen
riesgo de complicaciones graves.

La reinfeccidén sintomidtica tiene lugar a lo largo de
toda la vida y ha hecho cada vez mds evidente que el RSV
es un patdgeno importante también para adultos,
especialmente para ancianos. La infeccidn por RSV esté casi
seguramente infradiagnosticada en adultos, en parte porque
se considera una infeccidén infantil. Consiguientemente, no
se buscan evidencias del wvirus en adultos para explicar
trastornos respiratorios. Ademd&s, el RSV es dificil gde
identificar en secreciones nasales de individuos que tienen
algin grado de inmunidad parcial frente al virus, como es
el caso de la mayoria de los adultos. Los adultos desde
jévenes a de mediana edad desarrollan tipicamente un
sindrome parecido al resfriado cuando se infectan por RSV.
Los individuos ancianos pueden desarrollar un sindrome
respiratorio prolongado que es virtualmente indistinguible
de la gripe, con sintomas en el sistema respiratorio
superior que pueden estar acompafiados por implicacidn del
tracto respiratorio inferior, incluyendo neumonia.

Las

poblaciones de ancianos institucionalizadas son

especialmente preocupantes, ya que comprenden un gran

nimero de individuos susceptibles agrupados. La extensidn

" de la enfermedad a través de dicha poblacidn, muchos de los

cuales tienen problemas médicos maltiples gque pueden
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predisponerles a un transcurso mas grave de la enfermedad,
es dificil de controlar. La morbilidad y mortalidad pueden
ser considerables: se ha informado de neumonia en el 33 a
67% de los casos, y se ha informado de tasas de mortalidad
de 5 a 20%.

Una serie de estudios han evaluado la contribucidn de
la infeccidén por RSV a los trastornos respiratorios y la
mortalidad en sanatorios. Se ha informado de tasas de
infeccidén por RSV en sanatorios del 9% en un sanatorio en
Francia, de 1los cuales el 6% fallecieron, del 8% en

Carolina del Sur, del 27% en Rochester de los cuales el 5

o\

fallecieron, y del 21% en Los Angeles. Finalmente, los
informes de los estudios recientes que evaldan el impacto
de la infecciédn por RSV como causa de hospitalizacidén en
adultos y en ancianos sanos residentes en comunidades
apuntan también a un papel importante de la infeccidn por
RSV en trastornos graves del tracto respiratorio inferior
en estas poblaciones. Dowell identificé al RSV como uno de
los cuatro patdgenos que causan trastornos graves del
tracto respiratorio inferior, con resultado de
hospitalizaciédn, en adultos. Falsey demostrd que las
infecciones graves por RSV en ancianos no estan limitadas
a los sanatorios o situaciones de brotes. Es mas, la
infeccién por RSV es una causa predecible de trastornos

graves entre pacientes ancianos residentes en comunidad.
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De manera similar a las hospitalizaciones por gripe A, las
relacionadas con infecciones por RSV estaban asociadas con
una sustancial morbilidad, como demostraron las prolongadas
estancias hospitalarias, altas tasas de admisidén en
cuidados intensivos y altas tasas de respiracidn asistida.

Tomados en conjunto, estos estudios apuntan a una
necesidad médica y econdémica de una vacuna efectiva que
pueda prevenir las complicaciones graves de la infeccidn
por RSV en nifios, adultos y tanto ancianos residentes en
comunidades, como institucionalizados. La vacunacién contra
el RSV en los 60 con virus enteros inactivados con
formalina formulados con alimina condujo a la exacerbacidn
de la enfermedad en nifios expuestos a continuacidén a 1la
infecciédn por RSV natural. Por lo tanto existe la necesidad
de una vacuna segura Yy efectiva para

proporcionar

proteccidén contra este patdgeno.

El RSV tiene dos glicoproteinas de cubierta, 1la
proteina F con un peso molecular de 68.000 a 70.000 dalton
y una glicoproteina G mayor coﬁ un peso molecular de 84.000
a 90.000 dalton (Collins et al, J. of Virology, vol 49,
padg. 572-578 (1984)).

Son conocidas las proteinas de fusidén FG, que

- comprenden tipicamente el dominio extracelular de ambas

proteinas (documento US 5.194.595 Upjohn).

Las preparaciones de vacuna que comprenden estructuras
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"del sistema inmune. La secuencia

FG y 3D-MPL se describen en el documento WO 98/18818

(SmithKline Beecham Biologicals S.A).

Los oligonuclebétidos inmunoestimulatorios contienen

dinucleétidos CpG no metilados ("CpG") y son conocidos

(documentos WO 96/02555, EP 468520) . CpG es una abreviatura
de los motivos dinucledtido citosina-guanina presentes en

dcidos nucleicos. Histbricamente, se observd que la

fraccidén de DNA de BCG podia ejercer un efecto antitumoral.

En estudios adicionales, los oligonucledtidos sintéticos

derivados de las secuencias génicas de BCG mostraron ser

capaces de inducir efectos inmunocestimulantes (tanto in

vitro como in vivo). Los autores de estos estudios

concluyeron gque ciertas secuencias palindrémicas, que
incluyen un motivo CG central, tenian esta actividad. El

papel central del motivo CG en la inmunoestimulacidn fue
elucidado posteriormente en una publicacién por Krieg,
Nature 374, pag. 546, 1995. El1 anélisis detallado ha
mostrado que el motivo CG debe estar en cierto contexto de
secuencias, y que dichas secuencias son comunes en DNA
bacteriano pero raras en DNA de vertebrado.

Actualmente se cree que esta diferencia evolutiva

permite al sistema inmune de los vertebrados detectar la

presencia de DNA bacteriano (como ocurre durante una

"infeccién), conduciendo consiguientemente a la estimulacidn

inmuoestimulatoria,
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definida por Krieg, es:
Purina purina CG pirimidina pirimidina y en la que el
motivo CG es no metilado. En ciertas combinaciones de los

seis nucledtidos se presenta una secuencia palindrdémica.

Varios de estos motivos, o como repeticiones de un motivo

o como combinacién de diferentes motivos, pueden estar

presentes en el mismo oligonucledétido. La presencia de una
o mis de estos oligonucledétidos que contienen secuencias
inmunoestimulatorias puede activar diversos subsistemas
inmunes, incluyendo las células asesinas naturales (que

producen el interferdén ¥ y tienen actividad citolitica) y

los macrdéfagos (Woolridge et al, Vol 89 (n° 8), 1977). Sin

embargo, se ha mostrado ahora que otras secuencias gque

contienen CpG no metilados sin esta secuencia de consenso

son inmunomodulatorias.

La presente invencidn proporciona una preparacidn de
vacuna que comprende un oligonucledtido CpG
inmunoestimulatorio y un antigeno RSV.

Preferiblemente el antigeno RSV es una glicoproteina

de cubierta o) derivado de ésta procedente de,

preferiblemente, la cepa A. Mas preferiblemente, el

antigeno se selecciona entre glicoproteina F, glicoproteina
G o una proteina de fusidén FG o derivados inmunogénicos de

éstas. Como alternativa, el antigeno RSV puede ser por

ejemplo el virus inactivado.
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Los derivados ihmunogénicos incluyen tipicamente
aquellos en quella proteina estd desprovista del dominio
transmembrana, es decir, F Otm, G AOtm y Fotm GOtm.
Preferiblemente 1la secuencia seflal se suprime de 1la
proteina G. Se prefiere que al menos alrededor del 50%, o
al menos alrededor del 80% (secuencia contigua) del dominio
extracelular de la proteina F o G esté presente. Los
ejemplos particulares incluyen los aminodcidos 1-526 o 1-
489 de 1la proteina F, los aminodcidos 69-298 o las
posiciones alternativas 97-279 de la proteina G, Yy F,sGe.2s
de la proteina de fusidn. Una fusidn alternativa comprende
los aminoacidos 1-489 de F seguidos de 97-279 de la
proteina G.

Los oligonucleétidos preferidos contienen
preferiblemente dos o mé&s motivos CpG separados por seis
o mé&s nucledétidos. Los oligonucledétidos de la presente
invencidén tienen tipicamente una longitud entre 15-45
nucledétidos y son tipicamente desoxinuclebdtidos. En una
realizacidén preferida, el internucledétido en el
oligonucledtido es fosforoditiocato, o mas preferiblemente,
un enlace fosforotioéto, aungue los enlaces fosfodiéster
y otros enlaces internucléotidos se encuentran dentro del
alcance de la invencidédn, incluyendo los oligonucleétidos
con engarces internucleétidos mixtos.

Los oligonucledtidos preferidos tienen las siguientes
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secuencias: todas las secuencias contienen preferiblemente
enlaces internucleotidicos de fosforotioato modificado.

WD0O0O 1: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT

WD0O00 2: TCT CCC AGC GTG CGC CAT

WD000 3: ACC GAT AAC GTT GCC GGT GAC G

WD000 7: ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG

Los oligonucledtidos CpG utilizados en la presente
invencién pueden sintetizarse mediante cualquier
procedimiento conocido en la técnica (por ejemplo como el
descrito en el documento EP 468520). Convenientemente,
dichos oligonucledétidos pueden sintetizarse utilizando un
sintetizador automatizado. Los procedimientos para la
produccidn de oligonucledétidos fosforotioatos o)
fosforoditiocatos se describen en 1los documentos US
5.666.153, US 5.278.302 y WO 95/26204.

Cuando CpG y una sal de aluminio, como hidréxido de
aluminio o fosfato de aluminio (altmina) esté&n ambos
presentes esto activa sinérgicamente el anticuerpo
especifico del antigeno anti RSV. En particular, dicha
combinacidén coadyuvante activa significativamente los
niveles de anticuerpo IgG2a, un marcador de la respuesta
Thl. Sin embargo, 1la combinacién coadyuvante de un
oligonucledtido CpG y una sal de aluminio permite una
respuesta mediada por célula como determina la

linfoproliferacidén especifica.
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Consiguientemente, en una realizacién de la invencidn
se proporciona una formulacidén de vacuna que comprende un
antigeno RSV y un oligonucledétido CpG inmunoestimulatorio
en combinacién con una sal de aluminio. Preferiblemente la
sal de aluminio es hidréxido de aluminio.

Pueden afiadirse otros excipientes de wvacuna a la
formulacidén para la invencidén. Los inmunoestimulantes
adicionales preferidos incluyen, por ejemplo, coadyuvantes
de saponina, como QS21.

En la vacuﬂa de 1la presente invencidn, puede
utilizarse directamente una disolucidn acuosa de la(s)
proteina(s) para la mezcla con el coadyuvante. Como
alternativa, la proteina puede liofilizarse.

Los antigenos de 1la presente invencidén pueden
expresarse en cualquier huésped adecuado, como células de
bacteria, mamifero, insecto, levadura y hongo. El uso de
células de insecto como células Sf9 lo describen Du et al,
BIO/TECHNOLOGY 12, 1994, 813-818. Preferiblemente las
proteinas de la invencidén se expresan en células de insecto
utilizando un bacilovirus recombinante (Wathen et al, J.
Gen. Virol. 1989, 70, paginas 2625-2635) . Més
preferiblemente, sin embargo, las proteinas de la invencidn
se producen en células eucariotas, particularmente en
células de ovario de héamster chino (CHO) y células Vero,

y se purifican mediante el procedimiento descrito en el
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S.A.).

En una realizacién preferida de 1la invencidén el
antigeno se produce por expresidén en células de mamifero
de una secuencia de DNA con uso de coddén de mamifero
optimizado. La optimizacidén del uso del coddén implica el
reemplazo de al menos un coddn no preferido o menos
preferido de un gen natural que codifica una proteina por
un coddén preferido que codifique el mismo aminodcido. Los
genes de mamifero expresados a niveles altos tipicamente
tienen C o G en su posicidén degenerada (tercera base del
coddén), mientras que el RSV u otros cddones de la proteina

de RSV pueden cambiarse para ajustarse mejor al uso celular

mamifero, es decir, el (o los) de mayor prevalencia como

se muestra a continuacidn.
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Ala: GCC Cys: TGC His: CAC Met: ATG Thr: ACC
Arg: CGC Gln: CAG Ile: ATC Phe: TTC Trp: TGG
AGG
CGG
5 Asn: AAC Glu: GAG Leu: ATC Pro: CCC Tyr: TAC
Asp: GAC Gly: GGC Lys: AAG Ser: AGC Val: GTG
TCC

Cada aminodcido codificado por uno de estos cddones

se considera entonces optimizado.
10 El antigeno segilin la invencidn puede expresarse como
una proteina de fusibén. Por ejemplo, el antigeno puede ser

una fusidén heteroquimérica de una cubierta de un antigeno

RSV o un derivado inmunomgénico de ésta con un antigeno de

un patdégeno diferente. Los ejemplos particulares incluyen

15 fusiones con antigenos de cubierta o derivados
inmunogénicos de otros paramixovirus, por ejemplo los virus

de la paragripe (PIV-1, 2 y 3) o virus de las paperas o !

virus del sarampidn. |

La invencidn proporciona también el DNA que codifica

20 dicha proteina o derivado inmunogénico de ésta en la que
el uso del coddén de uno o més &acidos nucleicos se ha
optimizado sustancialmente y un procedimiento para la !

expresidén del citado DNA en una célula CHO o de insecto. |
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Los antigenos también pueden construirse utilizando
un microorganismo vivo recombinante, como un virus o
bacteria como sistema de expresidn. El gen de interés puede
insertarse en el genoma de un virus o bacteria recombinante
vivo. La inoculacidén e infeccidén in vivo con este vector
vivo conducird a la expresidén in vivo del antigeno y a la
induccidén de respuestas inmune. Los virus y bacterias
utilizados con este propdsito son por ejemplo: virus de la
viruela (por ejemplo vacunas, viruela de aves de corral,
viruela de canario), alfavirus (virus Sindbis, wvirus del
bosque Semliki, virus de la encefalopatia equina
venezolana), adenovirus, virus adenoasociados, picornavirus
(virus de la polio, rinovirus), herpesvirus (virus de la
varicela =zdster, etc.), Listeria, Salmonella, Shigella,
BCG. Estos virus y bacterias pueden ser virulentos o
ateﬁuados de diversas maneras para obtener vacunas vivas.
Dichas vacunas vivas, al formularse con oligonucledtidos
CpG, forman también parte de la invencidn.

La invencidn se refiere también a procedimientos para
la construccidén y expresidén de las proteinas de la
invencién y a procedimientos para la optimizacidn del uso
del coddn de 1las secuencias de &cidos nucleicos que
codifican dichas proteinas.

Los antigenos de la presente invencidén pueden

presentarse también como un acido nucleico que codifica el
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citado antigeno y formulado con un oligonucléotido CpG.
Los antigenos de 1la presente 1invencién no son
necesariamente antigenos de subunidades recombinantes. El

antigeno RSV puede estar por ejemplo en forma de un virus

completo inactivado. Dicho wvirus inactivado puede

producirse a partir de RSV que se ha atenuado, por ejemplo
por subcultivo o por manipulacidn genética. Puede
utilizarse un RSV recombinante que se ha manipulado por
ingenieria genética para contener un antigeno de cubierta

de una cepa diferente de RSV, por ejemplo una base de cepa

A de RSV con una proteina de cubierta B, opcionalmente

atenuada.

La preparacidn de vacuna se describe generalmente en
New Trends and Developements in Vaccines, editado por
Voller at al, University Park Press, Baltimore, Maryland,
EE.UU 1978 y en Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant
Approach, editado por Powell y Newman, Plenum Press, Nueva
York, 1995. La encapsulacién con liposomas se describe, por
ejemplo, en Fullerton, patente estadounidense 4.235.877.
La conjugacidén de proteinas a macromoléculas la describe,
por ejemplo, Likhite, patente estadounidense 4.372.945 y
Armor et al, patente estadounidense 4.474.757.

La cantidad de proteina en cada dosis de vacuna se

selecciona como una cantidad que induce una respuesta

inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos
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significativos en vacunas tipicas. Dicha cantidad variaréa
dependiendo del inmundgeno especifico que se emplee y de
cémo se presente. Generalmente, se espera que cada dosis
comprenda 1-1000 ug de proteina, preferiblemente 2-1000 ug,
mads preferiblemente 5-50 ug. La cantidad 6ptima para una
vacuna particular puede determinarse mediante estudios

estdndares que implican la observacidén de las respuestas

inmune apropiadas en los sujetos. A continuacidén de la

vacunacién inicial, los sujetos pueden recibir una o mas

inmunizaciones de refuerzo adecuadamente espaciadas.
Adecuadamente, el CpG estard presente en el intervalo

de 100 pug por dosis a 3000 pg, preferiblemente 250-750 ug,

como 500 pg por dosis.

Adecuadamente, la vacuna utilizada en la presente

invencién puede comprender un vehiculo como una sal de
aluminio, por ejemplo hidréxido de aluminio (Al(OH),),

fosfato de aluminio o fosfato sulfato de aluminio

(alimina), o una emulsidén no téxica de aceite en agua o

mezcla de éstos.

Si se utiliza una sal de aluminio (preferiblemente

hidréxido de aluminio) como vehiculo, estd generalmente

presente en el intervalo de 50 a 100 pg (humanos: 500 a

1000 ug), preferiblemente a 500 pg por dosis.

Las emulsiones no téxicas de aceite en agua contienen

preferiblemente un aceite no téxico, por ejemplo escualeno,
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y un emulsionador como monooleatoc de polisorbitano (Tween

80), en un vehiculo acuoso como suero salino tamponadoc con

fosfato.

Si se desea, la vacuna utilizada en 1la presente
invencién puede comprender un coadyuvante adicional,

preferiblemente una saponina como QS21, como describe por

ejemplo el documento WO 95/17210, opcionalmente en

presencia de un esterol, como colesterol, como describe por

ejemplo el documento PCT/EP96/01464.

Si se desea, pueden afladirse otros antigenocs, en

cualquier orden conveniente, para proporcionar

composiciones de vacuna multivalente como las descritas a

continuacidén en la presente.

En un aspecto preferido la formulacidén de vacuna de

la invencidén comprende adicionalmente un antigeno de

Streptococcus pneumoniae.

Streptococcus pneumoniae es una bacteria gram positiva

responsable de una considerable morbilidad y mortalidad,

particularmente en jévenes y ancianos. La colonizacién

expansiva del tracto respiratorio vy oido medio,
especialmente en nifios pequefios, es la causa simple méas

comin de visitas hospitalarias en los Estados Unidos. La
bacteria puede hacerse invasiva, infectando 1la parte

inferior de los pulmones y causando neumonia. La tasa de

neumonia pneunocdccica en los Estados Unidos para personas

e e e e e _._ﬁ_w_._%__,ﬁ.\;?___,
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mayores de 60 aflos de edad se estima que es de 3 a 8 por
100.000. En el 20% de los casos conduce a bacteremia y a
otras manifestaciones como meningitis, con una tasa de
mortalidad cercana al 30%, incluso <con tratamiento
antibidético. Existen 90 serotipos conocidos de
Streptococcus pneumoniae que se han determinado por las
estructuras de los polisacdridos capsulares que rodean la
bacteria, y este es su principal factor de virulencia.

Se conoce. una vacuna pneumocdccica de 17 valencias
(Moniarix), basada en los polisacéridos purificados de los
serotipos pneumocdccicos més habitualmente implicados en
los trastornos invasivos. El procedimiento de purificacidn
de estos polisacéridos se describid en la patente europea
7253 Bl. Los ensayos de eficacia de vacuna con vacunas de
menores valencias demostraron una eficacia del 70 al 90%
con respecto a los serotipos presentes en la combinacidn.
Los estudios de casos controlados en los Estados Unidos en

personas mayores de 55 afios utilizando una vacuna de 14

valencias demostraron un 70% de eficacia (Mills y Rhoads

1996). La inclusién de polisacdridos adicionales (para

“hacer una vacuna pneumocdccica de 23 valencias) se aceptd

sobre la base de una adecuada respuesta seroldgica, incluso

aunque faltaban datos sobre la eficacia clinica (Brown

-1995) .

Los polisacaridos pneumocdccicos pueden hacerse mas
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inmunogénicos mediante acoplamiento quimico a wvehiculos
proteinas, y se estdn realizando ensayos de eficacia
clinica para verificar este concepto para la eficacia en
la prevencidén de otitis media.

Existen dos procedimientos de conjugacidén utilizados
generalmente para la produccién de estructuras de
polisacaridos inmunogénicos: (1) la conjugacidn directa de
carbohidrato y proteina, y (2) la conjugacidén indirecta de
carbohidrato y proteina a través de un engarce bifuncional
o reactivo espaciador. Generalmente, tanto la conjugacidn
directa como la indirecta requieren la activacidén quimica
del resto carbohidrato antes de la derivacidn. Véanse por
ejemplo los documentos US 5.651.971 y Dick & Beurret,
"Glycoconjugates of Bacterial Carbohydrate Antigens",
Conjugate Vaccines, J.M. Cruse & R.E. Lewis (Eds). vol. 10,
48-114 (1989).

Tipicamente, el componente Streptococcus pneumoniae
en una vacuna de la presente invencidén comprendera
antigenos polisacéarido (preferiblemente conjugados), en los
gue los polisacéridos deriven de al menos cuatro serotipos
de neumococos. Preferiblemente 1los cuatro serotipos
incluirédn 6B, 14, 19F y 23F. Mas preferiblemente, se
incluyen al menos 7 serotipos en la composicidén, por
ejemplo los derivados de los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C,

19F y 23F. Aun mas preferiblemente, se incluyen al menos
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11 serotipos en la composicidén, por ejemplo la composicién
en una realizacidén incluye polisacdridos capsulares
derivados de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C,
19F y 23F (preferiblemente conjugados). En otra realizacidn
preferida de la invencidén se incluyen al menos 13 antigenos
polisacéridos (preferiblemente conjugados), aungue también
se contemplan en la invencidén més antigenos polisacéridos,
por ejemplo 23 valencias (como las de los serotipos 1, 2,
3, 4, 5, 6B, 7F, 8, SN, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F). Para la vacunacidn a
ancianos (por ejemplo para la prevencidén de neumonia) es
ventajoso incluir los serotipos 8 y 12F (y méas
preferiblemente también 15 y 22) con 1la composicidn
antigénica de 11 valencias descrita anteriormente, para
formar una vacuna de 15 valencias, aunque para nifios (en
los que la otitis media es mas preocupante) se incluyen
ventajosamente los serotipos 6A y 19A para formar una
vacuna de 13 valencias.

En otro aspecto preferido, la composicidén de vacuna
de 1la invencidén comprende adicionalmente un antigeno
estreptococo del grupo B.

Entre los nifios, los estreptococos del grupo B (GBS)
son la causa principal de infecciones bacterianas con

riesgo para la vida, por ejemplo neumonia y meningitis.

- Ademés GBS ha surgido como un importante patdgeno en
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adultos, mas especialmente en pacientes ancianos o

pacientes con trastornos crénicos subyacentes.

Todas las cepas de GBS expresan una capsula de
polisacérido, Entre los nueve serotipos capsulares
identificados, las cepas de los cuatro serotipos clésicos
(Ia, Ib, II y III) son las responsables de la mayoria de
infecciones neonatales invasivas. Aproximadamente el 90%
de estas cepas expresan o Rib o alfa, dos miembros de 1la
misma familia de proteinas de superficie celular de
estreptococos, y se ha mostrado que confieren inmunidad
protectora frente a GBS en modelos animales.

Opcionalmente, la composicién de vacuna de la
invencidén comprende ademds uno o mads de una serie de
antigenos tales como un antigeno contra el virus de la
gripe o PIV-3.

Para hacer comprender mejor esta invencidn, se
presentan los siguientes ejemplos. Estos ejemplos tienen

fines ilustrativos tan solo, y no se supone que limiten el

alcance de la invencién de ninguna manera.
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EJEMPLOS

EJEMPLOS 1- Estudios de RSV formulado con oligonucleétidos

que contienen CpG

1. Formulaciones:

Se expresé el antigeno FG en células CHO y se purificd

seglin el documento WO 98/18819.

1.1. Formulaciones basadas en CpG o MPL

Cuando fue necesario se diluydé Al (OH); en H,0O antes de 1la
adsorcidén del antigeno FG (2ug) durante 30 minutos. A
continuacién, se afladié MPL o CpG y se incubd durante 30
minutos. Las formulaciones se tamponaron entonces con PO,
/NaCl concentrado diez veces, pH 6,8. Se afiadidé tiomersal

a 1 mg/ml o fenoxi a 5 mg/ml como conservante.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura
ambiente con agitacién. Las formulaciones se prepararon
simulténeamente para las dos inyecciones con una maduracidn

de 12 dias de las formulaciones finalizadas antes de la

primera inyeccidn.

1.2. Composicién de los constituyentes de la formulacidn
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COMPONENTE | CONCENTRACION TAMPON
(pg/ml)
FG 484 PO,/NaCl 10/150 mM pH 6,8
MPL, 1019 H,0
CpG 5000 H,0
5 A1PO, 1000 NaCl 150 mM, pH 6,1
Al (OH), 10380 H,0

10

15

20

2. Protocolo de inmunizacién:

Se inmunizaron 9 grupos de 10 ratones por diferentes vias
(50 pul) los dias 0 y 28 con diversas formulaciones (véase
Tabla 1). Los grupos 8 se inmunizaron con RSV vivo por via
intranasal (60 pl). Se obtuvieron los sueros los dias 28
(28 dias después de I) y 42 (14 dias después de II). El dia
42 se tomaron células de bazo de S5 ratones de todos los

grupos para andlisis de CMI.

3. Respuesta humoral:

3.1. Anticuerpos anti-FG:

Se realizaron todos los resultados humorales para 10
ratones/grupo para las valoraciones anti FG (respuestas
individuales excepto para los grupos 6, 7 y 9 y los

resultados celulares se presentaron para 5 ratones/grupo) .
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Se obtuvieron los sueros individuales 28 dias después de
la primera inmunizacién y 14 dias después de la segunda
inmunizacidén, y se ensayardn la presencia de anticuerpos
Ig especificos de FG y su ditribucidén de isotipos (IgG2a,

IgGl).

El protocolo de ensayo fue como sigue: recubrimiento
durante la noche a 4°C con 50 pul de FG 54/023 purificada
(1 pg/ml) por pocillo, saturacién durante 1 hora a 37°C,
incubacidén con sueros durante 1 hora 30 minutos a 37°C,
incubacidén con biotina Ig anti-ratdn 1/1500 (o biotina
IgGl, IgG2a 1/1000) durante 1 hora 30 minutos a 37°C,
incubacidén con estreptoperoxidasa 1/2500 durante 30 minutos
a 37°C, incubacién con OPDA Sigma durante 15 minutos a

temperatura ambiente, paro con H,SO, 2 N.

Se controlé la OD a 490 nm y se determinaron las

valoraciones por Softmaxpro (ecuacidén de 4 pardmetros)

referido a una curva estandar y expresado en UE/ml.

En los sueros individuales obtenidos 14 dias después de II
se ensayd la presencia de anticuerpos neutralizantes
utilizando el siguiente protocolo: 50 pul de diluciones
dobles de sueros (primera dilucidn 1/250) se incubaron

durante 1 hora a 37°C con 50 pl de una mezcla que contenia
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500 pfu de RSV-A/Long (lote 14) y complemento de conejillo
de indias (dilucidn 1/25) en una placa de 96 pocillos por
duplicado. Se afiadieron entonces 100 pl de una suspensidn
celular de Hep-2 a 10° células/ml a cada pocillo y se

incubaron las placas durante 4 dias a 37°C en presencia de

Co, al 5%.

Se aspiraron entonces los sobrenadantes, y después de la
adicidén de 100 pl de una preparacidén de WST-1 (dilucidn
1/12,5), se incubaron de nuevo las placas durante 24 horas
a 37°C en presencia de CO, al 5%. Se controld la OD a 595
nm y se determinaron las valoraciones por regresidén lineal
(y= a.log x + b), wvaloracidén=dilucién de suero que

proporciona el 50% de reduccidén de la OD méxima observada

para las células sin infectar.

Los controles en el ensayo incluyeron un conjunto de sueros
humanos elegidos al azar (conjunto humano) y Sandoglobulina

(lote 069, IgG humana genérica producida por Sandoz).

4. Respuesta celular

Se aislaron células de bazo 14 dias después de II de los
grupos 1-8 y de ratones sin tratar (grupo 9) para su uso
como control negativo para el andlisis de la respuesta

celular especifica de FG. Se analizaron en las muestras
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tanto la linfoproliferacidén especifica de FG como la

secrecidén de citocina (IFN- 7y + IL-5).

Se evalud 1la proliferacién después de 96 horas de
incubacién de 4 x 10° células/pocillo en placas de 96
pocillos con 200 ul de medio que contenia de 10 a 0,03
pg/ml de FG (diluciones triples). Con la incorporacidn de
H-timidina se midié la proliferacién especifica de FG

siguiendo el protocolo estéandar.

La induccidén de citocina se evalud después de 96 horas de
incubacién de 2,5 x 10° células por pocillo en 24 pocillos
con 1 ml de medio que contenia de 10 ug a 0,01 pg de FG
(diluciones de diez veces). Se recogieron entonces 1los
sobrenadantes para determinar por ELISA la cantidad de IFN-

¥ e IL-5 inducidos siguiendo el protocolo esténdar.

RESULTADOS

1. Grupos

Nueve grupos recibieron dos inmunizaciones de diversas
formulaciones que contenian FG formulado con alGmina 3D-
MPL-CpG o CpG-alGmina. El grupo 9 constituye el control
negativo para 1los estudios de CMI. Los grupos 6 y 7
constituyen 1los controles para la inmunogenicidad que

podria inducirse por inmunizacidén de los ratones con tan
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sblo los coadyuvantes. Las inmunizaciones con RSV vivo eran
un control para la respuesta inmune inducida por la

infeccidén natural por RSV IN (grupo 8).

2. Respuesta humoral

2.1. Anticuerpos anti-FG

Se realizd el anédlisis de los anticuerpos Ig anti-FG el dia
14 después de la vacunacidn II. Los resultados muestran
(tabla 2) que se observa un claro efecto sinérgico por la
combinacidén dé CpG con alimina, ya que la FG formulada con
CpG-altimina induce dos veces tantos anticuerpos especificos
anti-FG como 1la FG formulada con cada uno de los
coadyuvantes por separado. Los resultados muestran también
que alimina-CpG y aldmina-3D-MPL  inducen niveles

equivalentes de anticuerpo.

El andlisis de los perfiles de isotipo muestra que CpG-
alimina induce una proporcidén IgGl:Ig2a < 1, mientras que
las otras tres formulaciones inducen una proporcidn > 1.
CpG y CpG-alimina inducen valoraciones similares de IgGl
gque son dos o tres veces (CpG < CpG-alimina< SBAS1i)
menores que las inducidas por alumina-3D-MPL y alimina.
CpG-altimina induce altas valoraciones de IgG2a que son de
tres a cinco veces superiores a las inducidas por CpG vy

alimina-3D-MPL y de treinta a cincuenta veces superiores
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a las inducidas por FG-alGmina. La adicién de altmina a
CpG, por lo tanto, parece no afectar las valoraciones de
IgGl, sino que més bien aumenta las valoraciones de IgG2a
tres veces comparado con FG-CpG, haciendo que la proporcidén

IgGl/IgG2a cambie de >1 a <1.

3. Respuesta celular:

La linfoproliferacidn inducida especifica de FG muestra la
induccidn de indices de estimulacidn equivalentes para CpG-
alimina, 3D-MPL-alUmina y alumina, excepto para FG CpG. FG
CpG, de manera similar a los grupos de coadyuvantes por
separado y al grupo de control de ratones sin tratar, no
induce ninguna linfoproliferacidén especifica de FG
detectable. Como se observd en otros experimentos, el RSV
IN vivo no induce una respuesta inmune suficientemente alta
como para que el ensayo de linfoproliferacidn sea capaz de

registrarla.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El andlisis de anticuerpos muestra gue se observa un claro
efecto sinérgico lineal con la formulacién de FG con CpG
y alGmina, comparado con la FG formulada con cualquiera de

los coadyuvantes.

Basa&ndose en el andlisis de isotipos de FG CpG-altmina, FG
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CpG y FG altGmina-MPL, inducen todos un perfil de Th mixto
medido por la induccidn de los anticuerpos tanto IgG2a como
IgGl. FG alGmina, sin embargo, induce casi exclusivamente
anticuerpos IgGl, marcadores de respuesta Th2. Baséndose
en el nivel de anticuerpos IgG2a inducidos especificos de
FG, los resultados sugieren que FG CpG-alimina induce
predominantemente isotipos de anticuerpos Thl, mientras que
FG CpG, y en una mayor extensién, FG aldmina-3D-MPL,
inducen predominantemente isotipos de anticuerpos Th2. La
formulacién de FG con ambos CpG y alGmina conduce a un
aumento de tres veces la valoracién de IgG2a comparado con

la FG CpG sola.

El andlisis de la respuesta mediada por célula especifica
de FG sugiere que FG CpG no induce una linfoproliferacidn
detectable. Sin embargo, de manera similar a lo observado
para las respuestas de anticuerpo Ig especifico de FG, la
formulacién de FG con ambos CpG y alimina permite la

induccién de una linfoproliferacidn especifica.
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Tabla 1 |
Grupos | Antigeno Coadyuvante '\Iia
2 FG (2ug) CpG IM
3 FG (2 pg) CpG alimina IM
5 4 FG (2 ug) AlGmina MPL IM !
5 FG (2 pug) AlGmina M '
6 / Coadyuvante de IM |
control IM|
7 / CpG (100 ug) IM
10 8 RSV vivo (lote 14,
10°PFU) IN |
9 ninguno ninguno |
TABLA 2 '
l_ 5 Candidato a Ne Anglisis del suero de ratones Balb/c inmunizados 14 dias después de 11 i
vacuna grupo | (GMT)
lganti-FG | RSV-A | Proprocién de | Proporcion 1gG1 1gG2a igG2b
por ELISA neutra neutra por 1gG1/1gG2a :
ELISA '
FG CpG 2 6677 1,F97 6013§ 30604 5121 !
FG CpG- 3 12236 0,71 78557 110488 | 15567 }
20 alimina ‘
FG SB 4 1608022 7,19 178569 24846 17771
aliimina-3D-
MPL
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FG alimina 5 91568 66,55 161254 2423 617

RSV vivo 8 4623 0,82 1396 1705 823

EJEMPLO 2- Estudios de RSV formulado con oligonucledtidos

gue contienen CpG, junto con antigenos adicionales

(polisacaridos de Streptococcus pneumoniae)

1. Procedimiento de formulacidn
Las formulaciones se prepararon 4 dias antes de la primera

inyeccién.

1.1. Formulaciones basadas en Al (OH);

Se preadsorbié CpG (50, 10 o 2 ug) sobre Al(OH); como
mondémero concentrado en bruto mediante mezcla de los
inmunoestimulantes con la sal de aluminio un dia antes de
la formulacidén final. Se prepard vacuna SP de 11 valencias
no adsorbida, conjugada a proteina D, mediante mezcla de
los 11 componentes conjugados en orden numérico y ajuste
de la concentracién a 2 pg/val/ml con NaCl 150 mM. Las
formulaciones finales se prepararon mediante mezcla de H,0
y sal de aluminio, si era necesaria, y CpG preadsorbido.
Después de 5 minutos de incubacidén se afiadieron la vacuna
SP de 11 valencias (0,1 pg/val) yv/o FG (2 pg) (FG como en
el ejemplo 1) y se incubaron durante 30 minutos. Se afiadid

entonces tampdn PO,/NaCl y se incubdé durante 5 minutos
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antes de la adicién de tiomersal (1 pg/ml) gque se dejd

incubar durante 30 minutos.

1.2. Formulaciones sin Al (OH),

Se preparard el polisacérido de 11 valencias no adsorbido
(PS) mediante mezcla de las 11 valencias en orden numérico
y ajuste de la concentracidn a 2 pg/val/ml con NaCl 150 mM.
Las formulaciones finales se prepararon mediante mezcla de
H,0 y tampén PO,/NaCl y las 11 valencias no adsorbidas (0,1
pg/val) y/o FG (2 ug). Después de 5 minutos de incubacién,
se afladidé CpG y se incubd durante 30 minutos. Se afadid
entonces tiomersal (1 pg/ml) y se dejdé incubar durante 30

minutos.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura
ambiente con agitacidén. Las formulaciones se prepararpn
simultédneamente para las dos inyecciones con una maduracidn
de 7 dias de las formulaciones finalizadas antes de 1la

primera inyeccidn.
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2. Composicién de los constituyentes
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de la formulacidn:

Tabla 3
Componente Conc. de AG | Conc. Tampdn
o IMST Al+++
(pg/ml)
FG 484 PO,/NaCl 10/150 mM pH 6,8
5 vacuna clinica de 11 valencias no adsorbida
PS1 144 NaCl 150 mM pH 6,1
PS3 149 NaCl 150 mM pH 6,1
PS4 114 NaCl 150 mM pH 6,1
PSS 135 NaCl 150 mM pH 6,1
10 PS6b 200 NaCl 150 mM pH 6.1
ps7 168 NaCt 150 mM pH 6.1
PS9 175 NaCl 150 mM pH 6,1
PS14 180 NaCl 150 mM pH 6,1
PS18 137 NaCl 150 mM pH 6,1
15 PS19 140 NaCl 150 mM pH 6,1
PS23 158 NaCl 150 mM pH 6,1
Qs21 2.000 H,0
CpG1826 20.000 H,0
Al(OH), 10.380 H,0
20
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2. Protocolo de inmunizacién:
Se inmunizaron 19 grupos de 10 ratones por vVvia
intramuscular (100 pl) los dias 0 y 28 con diversas
formulaciones (véase tabla 4). Se obtuvieron los sueros los
dias 42 y 43 (14/15 dias después de II). E1 dia 43 se
tomaron células de bazo de 5 ratones de los grupos
inmunizados con formulaciones que contenian FG, asi como

de 5 ratones Balb/c sin tratar (grupo 24, no inmunizados).

3. Respuesta humoral

3.1. Anticuerpos antifFG:

Se realizaron todos los resultados humorales para 10
ratones/grupo (respuesta individual para las Ig, IgGl e
IgG2a anti-FG, y valoraciones de neutralizacidn) y se
presentaron los resultados celulares para conjuntos de 5

ratones/grupo.

Se obtuvieron los sueros individuales 14/15 dias después
de la segunda inmunizacién y se ensayd la presencia de
anticuerpos Ig especificos de FG y su distribucidn de

isotipo (IgG2a, IgGl).

Los ensayos se realizaron como se describe en el ejemplo

1.
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3.2. IgG polisacarido anti-pneumocéccico

Se midié la IgG murina ante los polisacaridos
pneumocdciccos de tipos 3, 6B, 7F, 19F y 23F mediante ELISA
con un procedimiento adaptado del protocolo CDC. Este
protocolo incluye la adicidén de polisacéridos solubles de
la pared celular (CPS) a los sueros para inhibir la medida
de anticuerpos CPS. CPS es un acido teicoico que contiene
fosforilcolina comin a todos los neumococos. Esté presente
bajo la cépsula y los anticuerpos frente a él son sdlo
débilmente protectores. Puesto que CPS estd ligado al
polisacadrido capsular, existe normalmente de 0,5 a 1% de
CPS gque contamina el polisacédrido capsular purificado
utilizado para recubrir las placas ELISA. Asi, la medida
de los anticuerpos CPS puede confundir la interpretacidn
de los resultados de ELISA con respecto al polisacarido

capsular.

Se realizd ELISA con polisacdridos recubiertos a 20, 5, 5,
20 v 20 upug/ml en tampdén PBS para los tipos 6B, 7F, 14, 19F
y 23F, reépectivamente. Se premezclaron los sueros con el
equivalente de 500 pug/ml de CPS en sueros sin diluir, y se
incubaron durante 30 minutos antes de la adicidén a la placa
ELISA. Se detectd la Ig murina con peroxidasa de IgG (H+L)
anti-murina de cabra de Jackson ImmunoLab a una dilucién

1:5000. Las curvas de valoracidn se refirieron a los
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anticuerpos monoclonales de murina especificos de
polisacdridos de concentracidén conocida para cada serotipo,
utilizando la comparacién logaritmica 1logisitica con
SoftMaxPro. Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron
HASP4, PS7/19, PS14/4, PS19/5 y PS23/22 para los tipos 6B,

7F, 14, 19F y 23F, respectivamente.

Para el serotipo 3, se realizdé un ELISA similar, excepto
que las inmunoplacas se recubrieron primeramente con
seroalblimina humana metilada (1 pg/ml en PBS, durante 2
horas a 37°C) para mejorar el recubrimiento de PS3 (2,5
pug/ml en PBS, durante la noche a 4°C). Se utilizé el

anticuerpo monoclonal PS3/6 como referencia esténdar.

4. Respuesta celular

Se aislaron células de bazo 14 dias después de II de grupos
inmunizados con formulaciones que contenian FG y de ratones
sin tratar, como control negativo para el andlisis de la
respuesta celular especifica de FG. Se analizdé en las
muestras la secrecidén de ambas citocinas especificas de FG,

IFN-y e IL-5.

Los ensayos se realizaron como se describe en el ejemplo

1.
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RESULTADOS

1. Grupos

19 grupos (A a 8) recibieron dos inmunizaciones de diversas
formulaciones que contenian o la vacuna conjugada de 11
valencias © FG o una combinacién de ambos antigenos
formulada con CpG o CpG-altmina con un intervalo de dosis
de CpG : 50, 10 o 2 pug. Los grupos A a R representan estas
combinaciones. El grupo S, FG alumina, constituye un
control para el andlisis anti-RSV. Finalmente, el grupo T

constituye el control negativo para el anédlisis de CMI.




B45185 37

TABLA 4 -
Gru- Antigeno Coadyuvante
pos
I A Undeca SPN (0,1 pg) CpG 50 ug
5 B Undeca SPN (0,1 pug) CpG 10 ug
c Undeca SPN (0,1 ug) CpG 2 ug
D FG (2 ug) CpG 50 ug
E FG (2 ug) CpG 10 ug
F FG (2 ug) CpG 2 ug
10 G Undeca SPN(0,1 pg)+FG(2 pg) | CpG 50 ug
H Undeca SPN(0,1 pg)+FG(2 ug) | CpG 10 ug
I Undeca SPN(0,1 ug)+FG(2 ug) | CpG 2 ug
J Undeca SPN (0,1 ug) CpG 50 pg/alimina 50 ug
K Undeca SPN (0,1 ug) CpG 10 pg/allmina 50 ug
15 L Undeca SPN (0,1 ug) CpG 2 pg/allmina 50 ug
M FG (2 ug) CpG 50 pg/alimina 50 ug
N FG (2 pg) CpG 10 pg/alimina 50 ug
o) FG (2 ug) CpG 2 pug/altmina 50 ug
P Undeca SPN(0,1 ug)+FG(2 ug) | CpG 50 ug/aldmina 50 ug
20 Q Undeca SPN(0,1 ug)+FG(2 pg) | CpG 10 ug/alimina 50 ug
R Undeca SPN(0,1 ug)+FG(2 ug) | CpG 2 pg/alimina 50 ug
S FG (2 ug) | alimina
T ninguno ninguno
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2. RESPUESTA HUMORAL

2.1. Anticuerpos anti-FG

Ninguna de las respuestas especificas de FG fueron

afectadas por la mezcla con el conjugado polisacérido

pneumocdccico de 11 valencias. Con fines préacticos, el

andlisis especifico de FG a continuacidén se describe sdlo

para las formulaciones FG.

Se realizaron los anélisis de 1los anticuerpos Ig

especificos anti-FG los dias 14/15 después de la segunda
vacunacidén. Los resultados muestran la induccién de Ab de

Ig especifica de FG con todas las formulaciones (Figura 1).

Para las formulaciones FG CpG, las valoraciones de Ig

especifica de FG se redujeron al reducir la dosis de CpG
(grupos D-F). Las formulaciones basadas en FG CpG-alimina
inducen mayores respuestas de Ab de Ig especificas de FG
que las observadas para el grupo FG CpG o FG alUmina,
comparadas con la formulada con FG con cualgquiera de ellos

por separado. Los niveles de Ab inducidos por las

formulaciones FG CpG-alimina no son sensibles a las dosis

de CpG ensayadas.

El andlisis de los anticuerpos neutralizantes inducidos

anti-RSV/A conduce a las mismas conclusiones que para la

respuesta de anticuerpo Ig anti-FG (Figura 2).
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El anédlisis de 1las valoraciones de 1los isotipos

individuales IgGl e IgG2a anti-FG mostrd unos perfiles de
respuestas de anticuerpo similares a los observados para

Ig anti-FG y valoraciones de anticuerpos neutralizantes

para las formulaciones FG CpG (Figura 3). Para las

formulaciones basadas en FG CpG-altumina, los perfiles de

Ab fueron también similares, excepto porque pudo observarse
un pequefio descenso en los anticuerpos IgG2a al reducir la
dosis de CpG. Aqui se observa también un efecto sinérgico
en la formulacidén de FG con CpG y alGmina comparado con la
FG formulada con CpG o altmina por separado. Anédlisis
adicionales mostraron que la adiciédn de la vacuna SP de 11

valencias a FG CpG-alimina o FG CpG no afecta a las

respuestas IgGl e IgG2a.

El analisis de la relacién de las respuestas de isotipo
IgGl/IgG2a indica que cuanto mayor es la dosis de CpG mayor
es la cantidad de ambos isotipos,

y en particular los
anticuerpos IgG2a en cualquiera de 1las formulaciones
ensayadas. En comparacidén con las formulaciones de CpG, FG
alimina induce niveles mucho menores de anticuerpos IgG2a

y niveles mucho mayores de anticuerpos IgGl.

2.2. IgG de polisacarido anti-pneumocéccico

Para ambas formulaciones de coadyuvantes las valoraciones
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de IgG anti-PS fueron al menos similares en animales a los
que se proprociond el conjugado PS de 11 valencias con FG,

comparadas con los animales inmunizados con el conjugado

PS de 11 valencias por si solo (Figura 4). Este resultado

demostrd que la combinacidén de conjugados pneumocdccicos

de PS y antigeno FG de RSV con una formulacién con CpG o
alimina-CpG, no reducia o cambiaba la respuesta inmune
anti-pneumocdccica. Las valoraciones de anticuerpo para los

serotipos 7F y 14 incluso mejoraron significativamente en

presencia de FG utilizando la formulacidén de coadyuvante

CpG (con 2 ug y 50 upug de dosis de CpG).

Las mayores respuestas de anticuerpo se alcanzaron con los

serotipos 7F, 14 y 19F (y en una menor extensién con los

serotipos 3 y 6B), al administrar la formulacidén allmina-
CpG més que proporcionando CpG por si solo en la misma
dosis. Utilizando la formulacién anterior, 2 pug de CpG era
un coadyuvante tan bueno como 50 pug de CpG, mientras que

se observd una clara respuesta a la dosis en animales a los

gue se proporcionaron las

formulaciones con CpG no

adsorbido.

3. RESPUESTA CELULAR

Ninguna de 1las respuestas especificas de FG fueron

afectadas por la mezcla con el conjugado polisacérido
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pneumocdccico de 11 valencias. Con fines préacticos, el

andlisis especifico de FG a continuacién se describe sélo

para las formulaciones FG. Debido

experimentales no se obtuvieron andlisis del grupo G.

El andlisis de la produccién de IL-5 e IFN-y (Figura 5)

muestra que las formulaciones FG CpG inducen IFN-v¥ y una

pequefia cantidad de IL-5. Las formulaciones de FG CpG-

alimina inducen sin embargo cantidades mucho mayores de

IFN-v, independientemente de la dosis de CpG, mientras que
la produccidén de IL-5 parece aumentar al reducir las dosis

de CpG. Esto se refleja en la proporcidén INF-vy/IL-5 por una
producciédn predominante de IFN-7Y, marcador de la respuesta

Thi, para ambas formulaciones. Sin embargo, las

formulaciones FG CpG-allimina inducen mucho mads marcador de

Thl que las formulaciones Fg CpG por si solas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El anédlisis de 1la 1Ig especifica anti-FG inducida vy

valoraciones de anticuerpos neutralizantes anti-RSV/A,
muestra que la combinacidén de FG CpG-alimina y FG CpG con
la vacuna conjugada de 11 valencias de S. pneumoniae no
inhibe la induccidén de las respuestas humoral y celular.

Asi, la combinacién de FG CpG-alimina o Fg CpG con vacuna

a problemas
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estreptocdcicca conjugada de 11 valencias no afecta a la

respuesta observada con FG CpG-alimina o FG CpG, y por lo

tanto se mantienen las caracteristicas de estas

formulaciones, por ejemplo la induccidén de respuestas de
anticuerpos neutralizantes secundarios y de una respuesta

Thl como se mide por la presencia de anticuerpos IgG2a y

la induccién de IFN-v.

Con fines précticos 1las conclusiones se definen de 1la

manera siguiente en relacidén con las formulaciones de FG.

El andlisis de 1la Ig especifica anti-FG inducida vy

valoraciones de anticuerpos neutralizantes anti-RSV/A

muestra una induccidn dependiente de la dosis de estos
anticuerpos para formulaciones de FG CpG gue no se observa

para formulaciones de FG CpG-alimina. Ademds, se observa

un claro efecto sinérgico al formular FG con CpG-aldmina

comparado con FG formulada con CpG o alimina por separado.

Basdndose en el andlisis de serotipo, FG CpG-alGmina, Fg

CpG y FG alGmina inducen todos un perfil de Th mixto por

la induccién de anticuerpos tanto IgG2a como IgGl. Sin

" embargo, FG alimina induce principalmente anticuerpos IgG1l,

marcador de una respuesta Th2, mientras que Fg CpG y FG

CpG-aldmina inducen ambos més IgG2a, marcador de una
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respuesta Thl, que IgGl. Para ambas formulaciones de CpG,

cuanto mayor es la dosis de CpG, mayor es la predominancia

del marcador de Thl.

El andlisis de la respuesta mediada por células especifica

inducida sugiere que, de manera similar a lo observado para

las respuestas de isotipo Ig especifico de FG, ambas

formulaciones FG CpG-alimina y FG CpG inducen IFN-7v,

marcador de una respuesta Thl, induciendo FG CpG-alUmina

las mayores cantidades.

Los resultados demostraron que la combinacidén de conjugado
pneumocdccico PS y antigeno FG de RSV con una formulacidn
CpG o alﬁmina—CpG no cambiaba la respuesta inmune anti-
pneumocdccica. Las valoraciones de anticuerpos de serotipos
7F y 14 incluso mejoraron significativamente en presencia

de FG utilizando la formulacién coadyuvante CpG. Para

varios serotipos las formulaciones alimina-CpG erén
claramente mas potentes que el CpG administrado por si solo
a la misma dosis. Utilizando la formulacidén anterior, 2 ug
de CpG eran un coadyuvante tan bueno como 50 ug de CpG,
mientras que se observd una clara respuesta a la dosis en

animales a los que se administrd las formulaciones con CpG

no adsorbido.
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Habiendo descrito la invencidén como antecede, se

declara como propiedad lo contenido en las siguientes

5 1
10

15 3.

20 4.

25

REIVINDICACIONES

Una formulacién de vacuna que comprende un antigeno

RSV y un oligonucledétido CpG inmuonestimulante.

Una formulacién de vacuna como la reivindicada en la

reivindicacién 1 en la que los antigenos RSV se

seleccionan entre el grupo: proteina F o derivado

inmunogénico de ésta, proteina G o derivado

inmunogénico de ésta ‘o proteina de fusién FG o

derivado inmunogénico de ésta, y RSV inactivado.

Una vacuna como la reivindicada en las

reivindicaciones 1 o 2, en la que el derivado es un

antigeno esencialmente desprovisto de un dominio

transmembrana.

Una vacuna como la reivindicada en las

reivindicaciones 1 a 3, en la que el derivado es un

1
antigeno en el gque al menos un coddén no preferido o -

menos preferido se ha reemplazado por un coddn

preferido que codifica el mismo aminoédcido.
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Una formulacién de wvacuna como la reivindicada en
cualquiera de 1las

reivindicaciones 1 a 4, que

comprende ademds una sal de aluminio o un coadyuvante

de saponina.

Una vacuna como la reivindicada en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5 en la que el oligonucledtido

comprende dos dinucledtidos CpG.

Una vacuna como la reivindicada en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6 en la que el oligonucledtido

CpG tiene una longitud de 15 a 45 nucledbtidos.

Una vacuna como la reivindicada en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 en la que el oligonucledtido

CpG comprende al menos un enlace internucleotidico

fosforotioato.

Una vacuna como la reivindicada en cualguiera de las

reivindicaciones 1 a 8 en la que el oligonucledtido

se selecciona entre el grupo:

WD000O 1: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT

WD00O 2: TCT CCC AGC GTG CGC CAT

WD000 3: ACC GAT AAC GTT GCC GGT GAC G
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WD0O00O 7: ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG

Una formulacién de wvacuna como la reivindicada en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en la que

estd presente ademds un antigeno de Streptococcus

pneumoniae.

Una formulacidén de vacuna como la reivindicada en la

reivindicacién 10, en la que el antigeno de

Streptococcus pneumoniae es el polisacdrido capsular.

Una formulacién de vacuna como la reivindicada en la

reivindicacién 11, en la que el polisacéarido estéa

conjugado a una proteina.

Una formulacidén de vacuna como la reivindicada en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que

estd presente ademds un antigeno del virus de 1la

gripe.

Una formulacién de wvacuna como la reivindicada en

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que

est& presente ademds un antigeno de Streptococcus de

grupo B.
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Una formulacién de wvacuna como la reivindicada en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que

estd presente ademds un antigeno de PIV-3.

Un procedimiento para la prevencién o mejora de

infecciédn por RSV en un paciente, que comprende la

administracidén a pacientes de una cantidad efectiva

de una vacuna de cualquiera de las reivindicaciones

1 a 15.

Una vacuna como la reivindicada en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 15 para Su UusSO como un

medicamento.

Un procedimiento de produccidn de una vacuna como la
reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones 1

a 15, que comprende la mezcla de un antigeno RSV y un

oligonucledtido inmunoestimulante CpG.
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RESUMEN

La invencién se refiere a una formulacién de vacuna que
comprende un antigeno del virus respiratorio sincitial

(RSV) vy un oligonucledtido CpG inmunoestimulante, a

procedimientos de preparacidén de la formulacidn de vacuna

y a su uso en medicina. Pueden incluirse antigenos

adicionales para proporcionar nuevas vacunas de combinacién

para su administracién a nifios, a adultos y a ancianos.
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Figura 2

Anticuerpos neutralizantes anti-RSV/A

Valoraciones de neutralizacién (GMT)
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Figura 3

B45185

Respuesta isotipo anti

FG

Valoraciones ELISA de GMT (UE/ml)
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Figura 4
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Figura 5

secrecidn de citocinas en

células de bazo
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plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del Convenio
de Paris.

SI[ ] NO [ x] NO APLICABLE [ ]Presentd copia, certificada su conformidad
por la Administracion que recibio la solicitud de la cual reivindica
prioridad, al momento de radicar la solicitud nacional. '

Si[] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presentd la traduccion del capitulo
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad (Art.
4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999 S.I.C.).

SIf ] NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar
copia certificada su conformidad por la Administraciéon que recibié la solicitud de la cual
reivindica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados
a partir de la fecha de deposito de la solicitud posterior. La omision de esta formalidad
implicara la perdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptua que esta solicitud:

SI[ ] NO[X] Se ajusta alos aspectos FORMALES indicados en la Decision
344 y por tanto,
SI[ ] NO[x] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Santafé de Bogota, D.C., 25 de abril del 2000.

EXAMINAD‘})R JURIDICO

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogot4, D.C. - Colombia
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Radicacion no(000Z28AQ31 39
Concepto Técnico no <] B/¢  Clasificacion Internacional de Patentes 16! KBq/ 165, 7%)!( [5?
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Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decisidn 344 se determind que esta
solicitud de Patente de Invencion: ,
SI® No O Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a). )'

]

SI® Nno QO Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a). '

|

sik no O Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art.13-e).
1 Nno™ Contiene el titulo o nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b).

Sl/m No O Contiene la descripcién clara y completa de la invencidn (Art.13-c). _
SId NOX Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dto
117 del 94).

SI'No O Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto conel
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980). "

I NoOd Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d). |

SI® NOQd Contiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

srgd NO& Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del |
articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94. :

SIA No QA Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94). ‘

SIE NoQd Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).
sild No X CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS 1

OBSERVACIONES Y OTROS: SI & NO U ver hoja(s) anexa(s) !

Santa Fe de Bogotd, D.C., & Qe Jonio IZJOOO

EXAMINADOR TECNICO 202016 §

3 rde o
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SUPERINTENDENCIA

SI &~ DEINDUSTRIA
w Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES _ <
PRIMER EXAMEN DE FORMA / /5
o
CONCEPTO TECNICO: 814
EXPEDIENTE: 00028931
IPC: AG1K 39/155, A61K 39/39
Realizado el Primer Examen de Forma se hace la siguiente observacion:
1. El titulo de la invencion es muy general, pues “VACUNAS” no permite establecer sobre que tipo |

de compuestos exactamente versa la invencion. Por tanto, se recomienda que se modifique el
titulo de manera que corresponda con las reivindicaciones de la solicitud, una posibilidad es que
dicho titulo sea: “Vacunas que Comprenden un Antigeno del Virus Respiratorio Sincitial”.

2. Las figuras contenidas en los folios 54 a 56 no son lo suficientemente nitidas para observar y
distinguir los datos que en ella se reportan, y no permiten una buena copia a través de Offset o
Scanner. Por consiguiente, requiere que se presenten una nueva copia mas nitida y donde sea
posible diferenciar los datos de las diferentes variables.

3. En consecuencia a lo anterior, sirvase presentar nueva tarjeta tematica, nueva tarjeta para el
archivo de propietarios y nuevo extracto de publicacion.

Santa Fe de Bogota,

1202016

!

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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EXPEDIENTE 00-028931 A'S
AUTO 1162 q @

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor German Castillo Grau, como’
apoderado del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido '

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
Comision del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE ' ,'; L e
Dado en Santafé de Bogota D.C., a los A

LA JEFE DE LA DIVISION'DE NUEVAS CREACIONES,

4

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO

Santafé de Bogota D.CJ, § JUN

otificado por anotacion en estado de esta misma
fecha. '

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO

SOLICITO PRORROGA TERMINO Sl NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia




