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K ANEXOS \

IE Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita Ia existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.:

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

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

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccic’m del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

Arte Final 12X12. ‘

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

De ser el caso, madificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Oftros: Reporte de busqueda internacional, publicacion, opinion escrita de la autoridad de busqueda
intérnacional, traduccién de los anexos del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad, anexo explicativo de
modificaciones a las reivindicaciones presentadas en Fase Internacional (indicadas en el reporte preliminar
internacional sobre patentabilidad), capitulo reivindicatorio como fue originalmente presentado en Fase Internacional,
listada de secuencias v dihuinsg
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/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.

QL}L(QLW

ICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466 | !
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

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

en esparol. N
Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espaiiol.

Notarizacion, documento escrito en espafiol.

i Z; g -
APOSTILLA L, ; 1“ i
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961):; s I{‘gf:}
Reino Unido de la Gran Bretaiia e Irlanda del Norte  _, {13
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretaria e Irlanda del Norte :: '51 i? 7
Este documento publico a Tk | 4
2. ha sido firmado James Kerr Milligan
| actuando como Notario Publico
Q 4, Heva el sello/estém'pilla de dichq Notario Publico potn e
CERTIFICADO pod Lo ”
~ . L
¥ en Londres 6. el 01 de septlembr de 2004
por eI Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Aéurltos
Extenores y del Commonwealth ;; h - :ii
Ndmero: G 749037 S "
Sello/Estampilia: . JHfrma: (ilégible)
L dova TRADUCTOR OFICIAL

'\ RESOLUCION 2177
L]

—

v \ f .
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO

t 4
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Sello de la 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 seccion consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostilla 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

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO ( ;
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico 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 Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya

identidad me consta, Apoderado de 1la - Sociedad denominada

A

NSRRI N

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente de‘nominaaa

“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constitﬁida:f )

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de

]

I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica; o '

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON est4

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 tenido 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.

Y PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

que firmo y sello en Lonﬂd'res, el dia de hoy primero de septiembre del afio do
A A .

=

mil cuattro.p
;

DE PINNA L ’ ?
36 Piceadilly London W15 OLJS L E _‘,;_j;_\'l’“"
Telephone:+44 (0)20 7208 2000  Facsimile: +441 ()20 7208 0066 DX No, 4852 Piceadilly 2
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APOSTILLE ..\
(Hague Convention of 5 October 196] /Convention de La Haye du 5 octot

1. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland [ - f .
Pays: Royaume-Unj de Grande-Bretagne et d’Irtande du Nord

|
This public document/Le présent acte public rL i
: {
2. bas been signed by j_ | i ‘ [ s
a &€ signé par .., ~— &‘MQS K‘QEFM( \ (j .................... }
Vs e £90 A e ) .
3. acting in the capacity of Nﬁiéigy E‘JUQHQ § {
agissant en WS o b
Ay i
4. bears the seal/stamp of @@é’f- Py Bdpois s
est revétu du sceau/timbre de dg*"/ UL

9. Stamp;
timbre;

DTNV

For the Secretary of Sta

If this document is to be used in 2 country whichi is

not party to the Hague Convention of § October 1961,
o : - 1t should ha neassutad 1a the comenlar saction of the

missian reprsesnting that country,
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Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada y

existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

. con domicilio en rue de I'Institut 89,

B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYOQO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos

.designe, guedan especialmente facultados para

ot 7

|

.

i A:
! \

r

representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y 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
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
fean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las

demas facultades que resulten necesarias, y por el

presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

W
”

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,
Belgium
hereby appoint, ALICIA" LLOREDA and/or

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

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
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 property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities 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 installments and effect all other payments
prescribed by faw; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
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 competent 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 all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

31 AUG 2004

iven and signed this _ /
Marcus(kfr@z/w DAL Y
Attorney and-Atthoris Y [hessth

o




'f Y e ‘.

)

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 , comparecid

, aquien conozco y
de quien me consta que firmd el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A, la
compania nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélgica, legalmente constituida
para un periodo de duracién que aun no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme a
las leyes de

que el declarante esta

autorizado por dicha Compaiiia para conferir este
podeg, que el sello estampado por él al pie de tal
po@ en nombre y en representacion de la
expr@sada Compairifa, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento
esimcomprendido dentro del de la sociedad.
= scrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en . ,
con fecha , y certifica que de
conformidad con la legislacion de dicho Pals, la
anterior declaracion juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

‘Notary Public (Notario Publico).

*

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this day of
personally
came ,
to me known, and known to me to be the person 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 is
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 hereby certifies that under the laws of said
Country the foregoing acknowledgment js sufficient
proof that the facts therein contained apgfrue, which
he attests. ‘

., 200
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SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(86)  Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: 16-04-08
No. de solicitud: PCT/EP2008/054614

{21).No. de solicitud: (51) Int Cl: AG1K 39/145
(22) Fecha de solicitud: 28-10-09 (71)Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.
(30) (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
Prioridad
0707697.9 20-04-07 GB | (72) Inventor(es): BALLOU, William Ripiey y HANON,
0711357.4 12-06-07 GB Emmanuel Jules.
0712062.9 21-06-07 GB
PCT/EP2007/060743 10-10-07 EP
0724651.5 18-12-07 GB
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
{85)  Fecha limite inicio fase nacional; 20-11-09 (87)  Publicacion internacional

Fecha: 30-10-08
No. publicacién: WO 2008/128939 A1

d54) Titulo:

“VACUNA DE INFLUENZA DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA ”

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacién nimero 1.-

Una composicién de influenza inmunogénica en un volumen de dosis adecuado para uso humano que comprende
un antigeno de virus de influenza o preparacion antigénica en combinacion con un adyuvante de emulsién de aceite
en agua, en donde el adyuvante se selecciona del grupo que consiste en: (i) un adyuvante que comprende 5 a 6 mg
de escualeno, 2 a 3 mg de agente de emulsificacion, 5 a 7 mg de tocol por dosis para humano; (i) un adyuvante
que comprende 2 a 3 mg de escualeno, 1 a 1.5 mg de agente de emulsificacion, y 2.5 a 3.5 mg de tocol por dosis
para humano; (iii) un adyuvante que comprende 0.5 a 1.5 mg por escualeno, 0.25 a 0.75 mg de agente de

emulsificacion y 0.5 a 1,5 mg de tocol por dosis para humano.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION ___ PCT __X_ MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL __

. 2
i

(21) No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 28-10-09
(51) Clasificacion Internacional: A61K 39/145

(71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es): BALLOU, Wiliam Ripley y HANON, Emmanuel, Jules

(74) Apoderado: ~ ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30} Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
0707697.9 20-04-07 GB
0711357.4 12-06-07 GB
0712062.9 21-06-07 GB
PCT/EP2007/060743 10-10-07 EP
. 0724651.5 18-12-07 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 20-11-09 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 30-10-08
Fecha de presentacién de la solicitud: 16-04-08 No. publicacién; WO 2008/128939 A1

No. de solicitud: PCT/EP2008/054614

(54) Titulo: “VACUNA DE INFLUENZA DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA”

\©
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6% SUPERINTENDENClA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA PATENTEDE INVENCION ___ PCT _X_ MODELODE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL ___
21) No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 28-10-09

h1) Clasificacion Internacional: AG1K 39/145
(71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es): BALLOU, William Ripley y HANON, Emmanuel!, Jules
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
3

Priori Priori :
o) Prordag O Crcragy oad R S FIGURA CARACTERISTICA
0711357.4 12-06-07 GB 6x6
0712062.9 21-06-07 GB
PCT/EP2007/060743 10-10-07 EP
0724651.5 18-12-07 GB
(€5) Fecha limite inicio fase nacional: 20-11-09 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha;30-10-08
Fecha de presentacion de la solicitud: 16-04-08 No. Publicacion: WO 2008 /128939 A1
No. de solicitud: PCT/EP2008/054614

(54) Titulo: “VACUNA DE INFLUENZA DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA”

57) Resumen:
Reivindicacion nimero 1.-

Una composicion de influenza inmunogénica en un volumen de dosis adecuado para uso humano que comprende un antigeno de virus de infiuenza o
preparacion antigénica en combinacién con un adyuvante de emulsion de aceite en agua, en donde el adyuvante se selecciona del grupo que consiste
en: (i} un adyuvante que comprende 5 a 6 mg de escualeno, 2 a 3 mg de agente de emulsificacion, 5 a 7 mg de tocol por dosis para humano; (i) un
adyuvante que comprende 2 a 3 mg de escualeno, 1 a 1.5 mg de agente de emulsificacion, y 2.5 a 3.5 mg de tocol por dosis para humano; (iii) un
adyuvante que comprende 0.5 a 1.5 mg por escualeno, 0.25 a 0.75 mg de agente de emulsificaciér y 0.5 a 1,5 mg de tocol por dosis para humano.

N
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

GLAXOSMITHKLINE

Attn. Crepin, Carine Marie B.

Corporate International Propexty CN925.1
980 Great West Road GiaxQSﬁ'ﬂihKiin(

Brentford Middlesex TW8 |oGs Corporate iP
GRANDE BRETAGNE

03 0CT 2008

Received BRENTFQ

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL

_——TEAHCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

218
(PCT Rule 44.1)

Date gf mailing

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

o oniyear)  06/10/2008

- LATIN: I 1\5‘// IHV LATAL I -

Applicant's or agent's file referenie‘—lrgl| A l ON | UPDATED ON:

KMC/VB62342 e RTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below

A aTyy CHECKEDIFILE .

International application No. International filing date

PCT/EP2008/054614 (day/monthiyear) 16/04/2008

Applicant

Filing of amendments and statement under Article 19:

International Search Report.

4. Reminders

months.

Gulde, Volume |1, National Chapters and the WIPQ Internet site.

1. [}:‘ The applicant is hereby notified that the international search report and the written opinion of the international Searching
Authority have been established and are transmitted herewith.

The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the International Application (see Rule 46)
When? The time limit for tlling such amendments is normally two months from the date of transmittal of the

Where? Directly to the International Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2. I:l The applicant is hereby notified that no international search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the International Searching Authority are transmitted herewith.

3. [ ] with regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:

.the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the
applicant's request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

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

Shortly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the
International Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international
application, or of the priarity claim, must reach the international Bureau as provided in Rules 30b/s.1 and 90bis.3, respectively,
before the completion of the technical preparations for international publication.

The applicant may submit comments on an informal basls on the written opinion of the international Searching Authority to the
International Bureau. The Internatianal Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices unless an
international preliminary examination report has been or is to be established. These comments would also be made available to
the public but not before the expiration of 30 months from the priority date.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for internatlonal preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date (in some Offices even later); otherwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry into the national phase before those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is filed within 19

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable time limits, Office by Office, see the PCTApp/rcanrs

Name and mailing address of the International Searching Authority

European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
) NL-2280 HV Rijswijk
) Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
=’ Fax: (+31- 70) 340-3016

Authorized officer

René De Hoogd

Form PCT/ISA/220 (October 2005)

(See notes on accompanying sheet)



NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic instructions concerning the filing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions
under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements the latter are applicable. For more
detatled information, see also the PCT Applicant's Guide, a publication of WIPO.

In these Notes, “Article®, 'Rule , and *Section" refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the international search report and the written opinion of the international
Searching Authority, one opportunity to amend the claims of the international application. It should however be emphasized
that, since all parts of the international application (claims,description and drawings) may be amended during the
international pretiminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Article 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another
reason for amending the claims before international publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
protection is available in some States only (see PCT Applicant's Guide, Volume |/A, Annexes B1 and B2).

The attention of the applicant is drawn to the fact that amendments to the claims under Article 19 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no international search report would be
ostablished (see PCT Applicant’s Guide, Volume I/A, paragraph 296).

What parts of the Internaticnal application may be amended?
Under Article 19, only the clalms may be amended.

During the International phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before the
International Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under
Article 34 before the International Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the internatlonal application may be amended under Article 28 or,
where applicable, Articie 41. .

When? Within 2 months from the dats of transmittal of the international search report or 16 months from the priority date,
whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments will be considered as having
been received on time if they are received by the International Bureau after the expiration of the applicable time
limit but before the completion of the technical preparations for international publication (Rule 46.1).

Where not to file the amendments?

The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for int_ematlonal preliminary examination has been/s filed, see below.

How? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of one
or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the sheet originally filed.

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claim is
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must be’
renumbered consecutively (Section 205(b)).

The amendments must be made in the language in which the international appilcation is to be published.

What documents must/may accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)):
The amendments must be submitted with a letter.

The letter will not be published with the international application and the amended claims. It should' not be
confused with the "Statement under Articie 19(1)" (see below, under "Statement under Article 19(1)*).

The letter must be in English or French, at the choice of the applicant. However, if the language of the
international application is English, the Iener must be in English; if the language of the international application
is French, the letter must be in French.

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (October 2005)




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220
KMC/VB62342 ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. Intetnational filing date (day/month/iyear) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/EP2008/054614 16/04/2008 20/04/2007
Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmmed to the appticant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of [ sheets.
Itis also adcompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in-the language in which it was filed

D a translation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12. 3(a) and 23.1(b})

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)). -

2. Certain claims were tound unsearchable (Seé Box No. 1)
3. D Unity of invention is lacking (see Box No Ilf)

4. With regard to the title,
D the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established by this Authority to read as follows:
OIL-IN-WATER EMULSION INFLUENZA VACCINE

5. With regard to the abstract, .
the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of malling of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
[:] as suggested by the applicant’
[:] as selected by this Authdrity, because the applicant failed to suggest a figure
D ' as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. none of the figures is to be published with the abstract

c. With regard to any nucleotide and/or aming acid sequence disclosed in the International application, see Box No. I.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2007)

[k



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2008/054614

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

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:

a. type of material

a sequence listing

I_—_I table(s) related to the sequence listing

b. format of material

on paper
in electronic form

¢. time of filing/furnishing
contained in the international appllcatioh as filed
D filed together with the international application in electronic form
D furnished subsequently to this Authority for the purpose of search
2. 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 statements 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.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (April 2005)
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international application No.
_ INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2008/054614
Box No.1l  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

Ciaims Nos.: -

because they reiate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely

Although claims 42-44 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the a11eged
effects of the compound/composition.

2. D Claims Nos.: '
because they relate to parts of the International application that do not comply with the prescnbed requirements to such
an extent that no meaningful International search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No.lll  Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers allsearchable
claims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justitying an additional fees, this Authority did notinvite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search reportcovers
only those claims for which fees were paid, specmcally claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned In the claims; it is covered by c¢laims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

DThe additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the apphcable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first shest (2)) (Aprl'l 2005)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2008/054614

. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

N T R61K39/145

According to International Patent Classification (lPC) or to.both national classitication and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

A61K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are inciuded in the flelds searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO~Internal, BIOSIS

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation ot docurnent, with indication, where appropriate, of the relevani passages

Relevani to claim No.

X WO 2006/100110 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG v 1-60

STEPHENNE J) .
28 September 2006 (2006-09-28)
table 4

claims 24,38

SA [BE]; HANON EMMANUEL JULES [BE];

page 23, line 10 - page 25, line 6

P,X WO 2008/009309 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG | 1,2,4-9,
.SA [BE]; HANON EMMANUEL JULES [BE]; 12-14,
STEPHENNE J) 24 January 2008 (2008-01-24) "16-60

the whole document

page 29 - page 30
claims 15,16

page 22, line 20 - page 23, line 19

Further documents are listed in the conlinuation of Box C.

See patent famlly annex.

* Special categories of cited documents :

‘A* document defining the general state of the art which is nol
considered to be of particular relevance

*E* earller document but published on or after the Internationatl
filing date :

‘L* document which may throw doubls on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specifled)

‘0" document referring to an oral disclosure, use, exhibilion or
other means

‘P* document published prior 1o the international filing date but
tater than the priority date claimed

*T* later document published afier the international filing date
or priority date and not in confiict with the application but
cited lo understand the principie or theoty underlying the
Invention

‘X* document of particular relevancs; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered 1o involve-an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious 1o a person skilled
in the art.

*&* document member of the same patent tarmity

Date of the actual completion of the International search

26 September 2008

Date of mailing of the intemational search repor

06/10/2008

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Galli, Ivo

Fomn PCT/ISA/210 (second sheel) (April 2005)

page 1 of 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international application No

PCT/EP2008/054614

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Relevant to claim No.

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages
E WO 2008/043774 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG VR 62505 1,2,4,‘
SA [BE]; BALLOU WILLIAM RIPLEY JR [BE]; -9,
HANON €) 17 April 2008 (2008-04-17) 12-14,
‘ 16-60
the whole document
P,A WO 2007/052155 A (NOVARTIS VACCINES & 15
DIAGNOSTIC [IT]; CONTORNI MARIO [IT]) . '
10 May 2007 (2007-05-10)
the whole document
[L: priority of claim 15 invalid
Fomn PCT/iSA/210 (continuation of second sheet) (Aptil 2005)
page 2 of 2

@
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No -

ln(ormatlon on patent family meers PCT/E P2008/0546 1 4
Patent document Publication - Patent famity Publication
cited in search report " date’ member(s) date

WO 2006100110 A 28-09-2006 AR - 053833 Al 23-05-2007

" AR 054020 Al 30-05-2007

AR 052625 Al 21-03-2007

AU 2006226458 Al 28-09-2006

AU 2006226459 Al 28-09-2006

AU 2006226543 Al 28-09-2006

CA 2601022 Al 28-09-2006

CA 2602456 Al 28-09-2006

CA 2603180 Al 28-09-2006

~ EP 1861120 Al 05-12-2007

EP 1863529 Al 12-12-2007

EP 1861122 Al 05-12-2007

WO 2006100109 Al 28-09-2006

WO 2006100111 Al 28-09-2006

JP 2008534465 T 28-08-2008

JP 2008534466 T 28-08-2008

JP 2008534467 1 28-08-2008

KR 20070116650 A 10-12-2007

KR 20070116651 A 10-12-2007

KR 20070116652 A 10-12-2007

NO 20074635 B 19-12-2007

NO 20074638 B 19-12-2007

NO 20074930 B 07-12-2007

Us 2008181911 Al 31-07-2008

US 2008171063 Al 17-07-2008
WO 20080609309 A 24-01-2008  NONE
WO 2008043774 A 17-04-2008 NONE

WO 2007052155 - A--. 10-05-2007- - AU --2006310163 Al 10-05-2007

CA 2628206 Al 10-05-2007

EP 1951302 A2 06-08-2008

Form PCT/ISA/210 (patent tamily annex) (April 2005)

&



087128939 A1 | IM 00 0 00 0 0

(19) World Intellectual Property Organization

G
{J

International Burcau

(43) International Publication Date
30 October 2008 (30.10.2008)

I

/»\

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

)OO AR

(10) International Publication Number

WO 2008/128939 Al

(51) International Patent Classification: (81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
AGIK 39/145 (2006.01) kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AO, AT, AU, A7, BA, BB, BG, BII, BR, BW, BY, BZ, CA,
(21) International Application Number: CH, CN, CO,CR, ClUJ, C7Z, DE, DK, DM, DO, D7, FC, KE,
PCT/EP2008/054614 EG, ES, F1, GB, GD, GE, GH, GM, GT, 1IN, TIR, 11U, 1,
1., TN, 1S, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, K7, 1.A, I.C,
(22) International Filing Date: 16 April 2008 (16.04.2008) LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN,
MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH,
(25) Filing Language: English PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM. 8V,
SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,
(26) Publication Language: English ZA, ZM, ZW.
(30) Priority Data: (84) ]l‘)czlgnalc}d Sla[u‘:s' (’mff{:ss ollh(f;ulrl;(')m/[\ll};illl)gl(}f;)\lvrgl’l\y
0707697.9 20 April 2007 (20.04.2007)  GB ind of regional protection available): ARIPO (BW. GH,
N GM, KL, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM,
07113574 12 June 2007 (12.06.2007) iB , o . o e
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 17, 'I'M),
0712062.9 21 June 2007 (21.06.2007) GB i . o - ; . T,
PCT/EP2007/060743 Furopean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, I,
T ’ . - FR, GB, GR, HR, HU, 1L, IS, 1T, LT, 1.U, LV, MC, MT, NL.,
10 October 2007 (10.10.2007)  EP - - - - -
| ) NO, PL, PT, RO, SE, S1, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG,
0724651.5 18 December 2007 (18.12.2007) GB ! 1o QN s e
CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
(71) Applicant (for all designated States except US): GLAX-  poclarations under Rule 4.17:
OSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. [BE/BE], rae de as 1o applicant’s entitlement 10 apply for and be granted a
I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BR). patent (Rule 4.17(ii))
— asto the applicant’s entitlement (o claim the priority of the
(72) Inventors; and ] earlier application (Rule 4.17(iii))
(75) Inventors/Applicants (for US only): BALLOU, William of inventorship (Rule 4.17(iv))
Ripley [US/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a., ruc de ’
I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE). HANON, Emmanuel  Published:
Jules [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a., rue de  —  with international search report
I'institut 89, B-1330 Rixensart (BE). — before the expiration of the time limit for amending the
claims and 1o be republished in the event of receipt of
(74) Agents: CREPIN, Carine, Marie, Blanc ct al.; Glaxo- amendments

SmithKline, Corporate Intellectual Property (CN925.1),
980 Great West Road, Brentford Middlesex TWE8 9GS
(GB).

with sequence listing part of description published sepa-
rately in electronic form and available upon request from
the International Bureau

(54) Title: OIL-IN-WATER EMULSION INFLUENZA VACCINE

& (57) Abstract: The present invention provides an immunogenic influenza composition in a dose volume suitahle for human use,

comprising an influenza virus antigen or antigenic preparation thereof and an adjuvan( composition comprising an oil-in-waler emul-
sion, wherein said oil-in-water emulsion comprises a metabolisable oil at a level of below 11 mg and an emulsifying agent at a level
of below 5 mg and optionally a tocol or a sterol at a level of below 12 mg. Suitably the amount of influenza antigen per strain per
dosc is 15 pg HA or a Jow amount such as less than 15 f1g HA.

o
=



PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT
WRITTEN OPINION OF THE
form PCTASAR20
see © l INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of mailing
[ (daymonthyear) see form PCTASAR210 (second sheet)
Applicant's or agent's file reference . FOR FURTHER ACTION
see form PCTASAR220 See paragraph 2 below
International application No. International filing date (daysmonthyear) Priority date (dayfnonthyear)
PCTEP2008054614 ' 16.04.2008 ' 20.04.2007

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. A61K39/145

‘ Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

This opinion contains indications relating to the following items:

& Box No. | Basis of the opinion
X BoxNo. Il Priority
B Box No. !l Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
B Box No. IV Lack of unity of invention
& Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
. applicability; citations and explanations supporing such statement :

& Box No. VI  Certain documents cited
[ Box No. VIl Certain defects in the international application
& Box No. Vil Certain observations on the international application

2.  FURTHER ACTION
If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually bé considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the

> International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority
. will not be so considered.
If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a writlen reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
. from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

whichever expires later. .
For further options, see Form PCTASA/220.

3. For further details, see notes to Form PCTASAZ220.

Name ana_n.wailinz;a-c.i'd}éss of the ISA: Date of compl;ion of Authorized Officer o

) European Patent Office - P.B. 5818 Patenﬂa‘[agé form . 5 ) %%
i 9) NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas | PCTASAR10 Galli, lvo 5 0 e.-‘

this opinion

Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 eponl | %

Fax: +31 70 340 - 3016 Telephone No. +31 70 340-3726 iy s

Form (PCTASAR37) (Cover Sheet) (April 2005)

I .
| o

.



WRITTEN OPINION OF THE . ' International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY . PCT/EP2008/054614

Box No.!1 -Basis of the opinion

. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

& the international application in-the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

. @ This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized

by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

. With regard to any nucleotide andior amino acid 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:

& a sequence listing

O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:

X on paper

& in electronic form

¢. time of filingfurnishing:

& contained in the international application as filed.
0O filed together with the international application in electronic form.

-0 furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

. B3 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto

has been filed or furnished, the required statements 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.

. Additional comments:

Form PCTASA/ 237 (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE ; International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY . _ PCT/EP2008/054614

Box No. i Priority

1. O The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. 0 This opinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)



WRITTEN OPINION OF THE ' . International application No.
-INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY - PCT/EP2008054614

Box No. lil Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability . .

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step {to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of '

00 the entire international application
B claims Nos. 42-44 (1A)
because:

& the said international application, or the said claims Nos. 42-44 (1A) relate to the following subject matter
which does not require an international search (specify):

see separate sheet

O the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

[0 the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningfui opinion
could be formed (specify). .

O no international search report has been established for the whote application or for said.claims Nos. -

L1 a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13fer.1(a) or (b). : :

O a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

8 the tables related to the nucleotide andior amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

O See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2007)



WRITTEN OPINiON OF THE : ‘ " International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2008/054614

Box No. IV Lack of unity of invention

1. OO Inrespohse fo the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

(J paid additional fees

O paid additional fees under‘protest and, where applicable, the protest fee

[0 paid additional feés under protest but the applicable protest fee was not paid
d

not paid additional fees

2. [0 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Ruie 13.1,13.2and 133 is

. & not complied with for the following reasons:

O complied with

see separate sheet
4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

all parts.

U the parts relating to claims Nos.

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regatd to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 3,10-11, 15
No: Claims 1-2,4-8, 12-14, 16-60
‘ Inventive step (IS) Yes: Claims -
' ' No: Claims 1-60
. Industrial applicability (1A) Yes: - Claims 1-41, 45-60
No: Claims -

2. Citations and explanations

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE | " International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY : PCT/EP2008054614

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)

and/or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made: .

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE : International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING '
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) A PCT/EP2008/054614

Re ltem [l: Priority

The priorities claimed do not appear to be valid for claim 15.

Re ltem lil

Claims 42-44 concern methods of treatment. This International Preliminary Examination
Authority does not issue opinions on the industrial application of such subject-matter.

Re Items IV and V

Closest prior art:

D1: WO 2006/100110 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE]; HANON EMMANUEL
JULES [BE]; STEPHENNE J) 28 September 2006 (2006-09-28)

1. D1 discloses an immunogenic influenza composition for human use, comprising
amounts of antigens lower than the usual 15 ug (see claims 29-30: 2.5-7.5 ug). The
composition further comprises adjuvants, which in Table 4 are provided as 10.68 mg
squalene, 11.86 mg tocopherol, 4.85 mg Tween80. The use of 25 and 50 ug of 3D-
MPL is also anticipated, as is the use of QS21.

Novelty

2. ltfollows that claims 1-2, 4-9, 12-14, 16-60 are not novel or embody routine
applications that are manifestly trivial and therefore non-inventive.

3. Claims 3, 10-11, 15 are novel.

Inventive step

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE - International application No.
"~ INTERNATIONAL SEARCHING :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) - PCT/EP2008/054614

4. Claims 3 (and 11) refer to other doses of squalene. The problem to be solved is to
provide other doses of squalene which raise the immunogenicity of the influenza
antigen, so that low amounts of antigen can be used. The ranges given in claim 3
appear entirely arbitrary and therefore not inventive. The more restricted ranges of
claim 11 appear less arbitrary, but in the absence of a new technical effect linked to
these doses, no inventive step can be recognized. No contribution above and
beyond what has already been achieved in D1 is discernible.

5. Claims 10 (and 11) refer to other doses of tocopherol. The problem to be solved is to
provide other doses of tocopherol which, as an adjuvant, raise the immunogenicity of
the influenza antigen, so that low amounts of antigen can be used. The ranges given
in claim 10 appear entirely arbitrary and therefore not inventive. The more restricted
ranges of claim 11 .appear less arbitrary, but in the absence of a new technical effect
linked to these doses, no inventive step can be recognized. No contribution above
and beyond what has already been achieved in D1 is discernible.

6. Claim 15 refer to other TLR-4 ligands. The problem to be solved is to provide other:
TLR-4 ligands which, as part of the adjuvant composition, raise the immunogenicity of
the influenza antigen, so that low amounts of antigen can be used. This claim is not
covered by the priority documents and dates claimed, therefore D4 (see below under
Point V1) is part of prior art. The various "ER" compound listed in claim 15 can be
drawn from D4. Their choice as alternatives appears arbitrary because no special
technical effect is shown to be linked to these compounds, no inventive step can be
-recognized.

7. Forthese reasons, claims 3, 10-11, 15 lack inventive step.

Unity of invention

8.  Moreover, it will be noted that the problems to be soived by claims 3, 10 and 185,
respectively, are different, as are the solutions proposed. In order to be considered

as a single invention, all of the solutions must share at least one technical feature
which is new and inventive (and relevant to solving the problem). No common

Form PCT/SA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING ‘
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2008/054614

feature can be identified which can be considered new and inveniive over D1.
Therefore, the application lacks unity of invention under Rule 13 PCT.

Re Item VI

Certain documents cited

D2: WO 2008/009309 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE]; HANON EMMANUEL
JULES [BE]; STEPHENNE J) 24 January 2008 (2008-01-24) '

D3: . WO 2008/043774 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE]; BALLOU WILLIAM
RIPLEY JR [BE]; HANON E) 17 April 2008 (2008-04-17)

D4: WO 2007/052155 A (NOVARTIS VACCINES & DIAGNOSTIC [IT]: CONTORNI
MARIO [IT]) 10 May 2007 (2007-05-10)

Re Item VII
Funrther defects in the claims

The Application comprises 60 claims, which appear to be excessive in view of the objective
contribution to the art. There is lack of conciseness contrary to Art. 6 EPC.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)



Possible steps after receipt of the international search report (I1SR) and
written opinion of the International Searching Authority (WO-1SA)

General
information

Amending claims

under
Art. 19 PCT

, Filing a demand
. for international

preliminary

examination

Filing informal

comments

® 9

End of the
international

phase

Relevant PCT
Rules and more

information

ORI oY e

DPONTN AN |

For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an ISR It is accompanied by the WO-1SA. Unlike the
former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-1SA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as
form PCT/ISA/220 and the corresponding Notes to form PCT/ISA/220.

In principle, the WO-I1SA will be considered as the written opinion of the
IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for
international preliminary examination. |f the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/WO-ISA or 22 months after priority
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the IPEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT).

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-1SA will be transformed
by the IPEA into an IPRP (International Preliminary Report on Patentability)
which would merely reflect the content of the WO-ISA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the ISR'WO-1SA the applicant may file informal comments
on the WO-ISA directly with the I nternational Bureau of WIPO. These
will be communicated to -the designated Offices together with the |PRP
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Please also refer to the next box. -

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transform the WO-ISA or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The |PRP replaces the former
IPER (international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003, OJ 11/2003, OJ 12/2003
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PCT/EP2008/054614 — 19-02-2009

Modificacién de las REIVINDICACIONES 18-02-09 -PCT/EP2008/054614 (VB62342) —

10.

© versién limpia

Una composicién de influenza inmunogénica en un volumen de dosis adecuado para
uso humano que comprende un antigeno de virus de influenza o preparacion
antigénica en combinacién con un adyuvante de emulsién de aceite en agua, en
donde el adyuvante se selecciona del grupo que consiste en: (i) un adyuvante que
comprende 5 a 6 mg de escualeno, 2 a 3 mg de agente de emulsificacion, 5 a 7 mg
de tocol por dosis para humano; (ii) un adyuvante que comprende 2 a 3 mg de
escualeno, 1 a 1.5 mg de agente de emulsificacién, y 2.5 a 3.5 mg de tocol por dosis
para humano; (iii) un adyuvante que comprende 0.5 a 1.5 mg por escualeno, 0.25 a
0.75 mg de agente de emulsificacién y 0.5 a 1,5 mg de tocol por dosis para humano.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacion 1,
caracterizada porque el agente de emulsificacion es un tensoactivo no iénico.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacion 2,
caracterizada porque el agente de emulsificacién es un monooleato de sorbitano de
polioxietileno o un triolato de sorbitano 0 una mezcla de ambos.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacion 3,
caracterizada porque el monooleato de sorbitano de polioxietileno se selecciona del
grupo que comprende: polisorbato 80 o Tween® 80, y trioleato de sorbitano es
Span8s.

La composiciébn inmunogénica tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizada porque el tocol es alfa-tocoferol.

La composicion inmunogénica tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizada porque el adyuvante comprende
ademas un esterol.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacién 6,
caracterizada porque el esterol es colesterol.

La composicion inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 6 y 7,
caracterizada porque el esterol estd presente en una cantidad de 0.025-2.5, 0.05-
1.5, 0.075-0.75, 0.1-0.3, 0 0.125-0.25 mg (por ejemplo 0.2-0.3, 0.1-0.15, 0.25 6 0.125
mg) por dosis para humano.

La composicién inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones de la 1 a
la 8, caracterizada porque el adyuvante comprende adema&s un ligando TLR
seleccionado de: un TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-7, TLR-8, TLR-9 o
combinacién de los mismos.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicaciéon 9,
caracterizada porque el ligando TLR-4 es seleccionado de un derivado de lipido A,
un derivado de fosfato de glucosaminida de aminoalquilo (AGP) y un compuesto
quimico elegido del grupo de: ER803022,

HOJA ENMENDADA
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18.

19.

20.

PCT/EP2008/054614 — 19-02-2009

ER803058, ER803732, ER804053, ER804057, ER804058, ER804059, ER804442,
ER804680 y ER804764.

La composicion inmunogénica tal como se describe en la reivindicacién 10,
caracterizada porque el derivado de lipido A es 3D-MPL o cualquier derivado
sintético de lipido A.

La composiciéon inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 10 u 11,
caracterizada porque el ligando TLR-4 esta presente en una cantidad de 5 a 60, 40 a
50, 10 a 50, 20 a 30, 5 a 15, 10, 20, 30, 40 6 50 pg por dosis para humano.

La composicién inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones de la 1 a
la 12, caracterizada porque el adyuvante comprende ademas una saponina o
derivado del mismo QS21.

La composicion inmunogénica tal como se describe en la reivindicacién 13,
caracterizada porque la saponina o derivado del mismo es QS21.

La composicion inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 13 6 14,
caracterizada porque la saponina esta presente en una cantidad de 5 a 60, 40 a 50,
10 a 50, 20 a 30, 5 a 15, 10, 20, 30, 40 6 50 ug por dosis para humano.

La composiciéon inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 1 a 15,
caracterizada porque el antigeno de virus o preparaciéon antigénica es de 15 ug o
menos que 15 ug HA por dosis para humano por cepa de influenza.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacién 16,
caracterizada porque el antigeno de virus o preparaciéon antigénica es menor a 10
Mg, 0 menor a 8 ug, o menor a 4 ug, o menos a 2 ug HA, o menor a 1 ug HA, o
menor a 0.5, o menor a 0.1 ug HA por dosis para humano por cepa de influenza.

La composicion inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 16 6 17,
caracterizada porque el antigeno de virus o preparacién antigénica es de entre 2 a
7.5 ug, o de 1 a 5 ug HA por dosis para humano por cepa de influenza.

La composicién inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 16 a 18,
caracterizada porque el antigeno de virus o preparacion antigénica es de entre
menos o exactamente 2.5 pg, o0 menos o exactamente 1 ug por dosis para humano
por cepa de influenza.

La composicion inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 1 a 19,
caracterizada porque la composicién es una composicion monovalente que
comprende un antigeno de virus o preparacién antigénica de
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26.

27.

PCT/EP2008/054614 — 19-02-2009

al menos una cepa de influenza que estd asociada con un desencadenamiento
pandémico o que tiene el potencial de estar asociado con un desencadenamiento
pandémico.

La composicién inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 1 a 19,
caracterizada porque la composicion es una composicién multivalente que
comprende un antigeno de virus 0 una preparacién antigénica de al menos dos, al
menos tres, al menos cuatro, o al menos cinco cepas de influenza.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicaciéon 21,
caracterizada porque la composicion comprende un antigeno de virus o preparacion
antigénica de al menos tres cepas de temporada de influenza (interpandémica) y
opcionalmente comprende un antigeno de virus o preparacién antigénica de al
menos una cepa de influenza que estd asociada con un desencadenamiento
pandémico o que tiene el potencial de estar asociado con un desencadenamiento
pandémico.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacién 21 ¢ 22,
caracterizada porque la composicién multivalente consiste en un virus de antigeno o
preparacion antigénica es seleccionada del grupo que consiste en: (i) dos cepas
interpandémicas A elegidas del grupo de: HI1IN1 y H3N2 y dos cepas B elegidas del
grupo de: B/yamagata y B/Victoria; (ii) tres cepas interpandémicas A elegidas del
grupo de: H1IN1 y H3N2 y una cepa B elegida del grupo de B/yamagata y B/Victoria;
(iii) dos cepas interpandémicas A elegidas del grupo de H1N1 y H3N2, una cepa
pandémica A, en donde la cepa es H5N1, y una cepa B elegida del grupo de
B/yamagata y B/Victoria.

La composicién inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones 20, 22 a
23, caracterizada porque la cepa del virus de influenza pandémica es seleccionada
del grupo que consiste en: H5N1, HIN2, H5N8, H5NG, H7N4, H7N7, H2N2, H10N7,
H5N2, H7N2, H7N1 y H7N3.

La composicion inmunogénica tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el antigeno de virus de influenza o
preparacion antigénica del mismo procede del virus de influenza crecido en
huevecillos o en un cultivo celular.

La composicion inmunogénica tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizada porque el antigeno de virus de influenza o
preparacion antigénica del mismo comprende un virus completo, un virus de division,
un virosoma o uno o mas antigenos purificados elegidos de: HA, NA, M1, M2.

La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacion 26,

caracterizada porque el antigeno(s) purificado se prepara de virus de influenza
crecido en células de mamifero, aviar o de insecto.
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La composicién inmunogénica tal como se describe en la reivindicacion 26 6 27,
caracterizada porque el antigeno(s) purificado se produce en forma recombinante.

La composiciébn inmunogénica tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizada porque la dosis para humano se
selecciona de: 0.5 ml 0 menos, entre 0.5y 1.5 ml, entre 0.2y 1.2 ml, entre 0.2y 0.7
ml y menos o exactamente 0.25, 6 0.5, 6 0.7, 6 1 ml.

Un método para la preparacién de una vacuna de influenza adyuvantada tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 29, caracterizado
porque comprende el paso de mezclar en adiciones un primer volumen de una
emulsion de aceite en agua y un segundo volumen de una suspensién acuosa que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica del mismo, en donde
el primer volumen es mayor al segundo volumen.

Un método para la preparacién de una vacuna de influenza adyuvantada tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 29, caracterizado
porque comprende el paso de mezclar en adiciones volumenes substancialmente
iguales de una emulsién de aceite en agua y de una suspension acuosa que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica del mismo.

Un método para la preparacioén de una vacuna de influenza adyuvantada tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 29, caracterizado
porque comprende un paso de mezclar en adiciones un primer volumen de una
emulsién de aceite en agua y un segundo volumen de una suspension acuosa que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica del mismo, en donde
el segundo volumen es mayor al segundo volumen.

El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 30 a
32, caracterizado porque comprende el paso de diluir la emulsién de aceite en agua
antes de mezclar en adiciones la emulsién diluida resultante con la suspensién
acuosa de influenza.

Un kit de vacuna que comprende un componente de antigeno de virus de influenza o
un componente de preparacién antigénica de virus de influenza tal como se define
en cualesquiera de las reivindicaciones de la 16 a la 29, y porque comprende
ademas la administracién concomitante o en secuencias de un adyuvante tal como
se describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 15.

Una vacuna que comprende una composicién inmunogénica tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 29, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Un método para elaborar la vacuna tal como se describe en la reivindicacion 35,
caracterizado porque comprende el paso de mezclar la composicién inmunogénica
tal como se describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 29, con un
excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Un método para inmunizar un receptor humano contra una enfermedad originada por
infeccién de influenza, en donde el método comprende administrar al receptor una
dosis inmunoprotectora de la composicién inmunogénica tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 29, o la vacuna tal como se describe
en la reivindicacién 35.

El método tal como se describe en la reivindicacion 37, caracterizado porque el
receptor humano es un adulto con edades entre 18 y 50 afios, un adulto con edades
entre 18 y 65 aflos, una persona de edad avanzada de 65 afios 0 mas, o un nifio con
edad de 0 a 18 y la enfermedad es ya sea infeccion de influenza de temporada o
pandémica 0 ambas.

El método tal como se describe en la reivindicaciéon 37 6 38, caracterizado porque el
receptor humano es una persona de edad avanzada, y la enfermedad es ya sea una
infeccion de influenza de temporada o pandémica o ambas.

La composiciéon inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones de la 1 a
la 29, o la vacuna tal como se describe en la reivindicacién 35 para utilizarse en
medicina.

La composicién inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones de la 1 a
la 29, o la vacuna tal como se describe en la reivindicacion 35, para utilizarse en el
tratamiento o prevencion de una enfermedad originada por infeccién de influenza.

El uso de (a) un antigeno de virus de influenza o una preparacién antigénica del
mismo, y (b) una emulsién de aceite en agua tal como se define en cualesquiera de
las reivindicaciones de la 1 a la 15, en la fabricacién de una composicion
inmunogénica para el tratamiento o prevencién de enfermedades originadas por
infeccién de influenza.

El uso tal como se describe en la reivindicacion 42 o una composicion para utilizarse
tal como se describe en la reivindicacion 41, caracterizada porque la composicion
tiene la capacidad de inducir, en un humano, al menos uno, al menos dos o todos de
los siguientes: (i) una respuesta inmune de célula-T CD4 mejorada contra el
antigeno o preparacién antigénica del mismo en comparacién con la obtenida con
una composicion no adyuvantada, (ii) una respuesta inmune humoral mejorada
contra el antigeno o preparacion antigénica del mismo en comparacién con la
obtenida con una composicion no adyuvantada, (i) una respuesta de célula de
memoria-B mejorada contra el antigeno o preparacién antigénica del mismo en
comparacién con la obtenida con una composicién no adyuvantada.

El uso tal como se describe en la reivindicacién 42 o una composicién para utilizarse
tal como se describe en la reivindicacion 41, caracterizado porque la composicién
tiene la capacidad de inducir, en un humano, al menos una, al menos dos o al
menos todas de las siguientes: (i) una respuesta inmune de célula-T CD4
comparable contra el antigeno o preparaciéon antigénica del mismo en comparacién
con la obtenida con una composicién adyuvantada en donde los componentes
adyuvantes estan presentes en cantidades superiores, (ii) una respuesta inmune
humoral comparable contra el antigeno o preparacién antigénica del mismo en
comparaciéon con la obtenida con una composicién adyuvantada
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en donde los componentes de adyuvantes estan presentes en cantidades mayores,
(iii) una respuesta de célula de memoria-B comparable contra el antigeno o
preparacion antigénica del mismo en comparacién con la obtenida con una
composicion adyuvantada en donde los componentes adyuvantes estan presentes
en cantidades mayores.

El uso o composiciéon para utilizarse tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 44, caracterizada porque la respuesta inmune de
célula-T CD4 implica la induccién de una respuesta auxiliar T CD4 reactiva-cruzada.

El uso o composicién para utilizarse tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 42 a la 44, caracterizada porque la respuesta inmune humoral
implica la induccién de una respuesta inmune humoral reactiva-cruzada.

LLa composicién inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones de la 1 a
la 29, o la vacuna tal como se describe en la reivindicacién 35, para utilizarse en el
tratamiento o prevencion de una enfermedad originada por un patégeno de
influenza, el cual es una variante del patégeno del cual se derivé el antigeno en la
composicién inmunogeénica.

El uso de (a) un antigeno de virus de influenza o preparacién antigénica del mismo, y
(b) una emulsién de aceite en agua tal como se define en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 15, en la fabricacién de una composicién inmunogénica
para el tratamiento o prevencién de enfermedades originadas por un patégeno de
influenza el cual es una variante de! patdégeno del cual se derivé el antigeno en la
composicion inmunogénica.

El uso o composicion para utilizarse tal como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 43 y 44, para proteccién contra infecciones o enfermedades
originadas por un patégeno el cual comprende un antigeno el cual es una variante
de dicho antigeno en la composicién inmunogénica.

Una composicién de influenza inmunogénica para la revacunacién de individuos
vacunados previamente con la composicidn inmunogénica tal como se describe en
las reivindicaciones de la 1 a la 29, o la vacuna tal como se describe en la
reivindicacién 40.

El uso de un antigeno en la fabricacion de una composicién inmunogénica para
revacunacion de individuos vacunados previamente con la composicion
inmunogénica tal como se describe en las reivindicaciones de la 1 a la 29, o la
vacuna tal como se describe en la reivindicacién 35.

El uso o composicién para utilizarse tal como se describe en las reivindicaciones 50
y 51, caracterizado porque la composiciébn para revacunacién comprende un
antigeno de influenza que comparte epitopes de célula-T CD4 comunes con el
antigeno de la composicién utilizada para una vacunacién previa.
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53. El uso tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 50 a la 52,
caracterizado porque el antigeno o composicién antigénica para revacunacion es
adyuvantado.

54. El uso tal como se describe en la reivindicacién 53, caracterizado porque la emulsion
de aceite en agua para la composicién de revacunacién es tal como se define en
cualesquiera de las reivindicaciones de ala 1 ala 15.

55. El uso tal como se describe en las reivindicaciones de la 41 a la 54, caracterizado
porque la enfermedad es ya sea infeccion de influenza de temporada o pandémica o
ambas, de un receptor humano o poblacién humana seleccionada del grupo que
consiste en: humanos de edad avanzada de 65 afios o mas, humanos con edades
de 18 a 50 o 18 a 65 afios, nifios con edades de 0 a 18.
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ITEM Il: PRIORITY

1. The priorities claimed do not appear to be valid for claim 10.

ITEM lil: NO OPINION

2. Claims 37-39 concern methods of treatment. This International Preliminary
Examination Authority does not issue opinions on the industrial application of such
subject-matter.

ITEM V: NOVELTY, INVENTIVE STEP AND INDUSTRIAL APPLICABILITY

3. Closest prior art: D1 (WO2006/100110) discloses an immunogenic influenza
composition for human use, comprising amounts of antigens lower than the usual 15
ug (see claims 29-30: 2.5-7.5 ug). The composition further comprises adjuvants,
which in Table 4 are provided as 10.68 mg squalene, 11.86 mg tocopherol, 4.85 mg
Tween80. The use of 25 and 50 ug of 3D-MPL is also anticipated, as is the use of
Qs21.

4. Contribution to the art. The present application has the goal of providing further
influenza vaccines, in which the adjuvant is less reactogenic. For this purpose, the
inventors sought to reduce the amounts of its components, whilst maintaining both
total amounts and proportions that are still effective. Three "recipes" are proposed:

Adjuvant Squalene (mg) Emulsifier (mg) Tocol (mg)
(i) 5-6 2-3 5-7

(ii) 2-3 1-1.5 2.5-35
(iii) 0.5-1.5 0.25-0.75 0.5-1.5

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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In other words, D1 discloses vaccination with 5 ug influenza haemagglutinine with
ASO03 adjuvant. The present application demonstrates that it is possible to vaccinate
effectively with the same amount of antigen, but with half as much adjuvant
(AS031/2), which corresponds to "recipe (i)". The claims extend the teachings to
AS031/4 and AS031/8.

5. Novelty and Inventive Step. D1 does not disclose or fairly suggest any of these
specific combinations of ranges, respectively the use of more diluted versions of
AS03. Moreover, the choice is not arbitrary, as it.is consistent with a dilution
approach (as opposed to a shotgun choice of arbitrary concentration ranges), and it
,\ would not be obvious to the skilled artisan. The skilled artisan did not have an
‘ incentive to try out diluted forms of adjuvant, and even if he thought it worthwhile to
e £ try, he would not have had any reasonable expectation of success. Therefore, the
subject-matter of the claims 1-55 is both novel and inventive.

6.  Industrial application. The usefulness of the subject-matter of claims 1-36, 40-55 is
manifest.

ITEM Vi: CERTAIN DOCUMENTS

7.  The following documents might be relevant to assess the novelty and inventive step
of any subject-matter not covered by the priority claimed by the present application:
D2 (W02008/009309), D3 (W02008/043774) and D4 (W02007/052155).

‘ ITEM VIIl: CERTAIN OBSERVATIONS

» 8.  The Application comprises 55 claims, which appear to be excessive in view of the
' objective contribution to the art. Applicants are advised to redraft the claims upon

entering the regional examination phases in those jurisdiction that enforce strictly the
requirements of conciseness.
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9. It should be noted that the application provides fair support only for the AS031/2
adjuvant. There is no evidence that further dilutions are effective in eliciting the

immune response sought.
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Amended CLAIMS 18.02-09 - PCT/EP2008/054614 (VB62342) - Clean version

1. An immunogenic influenza composition in a dose volume suitable for human use
comprising an influenza virus antigen of antigenic preparation in combination with
an oil-in-water emulsion adjuvant, wherein the adjuvant is selected from the group
consisting of: (i) an adjuvant comprising 56 mg squalene, 2-3 mg emulsifying
agent, 5-7 mg tocol per human dose; (if) an adjuvant comprising 2-3 mg squalens,
1-1.5 mg emuilsifying agent, and 2.5-3.5 mg tocol per human dose; (ji}) an adjuvant
comprises 0.5-1.5 mg squalene, 0.25-0.75 mg emulsifying agent, and 0.5-1.5 mg
toeol per human dose.

2. The immunogenic composition of claim 1, wherein said emulsifying agent is a

‘ non-onic¢ surfactant.

3. The immunogenic composition of claim 2, wherein said emulsifying agent is a
polyoxyethylene sorbitan moneoleate or a sorbitan trioleate or a mixture of both.

4. The immunogenic compasition of claim 3, wherein said polyoxyethylene sorbitan
monooleate is selected from the group comprising: polysorbate 80 or Tween® 80,
and sorbitan tricleate is Spangs.

5. The immunogenic compeosition of any one of claims 1 to 4, wherein said toco! is
alpha-tocopherol.

6. The immunogenic composition of any ane of claims 1 to 4, wherein said adjuvant
further comprises a sterol.

7. The immunogenic composgition of claim 6, wherein said sterol is cholesterol.

8. The immunogenic composition of ciaims 8 and 7, wherein said sterol is present at
an amount af 0.025-2.5, 0.05-1.5, 0.075-0.75, 0.1-0.3, or 0.125-0.25 mg (e.g. 0.2-
0.3, 0.1-0.15, 0.25 or 0.125 mq) per human dose.

. 9. The immunogenic compaosition of claims 1-8, wherein the adjuvant further
' comprises a TLR ligand selected from; a TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR4, TLR-7,
TLR-8, TLR-9 or combination thereof.

10. The immunogenic composition of claim 9, wherein said TLR-4 ligand is selected
from: a lipid A derivative, an aminaalkyl glucosaminide phasphate derivative
(AGP), and a chemical compound chosen from the group of: ER803022,

AMENDED SHEET
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11.

12.

13.
14,

15.

18.

17.

18.

18.

ER803058, ER803732, ER804063, ER804057, ERB04058, ER804059, ER804442,
ER804680, and ER804764.

The immunogenic composition of elaim 10, wherein said lipid A derivative is 3D-
MPL or any synthetic derivative of lipid A.

The immunogenic composition of claim 10 or 11 wherein said TLR+ ligand is
present at an amount of $-60, 40-50, 10-50, 20-30, 5-15, 10, 20, 30, 40 or 50 ug
per human dose,

The immunogenic composition of claims 1-12, wherein the adjuvant further
comprises a saponin or derivative thereof,

The immunogenic composition of claim 13, wherein said saponin or derivative
thereof is QS21.

The immunaogenic composition of claim 13 or 14 wherein said saponin Is present at
an amount of 580, 40-50, 10-50, 20-30, 5-15, 10, 20, 30, 40 or 50 ug per human
dose.

The immunogenic composition of ciaims 1-15, wherein said virus antigen or
antigenic preparation is 16 ug or less than 15 pg HA per human dose per influenza
strain.

The immunogenic composition of claim 16, wherein said virus antigen or antigenic
preparation is less than 10 pg, or less than 8 pg, or less than 4 ug, or less than 2
ug HA, or less than 1 ug HA, or less than 0.5, or less than 0.1 pg HA per human
dose per influenza strain.

The immunogenic compasition of claim 16 ar 17, wherein said virus antigen or
antigenic preparation is between 2 - 7.5 pg, or from 1 - 5 pg HA per human dose
per influenza strain.

The immunogenic composition of claims 16-18, wherein said virus antigen or
antigenic preparation is between less than or exactly 5 ug HA, or less than or
exactly 2.5 ug, or less than or exactly 1 ug per human dose per influenza strain.

. The immunogenic composition of claims 1-19, wherein said composition is a

monovalent compaosition cemprising a virus antigen or antigenic preparation from

AMENDED SHEET
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21.

2,

23,

24,

25,

28.

a7.

at least one influenza strain being associated with a pandemic outbreak or having
the potential to be associated with a pandemic autbreak.

The immunagenic composition of claims 1-19, wherein said composition is a
multivalent composition compriging a virus antigen or antigenic preparation from at
least two, at least three, at least four, or at least five influenza strains.

The immunogenic composition of claim 21, wherein said compasition comprises a
virus antigen or antigenic preparation from at least three influenza seasonal
(interpandemic) strains and optionally comprises a virus antigen or anligenic
preparation from at least one influenza strain being associated with a pandemic
outbreak or having the potential to be associated with a pandemic outbreak.

The immunogenic composition of claim 21 or 22, wherein said multivalent
composition comprises a virus antigen or antigenic preparation selected from the
group consisting of: () two interpandemic A sfrains chosen from the group of:
HIN1 and H3N2 and two B strains chosen from the group of- Bl/yamagata and
BWVictorla; (if) three interpandemic A strains chosen from the group of H1N1 and
H3N2 and one B strain chosen from the group of: Blyamagata and BMVictoria; ()
two interpandemic A strains chosen from the group of: H1N1 and H3N2, one
pandemic A strain, wherein the strain is H5N1, and one B strain chosen from the
group of B/yamagata and BNictoria.

The immunogenic composition of claims 20, 22-23, wherein said pandemic
influenza virus strain is selocted from the group consisting of: H5N1, HON2, H5NS,
HS5NY, H7N4, H7N7, H2N2, H10N7, HSN2, H7TN2, H7N1, and H7N3.

The immunogenic composition according to any preceding claim wherein said
influenza virus antigen or antigenic preparation thereof is from influenza virus
grown on eggs or on cell culture.

The immunogenic composition according to any preceding ¢laim wherein saijd
influenza virus antigen or antigenic preparation thereof comprises a whole virus, a
split virus, a virosame or one or more purified antigen chosen from: HA, NA, M1,
M2,

The immunogenic composition according to claim 26 wherein said purified

antigen(s) are prepared from influenza virus grown in mammalian, avian or insect
cells.

AMENDED SHEET
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28. The immunogenic composition according to claim 26 or 27 wherein said purified
antigen(s) are recombinantly produced.

29. The immunogenic composition according to any preceding claim wharein said
human dose is selected from: 0.5 ml or less, between 0.5 and 1.5 ml, between 0.2
and 1.2 ml, between 0.2 and 0.7 ml and less than or exactly 0.25, or 0.5, or 0.7, or
1ml

30. A method for the preparation of an adjuvanted influenza vaccine as claimed In any

of claims 1 to 29, comprising a step of admixing a first volume of an oi-Hn-water

. emulision and a second volume of an aqueous suspension comprising an Influenza

! virus or antigenic preparation thereof, wherein the first valume is greater than the

. second volume.

31. A method for the preparation of an adjuvanted influenza vaceine as claimed in any
of claims 1 to 29, comprising a step of admixing substantially equal volumes of an
oil-in-water emulsion and of an aqueous suspension comprising an influenza virus
or antigenic preparation thereof.

32. A method for the preparation of an adjuvanted influenza vaccine as claimed in any
of claims 1 ta 29, comprising a step of admixing a first volume of an oilkin-water
emulsion and a second volume of an aqueous suspension comprising an influenza
virus or antigenic preparation thereof, wherein the second volume Is greater than
the second volume.

33. The method of any one of claims 30 to 32 comprising a step of diluting the oil-in-
water emulsion prior to admixing the resulting diluted emulsion with said influenza
aqueous suspension.

34. A vaceine kit comprising an influenza virus antigen component or an influenza virus
antigenic preparation component as defined in any of claims 16 to 29 and further
comprising for concomitant or sequential administration an adjuvant as defined in
any of claims 1 to 15.

I\ 35. A vaccine comprising the immunogenic composition of any one of claims 1 to 28
and a pharmaceutically acceptable excipient.

38. A method for making the vaccine of claim 35 which comprises a step of mixing the
immunogenic composition of any of claims 1 o 29 with a pharmaceutically
acceptable excipient. :

AMENDED SHEET
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37. A method of immunising @ human host against disease caused by influenza
infection comprising administering to the host an immunoprotective dose of the
immunogenic composition of any one of claims 1 to 29 or the vaccine of claim 35.

38. The method of claim 37, wherein the human host is an adult aged 18-60, an adult
aged 18-85, an elderly aged 65 or over, or a child aged 0-18, and the disease is
either or both of seasonal or pandemic influenza infection.

38. The method of claim 37 or 38, whereln the human host is elderly, and the disesse
is either or both of seasonal or pandemic influenza infection.

‘ 40. The immunogenic compasition of claims 1-29 or the vaccine of claim 35 for uge in
medicine.

41. The immunogenic composition of claims 1-29 or the vaccine of claim 35 for use in
the treatment or prevention of disease caused by influenza infection.

42. The use of (a) an influenza virus antigen or antigenic preparation thereof, and (b)
an oil-in-water emulsion as defined In any of claims 1 to 15 in the manufacture of
an immunogeénic composition for the treatment or prevention of diseases caused
by influenza infection.

43. The use of claim 42 or compesition for use according to claim 41 wherein said
composition is capable of inducing, in a human, at least one, or at least two or all of
the following: (i) an improved CD4 T-cell immune response against said antigen or
antigenic preparation thereof compared to that obtained with a non-adjuvanted
composition, (if) an improved humoral immune response against said antigen or
antigenic preparation thereof compared to that obtained with a non-adjuvanted
composition, (iii) an improved B-memory cell response against said antigen or
antigenic preparation thereof compared to that aobtained with a non-adjuvanted

compaosition.
' 44.The use of claim 42 or composition for use according claim 41 wherein said
compeosition is capable of inducing, in a human, at least one, or at least two or alj of

the following: (i) a comparable CD4 T-cell immune response against said antigen
or antigenic preparation thereof compared to that abtained with an adjuvanted
compasition where the adjuvant components are present st higher amounts, (ji) a
comparable humoral immupe response against said antigen or antigenic
preparation thereof compared to that obtained with an adjuvanted composition
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leceived at the EPO on Feb 19, 2009 08:55:21. Page 18 of 27 . \3



\

~

19.FEV.2083 9:52 32 2 656 8436

PCT/EP 2008/054 614 - 19-02-2009

where the adjuvant components are present at higher amounts, (i) a comparsabie
B-memory cell response against said antigen or antigenic preparation thereof
compared to that obtained with an adjuvanted compasition where the adjuvant
components are present at higher amounts.

45. Use or composition for use according to any of claim 42 to 44 wherein said CD4 T-
cell immune response involves the induction of a cross-reactive CD4 T helper
respense. ‘

46. Use or compasition for use according to any of claim 42 to 44 wherein said
humoral immune response involves the induction of a cross-reactive humoral
immune response,

47. The immunogenic composition of claims 1-29 or the vaccine of claim 35 for use in
the treatmentt or prevention of disease caused by an influenza pathogen which is a
variant of the pathogen from which the antigen in the immunogenic compasition is
derived.

48. The use of (a) an influenza virus antigen or antigenic preparation thereof, and (b)
an oil-in-water emulsion as defined in any of claims 1 to 15 In the manufacture of
an immunoéenic composition for the treatment or prevention of diseases caused
by an influenza pathogen which is a variant of the pathagen from which the antigen
in the immunogenic composition is derived,

49. Use or composition for use according to any of claims 4344 for protection against
infections or disease caused by a pathogen which comprises an antigen which is a
variant of that antigen in the immunogenic composition.

§0. An immunageni¢ influenza corhpositlon for revaccination of individuals previously
vaccinated with the immunogenic composition of claims 1-29 or the vaccine of
claim 40.

51.Use of an antigen in the menufacture of an immunogenic composition for
revaccination of individuals previcusly vaccinated with the immunogenic
composition of claims 1-29 or the vaccine of claim 35. ‘

62, Use or composition for use according to claims 50-51 wherein the composition for

revaceination comprises an influenza antigen sharing common CD4 T-cell epitopes
with the antigen of the composition used for a previous vaceination.
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§3. Use according to any one of claims 50 to 52 wherein the antigen or antigenic
composition for revaccination is adjuvanted.

54. Use according to claim 63 whereln the oikin-water emulsion for the revaccination
composition is as defined in any of claims 1 to 15,

35. The use of claims 41-54, wherein the disease is either or both of seasonal or
pandemic influenza infection of 2 human host or human population selected from
the group consisting of: eldarly humans aged 65 or more, adults aged 18-50 or 18-
65, children aged 0-18.
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MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES
PRESENTADAS EN FASE INTERNACIONAL

ADJUNTAS AL IPER

Atentamente me permito informar a ese Despacho que el capitulo
Reivindicatorio tal como fue presentado originalmente en Fase

Internacional fue modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcion de la presente invencion y en este
sentido, no configuran una ampliacién del invento o de la

divulgacion contenida en la solicitud presentada.
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VACUNA DE INFLUENZA DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA

RESUMEN - OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una composicién de
influenza inmunogénica en un volumen de dosis adecuado para
uso humano, que comprende un antigeno de virus de influenza
0 preparacion antigénica del mismo y una composicién de
adyuvante que comprende una emulsiéln de aceite en agua, en
donde la emulsién de aceite en agua comprende un aceite
metabolizable en un nivel debajo de 11 mg y un agente
emulsificante en un nivel debajo de 5 mg y opcionalmente un
tocol o un esterol en un nivel debajo de 12 mg. En forma
adecuada la cantidad de antigeno de influenza por cepa por
dosis es de 15 pg de HA o una baja cantidad tal como menor a

15 ug de HA.
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VACUNA DE INFLUENZA DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA

Campo de la Invencioén

La presente invencién se refiere a composiciones
inmunogénicas para influenza y regimenes de vacunacién para
inmunizar humanos contra enfermedad de influenza, a su uso en
medicina, en particular a su uso en aumentar las respuestas
inmune a diversos antigenos, y a métodos de preparacién. En
particular, la presente invencién se refiere a vacunas de
influenza que comprende un antigeno o preparacién antigénica
del virus de influenza en combinacién en un adyuvante de
emulsién de aceite en agua, en donde el adyuvante de emulsion
de aceite en agua comprende un aceite metabolizable y un
agente de emulsificacion, y opcionalmente un tocol y/o un
esterol.

Antecedentes de la Invencién

Los virus de influenza son uno de los virus mas ubicuos
presentes en el mundo, que afectan tanto a humanos como a
ganado. La influenza da como resultado una carga econdémica,
morbilidad e incluso mortalidad, los cuales son afectos
significativos.

El virus de influenza es un virus envuelto por ARN con un
tamafo de particula de aproximadamente 125 nm de diametro.
Consiste basicamente en un nucleocapsido interno o centro de

acido ribonucleico (ARN) asociado con nucleoproteina, rodeado
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de una envoltura viral con una estructura de bicapa de lipido y
glucoproteinas externas. La capa interna de la envoltura viral
estd compuesta predominantemente de proteinas de matriz y la
capa externa en su mayoria de material lipido derivado del
receptor. El virus de influenza comprende dos antigenos de
superficie, neuraminidasa de glucoproteina (NA) y
hemaglutinina (HA), los cuales aparecen como puas, 10 a 12 nm
de largo, en la superficie de las particulas. Estas proteinas de
superficie, particularmente hemaglutinina, son las que
determinan la especificidad antigénica de los subtipos de
influenza. Se clasifican varias cepas de acuerdo con las
especies de origen del receptor, sitio geografico y afo de
aislamiento, numero de serie y para influenza A, mediante
propiedades serolégicas de los subtipos HA y NA. Los subtipos
16 HA (H1-H18) y nueve subtipos NA (N1-N9) han sido
identificados para virus de influenza A [Webster RG y
asociados, Evolucién y ecologia de virus de influenza A.
Microbiol. Rev. 1992;56:152-179; Fouchier RA y asociados,
Caracterizacion de Subtipo Novedoso de Hemaglutinina de Virus
de Influenza A (H16) obtenido de Gavoptas de Cabeza Negra. J.
Virol. 2005:79:2814- 2822). Los viruses de los dos subtipos HA
y NA, han sido recuperados de aves acuéticas, pero Unicamente
tres subtipos HA (H1, H2, y H3) y dos subtipos NA (N1 y N2)
han establecido linajes estables en la poblaciéon humana desde

1918. Unicamente un subtipo de HA y uno de NA son
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reconocidos para virus de influenza B.

Los virus de influenza A se desarrollan y pasan
continuamente por variabilidad antigénica [Wiley D, Skehel J.
Estructura y funcién de Ia glucoproteina de membrana de
hemaglutinina de virus de influenza. Ann. Rev. Biochem.
1987,56:365-394]. Una carencia de correccién de prueba a
través de la polimerasa de ARN viral, conduce a un alto rango
de errores de transcripcién que pueden dar como resultado
substituciones de aminoacido en glucoproteinas de superficie.
Esto es denominado “de fragmento antigénico”. E| genoma viral
ségmentado permite un segundo tipo de variacion antigénica.
En dos virus de influenza infectan en forma simultanea una
celula receptora, la reclasificacién genética, denominada
‘cambio antigénico” puede generar un virus novedoso con una
nueva superficie .o proteinas internas. Estos cambios
antigénicos, tanto en “desplazamientos” como “cambios” son
impredecibles y pueden tener un impacto dramatico desde un
punto de vista inmunolégico, ya que conducen eventualmente al
surgimiento de nuevas cepas de influenza y habilitan al virus a
escapar del sistema inmune originando, las bien conocidas,
epidemias anuales. Ambas de estas manifestaciones genéticas
han originado las variantes virales recientes responsables de
pandemias en humanos.

El desplazamiento antigénico del virus de influenza B es

menos frecuente que en las cepas A Yy no se conoce el
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desplazamiento antigénico. Aunque los linajes antigénicamente
distintos (normalmente dos, por ejemplo B/Yamagata vy
B/Victoria) de influenza B ocasionalmente pueden circular en
conjunto, con proporciones que varian de afo en afo y pais en
pais, es normal que las vacunas de influenza contengan
Unicamente una cepa de influenza B.

HA es el antigeno mas importante para definir Ia
especificidad seroldégica de las diferentes cepas de influenza.
Esta proteina 75-80 kD contiene numerosas determinantes
antigénicas, diversas de las cuales estan en regiones que
pasan por cambios de secuencias en diferentes cepas
(determinantes especificas de las cepas) y otras en regiones
que son comunes para muchas moléculas HA (comunes para los
determinantes).

Los virus de influenza originan epidemias casi cada
temporada de invierno, con rangos de infeccién para el virus
tipo A o B tan altos como del 40% en un periodo de seis
semanas. La infeccién de influenza da como resultado varios
estados de enfermedad, desde una infeccién subclinica pasando
por una infeccién leve del tracto respiratorio superior hasta una
neumonia viral severa. Las epidemias de influenza tipicas
originan incrementos en Ia incidencia de neumonia y
enfermedades en el tracto respiratorio inferior, tal como se ha
podido apreciar a través de los rangos incrementados de

hospitalizacién o mortalidad. La severidad de la enfermedad se
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determina principalmente por la edad' del receptor, su estado
inmune y el sitio de infeccién.

Las personas de edad avanzada, 65 afios y mas, son
especialmente vulnerables, o abarcando del 80 al 90% de todas
las muestres relacionadas con |a influenza en paises
desarrollados. Los individuos con enfermedades crénicas
subyacentes o con respuesta inmune dafiada también es lo mas
probable que experimenten dichas complicaciones. Los nifios
también pueden padecer de enfermedad severa. Por
consiguiente, en particular estos grupos necesitan ser
protegidos. Ademas de estos grupos “en riesgo”, las
autoridades de la salud también estan recomendando vacunar a
quienes proveen cuidados de salud.

La vacunacién desempefia un papel importante en el
control de epidemias anuales de influenza. Actualmente, las
vacunas de influenza disponibles son Ya sea vacunas de
influenza desactivadas o atenuadas vivas. Las vacunas de flu
desactivadas -estén Compuestas de tres posibles formas de
preparacion de antigeno: virus completo desactivado,
subviriones cuando se interrumpen las particulas de virus
purificadas con detergentes u otros reactivos para solubilizar [a
envoltura de lipidos (denominada vacuna de ‘division”) o HA y
NA purificada (vacuna de subunidad). Estas vacunas
desactivadas se administran en forma intramuscular (i.m.),

subcutanea (s.c), o intranasal (i.n.).
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Las vacunas de influenza para uso interpandémico, de
todos los tipos, normalmente nos vacunas trivalentes.
Generalmente contienen antigenos derivados de dos cepas de
virus de influenza A y una cepa de influenza B. La dosis
inyectable estén.dar de 0.5 ml en la mayoria de los casos
contiene (al menos) 15 Hg de un componente de antigeno de
hemaglutinina procedente de cada cepa, tal como se mide a
través de inmunodifusién radial simple (SRD) (J. M. Wood y
asociados: Técnica de inmunodifusidn radial simple mejorada
para el ensayo de antigeno de hemaglutinina de influenza:
adaptaciéon para determinacidn de potencia de virus compieto
desactivado y vacunas de sub-unidad. J. Biol. Stand. 5 (1977)
237-247; J. M. Wood y asociados, estudio internacional de
colaboracion de técnicas de difusién radial simple e
inmunoelectroforesis para el ensayo de antigeno de
hemaglutinina de virus de influenza. J. Biol. Stand. 9 (1981)
317-330). También se han reportado vacunas cuadrivalentes,
que contienen ademas de las tres cepas clasicas, una cepa B
adicional (Commun Dis Intell 2006, 30, 350-357) o una cepa
H3N2 adicional (Vaccine 1992, 10, 506-511).

Las cepas de virus de influenza interpandémicas que
seran incorporadas cada temporada en la vacuna de influenza,
son determinadas por la Organizacion Mundial de la Salud en
colaboraciéon " con autoridades de la salud nacionales y los

fabricantes de vacunas. Las vacunas de influenza
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interpandémicas normalmente disponibles, se consideran
seguras en todos los grupos de edades (De Donato y asociados,
1999, Vaccine, 17, 3094-3101).

Sin embargo, la eficacia de la vacuna se ve afectada por
la edad y estado inmune de los receptores y la coincidencia
entre la vacuna y las cepas de influenza en la circulacién.
Existe poca évidencia de que las vacunas de influenza actuales,
operen en niflos pequefos menores a dos afos de edad.
Ademas, los rangos de eficacia de la vacuna reportados para la
prevencién de enfermedad de influenza tipica confirmados, son
del 23 al 72% para personas de edad avanzada, los cuales son
rangos significativamente menores al 60 a 90% de los rangos de
eficacia reportados para adultos mas jovenes (Govaert, 1994, J.
Am. Med. Assoc, 21, 166-1665; Gross, 1995, Ann Intern. Med.
123, 523-527). La efectividad de la vacuna de influenza ha
mostrado estar correlacionada con tituladores de suero de
anticuerpos de inhibicién de hemaglutinacién (H1) para la cepa
viral, y diversos estudios han descubierto que los adultos de
edad mas avanzada exhiben tituladores H1 inferiores después
de la inmunizacién de influenza que los adultos mas jovenes
(Murasko, 2002, Gerontologia experimental, 37, 427-439).

A  manera de antecedente, durante los periodos
interpandémicos, los virus de influenza que circulan estan
relacionados con los que proceden de la epidemia anterior. Los

virus se dispersan entre personas con diversos niveles de
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inmunidad procedentes de infecciones anteriores en su vida.
Dicha circulacién, durante un periodo normal de 2 a 3 afnos,
promueve la seleccién de nuevas cepas que han cambiado lo
suficiente para originar una epidemia nuevamente entre la
poblacién general; este proceso es denominado
‘desplazamiento antigénico”. Las “variantes de desplazamiento”
pueden tener diferentes impactos en diferentes comunidades,
reQiones, paises o continentes en cualquier afio, aunque a lo
largo de varios afios, su impacto general con frecuencia es
similar. Las epidemias de influenza tipica originan incrementos
en incidencia de neumonia Yy enfermedades del tracto
respiratorio inferior, tal como se puede evidenciar por los
rangos incrementados de hospitalizacién o mortalidad. Las
personas ‘de edad avanzada o los que tienen enfermedades
un.icas subyacentes, es méé probable que experimenten dichas
complicaciones, aunque los nifios peqUeﬁos pueden padecer de
enfermedades severas,.

En intervalos no predecibles, los virus de influenza
novedosos emergen con un antigeno de superficie clave, la
hemaglutinina, de un subtipo totalmente diferente de cepas que
circularon |Ia temporada anterior. Aqui, los antigenos
resultantes pueden variar de 20% a 50% de la proteina
correspondiente de las Cépas que circularon anteriormente en
humanos. Este fendmeno, denominado ‘desplazamiento

antigénico” puede dar como resultado que el virus escape a la
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‘inmunidad de manada” y establezca pandemias. En otras
palabras, una pandemia de influenza ocurre cuando un nuevo
virus de influenza aparece contra el cual la poblacién humana
no tiene inmunidad. Se considera que al menos las pandemias
pasadas habian ocurrido cuando un virus de influenza de una
especie diferente, tal como virus de influenza aviar o de
porcino, ha cruzado la barrera de la especie. Si dichos virus
tienen el potencial de dispersarse de humano a humano, se
pueden dispersar a nivel mundial en pocos meses hasta un afo,
dando como resultado una pandemia. Por ejemplo, en 1957
(pandemia de Flu Asiatica), los virus del subtipo H2N2
reemplazaron los virus H1N1 que habian estado circulando en
la poblacién humana desde al menos 1918, cuando el virus se
aislé6 por primera vez. El H2 HA y N2 NA pasaron por
desplazamiento antigénico entre 1957 y 1968 hasta que el HA
fue reemplazado en 1968 (pandemia de Flu de Hong-Kong) por
el surgimiento del subtipo de influenza H3N2, después de lo
cual N2 NA continué desplazandose hacia lo fargo del H3 HA
(Nakajima y asociados, 1991, Epidemiol. Infect. 106, 383-395).
Se ha llevado a cabo diversos estudios c¢linicos para
evaluar la severidad e inmunogenicidad en poblaciones no
preparadas, con vacunas candidatas monovalentes que
contienen una cepa pandémica tal como las cepas H2N2 o H9N2
queé no estan en la circulacién. Los estudios han investigado

formulaciones de virus de divisién o totales de diversas
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concentraciones de HA (1.9, 3.8, 7.5 6 15 Mg HA por dosis), con
0 sin adyuvantacién de alum. Los virus de influenza de subtipo
H2N2 circularon desde 1957 hasta 1968, cuando fueron
reemplazados por las cepas H3N2 durante la “pandemia de
Hong Kong". Actualmente, los individuos que nacieron después
de 1968 estan inmunolégicamente naive a las cepas H2N2.
Estos candidatos de vacuna han mostrado ser inmunogénicos y
bien tolerados. Se reportaron resultados en las Publicaciones
de Hehme, N y asociados, 2002, Med. Microbiol. Immunol. 191,
203-208; in Hehme N. y asociados, 2004, Virus Research 103,
163-171; y se reportaron dos estudios con H5N1 (.Bresson JL vy
asociados, The Lancet. 2006:367 (9523):1657-1664; Treanor JJ
y asociados, N Engl J Med. 2006;354; 1343-1351). Otros
estudios han reportado resultados con vacunas de influenza
adyuvantadas por MF59. Un estudio ha reportado que dos dosis
de una vacuna de influenza H5N3 adyuvantada con MF59,
reforzé la inmunidad de influenza H5N1 en una poblacién
preparada (Stephenson vy asociados, Vaccine 2003, 21, 1687-
1693) y otro estudio ha reportado respuestas de anticuerpo de
fraccién cruzada para viruses H5N1 obtenido después de tres
dosis de vacuna de H5N3 de influenza adyuvantada con MF59
(Stephenson vy asociados, J. Infect. Diseases 2005, 191, 1210-
1215).

Las personas en riesgo en el caso de una pandemia de

influenza, pueden ser diferentes de los grupos en riesgo

5
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definidos para complicaciones de virus a influenza de
temporada. De acuerdo con la WHO, el 50% de los casos
humanos originados por la cepa de influenza aviar H5N 1 ocurrié
én personas con edades menores a 20 afos, el 90% ocurrié
entre personas con edad menor a los 40 afios. (WHO, registro
débilmente epidemiolégico, 30 de Junio 20086).

Durante una pandemia, los farmacos antivirales pueden no
ser suficientes objetivos para cubrir las necesidades del nimero
de individuos en riesgo de influenza que seran mayores que en
periodos interpandémicos, por consiguiente es esencial el
desarrollo de una vacuna adecuada con el potencial de ser
producida en grandes cantidades y con un potencial de
distribucion y administracién eficientes. Una forma puede ser
liberar rapidamente cierta capacidad de produccién para la
produccion de vacunas de influenza pandémica. Sin embargo,
ya 'que la vacunacién en masa puede iniciar Unicamente
después de la generacién de la pandemia, esto puede dar como
resultado de todas maneras retrasos importantes originados por
el tiempo necesario para identificar la cepa y producir el primer
lote. Ademé&s, habra una produccién fija y por consiguiente
limitada por parte de los fabricantes de vacunas. Esto significa
que el método actual ciertamente dejara desprotegidas en forma
global partes de la poblacién cuando golpee la pandemia. La
vacuna puede estar disponible demasiado tarde para grandes

partes de la poblacién, Yy se anticipa que la mortalidad sea muy
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alta, con un estimado de 180 a 360 millones de muertes en
forma global.

Una forma de atender este dilema actual, es generar una
vacuna pandémica por adelantado a una pandemia, y disefar
una vacuna monovalente con la ‘mejor cepa pandémica
candidata” en lugar de vacunas trivalentes en un intento de
reducir el volumen de vacunas, principalmente ya que pueden
Ser necesarias dos dosis de vacuna con el objeto de lograr
niveles de anticuerpo protectores en receptores
inmunolégicamente naive (Wood JM y asociados, Med Mircobiol
Immunol. 2002:191:197- 201, Wood JM vy asociados, Philos
Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2001,;356:1953-1960). Esta vacuna
posteriormente se puede utilizar para almacenar o para
preparar a la poblacién durante e periodo interpandémico.

Desafortunadamente ya que las instalaciones de
produccién actuales tienen su tiempo completamente dedicado
en el aflo a la produccion de vacunas trivalentes de temporada
para la vacunacién anual en los hemisferios Norte y Sur, ambos
de los métodos mencionados anteriormente no son factibles
debido a que no existe una capacidad de produccién adicional
para producir la “mejor cepa pandémica candidata”. Ademais, se
debe observar que existe una necesidad urgente de encontrar
una solucién para cumplir con los inconvenientes de las
vacunas de influenza interpandémicas que se encuentra

regularmente durante las temporadas de influenza anuales. Una
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solucion puede ser construir Capacidades de produccion
adicionales, sin embargo esto puede requerir varios afos de
construccién, lo cual de cualquier manera es un método
inadecuado si una pandemia golpea en los siguientes afios.
Actualmente, la Unica forma de ganas rapidamente wuna
Capacidad adicional, puede ser disminuir el tiempo de
produccién para la vacuna trivalente anual. Los inconvenientes
recurrentes de las vacunas de influenza ocurren cada
temporada en Ia mayoria de los paises, lo cual excluye una
cobertura éptima de la poblacién considerada como de alto
riesgo para desarrollar enfermedades y complicaciones por
influenza severas. Ya que la produccién de antigenos es el
factor limitante en Ia produccién de vacunas de influenza, se
tienen que explorar estrategias alternativas para reservar el
antigeno.

Algunos métodos dependen de Ia adyuvantacién, cuyo
objeto es incrementar.la inmunogenicidad de la vacuna con el
fin de tener la capacidad de disminuir el contenido de antigeno
(reserva de antigeno) y de esta forma incrementar el nidmero de
dosis de vacuna disponibles. El uso de un adyuvante también
puede superar la inmunogenicidad deébil potencial del antigeno
en una poblacién naive. Se han publicado diversos métodos.
Los ejemplos han mostrado el uso del virus H2N2 o H9N2
desactivados completos adyuvantados con sal de aluminio (N.

Hehme vy asociados, Virus Research 2004, 103, 163-171) o el
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uso de una vacuna H5N1 de subvirién plano o vacuna de H5N1
de virus de divisidn adyuvantado por hidréxido de aluminio
(Bresson JL vy asociados, The Lancet. 2006:367 (9523): 1657-
1664; Treanor JJ y asociados, N Engl J Med. 2006;354:1343-
1351). qu resultados de esta Uultima prueba indican que las
vacunas de virus H5N1 tanto simples como adyuvantadas son
seguras hasta una dosis de antigeno de 90 ug (probada
Unicamente como una vacuna de subvirién simple). El uso de
dicha alta dosis de antigeno, sin embargo no es compatible con
una estrategia de reserva de antigeno que es esencial en el
caso de una pandemia. Una vacuna de influenza de sub-unidad
adyuvantada con el adyuvante MF59, en la forma de una
emulsién de aceite en agua esta comercialmente disponible
para personas de edad avanzada y poblacién en riesgo, y ha
demostrado tener Ia capacidad de inducir un titulador de
anticuerpo superior que el obtenido con la vacuna de subunidad
no adyuvantada (De Donato Yy asociados, 1999, Vaccine, 17,
3094-3101). Sin embargo, en una publicacién posterior, Ia
misma vacuna no ha demostrado su perfil mejorado en
comparacién con una vacuna de divisién no adyuvantada (Puig-
Barbera y asociados, 2004, Vaccine 23, 283-289).

Por consiguiente aun se necesitan vacunas nuevas que
sean efectivas y al mismo tiempo atiendan las consideraciones
de reserva de antigenos. Estas vacunas nuevas tendran una

inmunogenicidad aceptable, si no mejorada, en particular contra
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cepas pandemicas débilmente o no inmunogénicas o para los
individuos inmunocomprometidos, tales como poblaciones de
edad avanzada. Estas nuevas vacunas también tendran
idealmente un potencial de proteccién cruzada, de modo que se
puedan utilizar como vacunas pre-pandémicas o] de
almacenamiento para preparar una poblacidon
inmunolégicamente naive contra Una cepa pandémica antes o al
momento de la declaracién de una pandemia.

Breve Descripciéon de la Invencién

Los inventores de la presente invencion han descubierto
que, con el objeto de mejorar el suministro de vacunas de
influenza, se pueden desarrollar formulaciones de influenza
inmunogénicas efectivas novedosas, las cuales contengan un
adyuvante y permitan que de esta forma se utilice una menor
cantidad de antigeno de influenza. Las composiciones
adyuvantadas novedosas son proporcionadas en la presente
invencién, y permiten una formulacién de reserva de antigenos
que produce suficiente proteccidn para todos los grupos de
edad, en términos de respuesta inmune y/o respuesta humoral
transmitida por células.

Los inventores han descubierto en particular, que puede
confiarse en composiciones de influenza inmunogénicas
caracterizadas porque todos o cada uno de los componentes
individuales del adyuvante dentro de Ia composicién

inmunogénica esta/estan en un menor nivel que los utilizados
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previamente. Esto lleva la ventaja de mantener el nivel de
inmunogenicidad contra un antigeno, y al mismo tiempo reducir
la reactogenicidad dentro del receptor.

Por consiguiente, en un primer aspecto de Ia presente
invencién, se proporciona un composicién de influenza
inmunogénica, en particular una vacuna, en un volumen de
dosis adecuado para uso humano que comprende un antigeno
de virus de influenza o preparacion antigénica en combinacién
con un adyuvante de emulsién de aceite €n agua, en donde el
adyuvante de emulsién de aceite en agua comprende un aceite
metabolizable y un agente emulsificante, vy opcionalmente un
tocol y/o un esterol, y en donde el aceite metabolizable esta
presente en la dosis humana en un nivel menor a 11 mg, y el
agente emulsificante esta presente en la dosis humana en un
nivel menor a 5 mg. El tocol y/o esterol cuando esta presente,
Sé encuentra en la dosis humana en un nivel menor a 12 mg. En
forma adecuada, la cantidad de antigeno de influenza por cepa
por dosis es de 15 Mg HA o una cantidad menor, tal como menor
a 15 ug HA.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un
equipo de vacuna que comprende a un componente de antigeno
de virus de influenza o un componente de preparacién
antigénica de virus de influenza, opcionalmente un componente
de antigeno en cantidad baja, y que comprende ademas la

administracion concomitante secuencial de un adyuvante tal
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como aqui se define.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona un
meétodo para la produccion de una composicién inmunogénica de
influenza para una situacién pandémica, una situacién pre-
pandémica o una situacion inter-pandémica (temporal) en donde
el método comprende mezciar en adiciones un antigeno de virus
de influenza o preparacién antigénica del mismo, con un
adyuvante de emulsion de aceite en agua tal como aqui se
define. En particular, la presente invencion proporciona un
método para la produccién de una vacuna de influenza, en
donde el método comprende el paso de mezclar el inmunogénico
adyuvantado con un excipiente farmacéuticamente aceptable, y
pProporcionar unidades de vacuna que contengan no mas del 15
Mg de antigeno de hemaglutinina de influenza por dosis. El virus
de influenza puede ser derivado de huevos, derivados de
plantas, derivados de cultivo celular o puede ser producida en
forma recombinante. En forma adecuada el antigeno de virus de
influenza es derivado de huevos o derivado de cultivo celular.

En un cuarto aspecto, se proporciona una composicion
inmunogénica o una vacuna tal como aqui se define para
utilizarse en el tratamiento o prevencién de una enfermedad
originada por infeccién de influenza. En Qn aspecto relacionado
con la presente invencién proporciona el uso de un antigeno o
preparacion antigénica de virus de influenza del mismo, y una

emulsién de aceite en agua tal como aqui se define en la
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fabricacién de una composiciéon inmunogénica, por ejemplo una
vacuna, para proteccién contra infeccion o enfermedad
originada por un virus de influenza.

Aun en otro aspecto, se proporciona el uso de (a) una baja
cantidad, tal como aqui se define, de un antigeno de virus de
influenza o preparacion antigénica del mismo de una cepa de
influenza, y (b) un adyuvante de emulsién de aceite en agua tal
como aqui se define, en Ila fabricacién de una composicién
inmunogénica, o un e€quipo, para inducir al menos uno de i) una
respuesta inmune de célula-T CD mejorada, ii) una respuesta de
memoria de célula B mejorada, iii) una respuesta humoral
mejorada contra el antigeno o composicién antigénica del virus
en un humano, en Comparacién con la respuesta obtenida con la
composicién no adyuvantada.

En un aspecto adicional, se proporciona un método o uso
tal como se definio anteriormente, para proteccién contra
infeccion o enfermedad originada por un virus de influenza, el
cual es una variante del virus del cual se deriva el antigeno a la
composiciéon inmunogénica. En otra realizacion , S€ proporciona
un meétodo o uso tal como se describié anteriormente definido
para la proteccion contra infecciones de influenza o
enfermedades originadas por un patégeno que comprende un
antigeno el cual es una variante de dicho antigeno en la
composicién inmunogénica.

La presente invencién también se refiere a un método para
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vacunacion que comprende el suministro de un antigeno y un
adyuvante de emulsién de aceite en agua tal como aqui se
define.

Otros aspectos vy ventajas de la presente invencién se
describen en forma adicional en la siguiente seccién de
descripciéon detallada de las realizaciones preferidas de |Ia
presente invencidén.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1: Prueba clinica: tituladores promedio geométricos
(GMTs) para anticuerpo anti-HA en diferentes puntos de tiempo
(cohorte ATP para inmunogenicidad).

Figura 2: Ensayo clinico: rango de seroproteccién (SPR)
de titulador de anticuerpo H1 con el 95% de intervalo de
confiabilidad el dia 0 y el dia 21 (cohorte ATP de
inmunogenicidad).

Figura 3: Prueba clinica: rango de seroconversién (SCR)
de titulador de anticuerpo H1 con un intervalo de confiabilidad
de 95% el dia 21 (cohorte ATP de inmunogenicidad).

Figura 4: Prueba clinica: factor de seroconversion (SCF)
de titulador de anticuerpo H1 con el 95% de intervalo de
confiabilidad el dia 21 (cohorte ATP para inmunogenicidad).

Figura 5: Estudio en ratones: Prueba de inhibicion de
hemaglutinina (GMT +/- IC95) en ratones BALB/c preparados
con cepas heterosubtipicas (rango de dosis AS03). Figura 5A:

Tituladores Anti-A/New Caledonia/20/99 H1: Figura 5B;
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Tituladores Anti-A/Panama/2007/99 H1. Figura 5C: Tituladores
Anti- B/Shandong/7/97 H1.

Figura 6: Estudio en ratones: Prueba de inhibicién de
hemaglutinina (GMT +/- IC95) en ratones C57Bl/6 preparados
con cepas heterosubtipicas (rango de dosis AS03).

Figura 7: Estudio en ratones: Respuesta inmune celular
(célula T CD4+) en PBMC de ratones C57BlI/6 preparados con
cepas heterosubtipicas (rango de dosis AS03).

Figura 8: Estudio en ratones: Respuesta inmune celular
(célulta T CD4+) en ratones PBMC C57Bi/6 preparados con
Cépas heterosubtipicas e inmunizados con baja dosis de
antigeno (0.5 Mg) adyuvantado con rango de dosis AS03.

Figura 9: Estudio en ratones: Tituladores ELISA de suero
lg especifico de H5N1 (A y B) y respuestas isotipicas anti-H5N1
lgGl (C vy D) y IgG2b (E y F) el dia 14 después de Ia
inmunizacién (GMT  +/- IC95) para dos diferentes dosis de
antigeno: 1.5 Mg (A, Cy E) 6 0.38 Mg (B, Dy F).

Figura 10: Estudio en ratones: Prueba de inhibicion de
hemaglutinacién (GMT  +/- IC95) el dia 21 posterior a |Ia
inmunizacién (GMT  +/- IC95) para dos diferentes dosis de
antigeno: 1.5 Mg (A) 6 0.38 Hg (B).

Figura 11: Estudio eén ratones: Respuesta inmune celular
(célula T CD4+) en ratones C57BI1/6 naive inmunizados con
diferentes dosis de vacuna H5N1 (1.5 6 0.38 M@) adyuvantado

con rango de .dosis AS03: (A) 1.5 Mg HA Ag (antigeno) o (B)
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0.38 pg HA Ag (antigeno).

Figura 12: Estudio en cerdos. Prueba de inhibicién de
hemaglutinina (GMT +/- IC95) en cerdos preparados con cepas
homélogas (rango de dosis AS03).

Figura 13: Prueba de inhibicién de hemaglutinina (GMT +/-
IC85) en ratones naive C57BI/6 inmunizados con TIV o QlV
simple o adyuvantada con AS03 o AS03/2.

Figura 14: Prueba de inhibicién de hemaglutinina (GMT +/-
IC95) en ratones C57BI/6 preparados con un virus tipo
B/Victoria e inmunizados con TIV o QIV simple o adyuvantada
con AS03 o AS03/2.

Figura 15: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante): GMTs para titulador de anticuerpo H1 en d0 y d21.

Figura 16: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante en adultos): Rangos de seroproteccién (SPR) para
titulador de anticuerpo H1 en DO y D21.

Figura 17: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante en adultos): Figura17A: Rango de seroproteccion
(SCR) para titulador de anticuerpo H1 en PI(DAY21); Figura
17B: por categoria de edad.

Figura 18: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante en adultos): Figura 18A: Factor de seroconversién
(SCF) para titulador de anticuerpo H1 en PI(DAY21); Figura
18B: por categoria de edad.

Figura 19: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
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adyuvante en personas de edad avanzada): GMTs para titulador
de anticuerpo H1 en d0 y d21.

Figura 20: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante en personas de edad avanzada): Rangos de
seroproteccién (SPR) para titulador de anticuerpo H1 con el
95% de intervalo de confiabilidad en los dias 0 y 21.

Figura .21: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante en personas de edad avanzada): Rango de
seroconversién (SCR) pa‘ra titulador de anticuerpo H1 en
PI(DAY21).

Figura 22: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante en personas de edad avanzada): SCF para titulador
de anticuerpo H1 con el 95% CI el dia 21 (cohorte ATP de
inmunogenicidad H1).

Figura 23: Prueba clinica en humanos (rango dé dosis de
adyuvante en personas de edad avanzada): Células-T CD4
positivas de citocina para cepas agrupadas en DO y D21
(cohorte ATP para CMI).

Figura 24: Prueba clinica en humanos (rango de dosis de
adyuvante en personas de edad avanzada): Porcentaje de
sujetos que reportan sintomas solicitados y no solicitados
relacionados (todos los grados/grado 3) durante un periodo
post-vacunacién de 7 dias (Dfa 0 a 6) (cohorte vacunado total).

Descripcién Detallada de la Invencion

Los inventores de la presente invencién han descubierto
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que una composicion adyuvante que comprende un aceite
metabolizable y un agente de emulsificacién, y opcionalmente
un tocol y/o un esterol, en donde cada componente esta
presente en un nivel inferior por dosis de vacuna en humanos
que el utilizado anteriormente, pueden mejorar las respuestas
inmune a una preparacién de influenza, mientras que al mismo
tiempo tiene menor reactogenicidad que algunas de las
formulaciones de la técnica anterior, en donde los componentes
de adyuvante estuvieron presentes en dosis superiores (en
forma adecuado dos veces mas o mayor) por dosis de humano.
Los inventores de la presente invencién han descubierto
en forma adicional que una formulacién de influenza que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica
del mismo, junto con un adyuvante tal como aqui se define, y
opcionalmente en forma adicional con inmunoestimulantes, tal
como con un derivado de lipido A, tal como 3D-MPL, tuvo la
capacidad de i) mejorar la respuesta inmune de célula T CD4
y/lo la respuesta inmune humoral contra el antigeno o
composicién antigénica en comparacién con la obtenida con el
virus no adyuvantado o una preparacién antigénica del mismo,
y/o ii) la generacién de una respuesta inmune de celula T CD4
y/o respuesta inmune humoral contra el antigeno o composicion
antigenica en comparacién con la obtenida con la composicién
adyuvantada con un adyuvante, en donde cada componente esta

presente en un nivel superior (en forma adecuada dos veces
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mas o mayor). Las formulaciones adyuvantadas con el
adyuvante se utilizan de manera conveniente para inducir las
respuestas de célula T CD4 anti‘-influenza con la capacidad de
detectar epitopes de influenza presentados por molécula MHC
clase |lI. El solicitante de la presente invencién, ha descubierto
que esto es efectivo para dirigirse al sistema inmune
transmitido por célula con el objeto de incrementar la capacidad
de respuesta contra cepas de influenza homoélogas y de
desplazamiento (al momento de la vacunacién e infec.cién).

Es una realizaciéon especifica de la presente invencién,
que las composiciones para utilizarse en la presente invencién
también puedan tener |la capacidad de proporcionar, en
humanos y cualquiera de o tanto (i) una mejor seroproteccién
contra influenza después de re-vacunacién en comparacién con
la composicién no adyuvantada, como (ii) una seroproteccién
comparable contra influenza después de revacunaciéon en
comparacion con una composicién adyuvantada, en donde cada
componente esta presente en un mayor nivel, tal como se
evalla a través de un nimero de sujetos humanos que cumplen
con cualesquiera de, diversas o todas las correlaciones de
proteccién de influenza (es decir, rango de seroconversién,
factor de seroconversion, rango de proteccién). Ademas, es otra
realizacién especifica que la composicién para utilizarse en la
presente invencién también tenga la capacidad de inducir

cualquiera de o tanto (i) una respuesta de memoria de célula B
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mayor después de la primera vacunacién de un sujeto humano,
como una mayor respuesta humoral después de la
revacunacién, en comparacién con la composiciébn no
adyuvantada, y (ii) una respuesta de memoria de célula B
comparable después de fa primera vacunacién de un sujeto
humano, y una respuesta humoral comparable después de la
revacunacién, en comparacién con la composicién adyuvantada
en donde cada componente estd presente en un nivel mayor (en
forma adecuada dos veces mas o mayor).

Las composiciones de influenza adyuvantada de acuerdo
con la presente invencién, tienen diversas ventajas. Estas
ventajas se pueden evaluar mediante la comparacién con las
composiciones no adyuvantadas equivalentes, o mediante
comparacién con la composicién adyuvantada en donde cada
componente de adyuvante estad presente en un mayor nivel:

1) Una inmunogenicidad mejorada en comparacién con la
composicién no adyuvantada, que permite de esta forma
cualesquiera de o todos de los aspectos que se encuentran a
continuacién: i) mejorar la respuesta inmune débil a cepas de
influenza menos inmunogénica a un nivel superior al obtenido
con las formulaciones no adyuvantadas; ii) restaurar la
respuesta inmune débil en poblaciones especificas tal como
personas de edad avanzada (de alrededor de los 50 afios de
edad, normalmente arriba de 65 afios de edad) a niveles

observados en personas jévenes (respuesta de anticuerpo y/o
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célula T);

2) El uso de adyuvantes puede superar la inmunogenicidad
débil potencial del antigeno en una poblacién naive o en nifos
pequefios (entre 6 meses y 4 aflos de edad, en particular nifios
menores a 1 afio de edad) e inducir la preparacién y proteccion;
y

3) Ademas de producir al menos una proteccién
equivalente contra las cepas de vacuna en comparacién con una
vacuna clasica (por ejemplo, una vacuna de divisién
comercialmente disponible), pueden conferir una capa de
proteccién adicional contra cepas de desplazamiento
conduciendo a un perfil de proteccién cruzada mejorado;
reactividad cruzada incrementada, proteccién cruzada contra
cepas de influenza variantes (desplazadas) que permiten el
establecimiento de una estrategia de preparacién cruzada; esto
es de especial interés cuando se utilizan como vacunas pre-
pandémicas que permiten en forma adicional, que Unicamente
se requiere una dosis de una vacuna pandémica para aumentar
la protecciéon contra la cepa pandémica (circulante); esto
tarﬁbién es de interés ya que puede atender el problema de los
desplazamientos H3N2, los cuales tienden a aparecer mas
rapidamente que en la otra cepa interpandémica A H1IN1;

4) un perfil de reactogenicidad reducido de la composicion
adyuvantada en comparacién con la del perfil obtenido con una

composiciéon en donde cada componente esta presente en un
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nivel superior (en forma adecﬁada 2 veces mas o0 mayor),
manteniendo al mismo tiempo un potencial inmunogénico
satisfactorio.

Al lograr en forma adicional cualesquiera o todas las
ventajas anteriores con una dosificacion de antigenos reducida
(normalmente menor a 15 ug/cepal/dosis) y una dosis de
adyuvante reducida, se asegurard una capacidad incrementada
en caso de emergencia o para estar preparados para una
situacion pandémica (reserva de antigeno en la situacién
pandémica) y ofrece una posibilidad de un mayor numero de
dosis de vacuna dispolnibles para la poblacién durante la
temporada de vacunacién interpandémica.

Al depender de una combinacién de dosis de antigeno
reducida y/o dosis de adyuvante reducida, se permitira el
desarrollo de méas composiciones de influenza compleja, tal
como vacuna cuadrivalente, que comprende una cuarta cepa la
cual puede ser una segunda cepa de influenza B o una cepa de
influenza pandémica que sera agregada a la vacuna trivalente
estandar.

En otro aspecto la presente invencién, la composicién
inmunogénica adyuvantada tal como se define en la presente
invencién, demuestra resultados de inmunogenicidad tanto para
la produccion de anticuerpos como para la frecuencia post-
vacunacién de CD4 especifica de influenza (opcionalmente

reactividad cruzada) las cuales son mayores o equivalentes a
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las generadas con una vacuna no adyuvantada o con la vacuna
adyuvantada con un adyuvante, en donde los componentes de
adyuvante estan presentes en un mayor nivel, respectivamente.
Este efecto es de valor particular en la poblaciéon pediatrica o
en poblacién de edad avanzada, permitiendo una mayor eficacia
que las vacunas actualmente en el mercado, mostrando al
mismo tiempo menores sintomas de reactogenicidad o inferiores
en comparacién con el grupo que recibe la vacuna adyuvantada,
en donde los componentes de adyuvante estdn en una mayor
cantidad (en forma adecuada dos veces mas).
Adyuvante de emulsion aceite en agua

El adyuvante de acuerdo con la presente invencién es una
emulsién, en particular, una emulsiéon de aceite en agua, vy
opcionalmente puede comprender otros inmunoestimulantes. En
particular, la fase de aceite del sistema de emulsién comprende
un aceite metabolizable. EI significado del término aceite
metabolizable, es bien conocido en la técnica. Metabolizable se
puede definir como “teniendo la capacidad de ser transformado
por el metabolismo” (diccionario médico ilustrado de Dorland
Medical Dictionary, W. B. Sanders Company, 25° edicién
(1974)). El aceite puede ser cualquier aceite vegetal, aceite de
pescado, aceite animal o sintético, el cual no es téxico para el
receptor y tiene la capacidad de ser transformado por el
metabolismo. Laé nueces, semillas y granos son fuentes

comunes de aceites vegetales. Los aceites sintéticos también
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son parte de la presente invencidn y pueden incluir aceites
comercialmente disponibles tales como NEOBEE® y otros. Un
aceite metabolizable particularmente adecuado es escualeno. E!
escualeno (2,6,10,15,19, 23-Hexametil-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno) es un aceite insaturado el cual se encuentra
en grandes cantidades en aceite de higado de tiburén, en
cantidades menores en aceite de oliva, aceite de germen de
trigo, aceite de semilla de arroz y levadura, y es un aceite para
utilizarse en la presente invencién. El escualeno es un aceite
metabolizable en virtud del lecho de que es un intermediario en
la biosintesis de colesterol (Merck index, 10° Edicién, entrada
no.8619).

Las emulsiones de aceite en agua per se, también son
conocidas en la técnica y han sido sugeridas para ser Utiles
como composiciones adyuvantes (Publicacién de Patente
(EP399843B); también combinaciones de emulsiones de aceite
en agua y otros agentes activos han sido descritas como
adyuvantes para vacunas: Publicaciones de Patente:
WO095/17210; WO98/56414; WO099/12565: WO99/11241 ;
W02006/100109; WO 2006/100110; WO 2006/1001 11 que
describen adyuvantes de emulsién a base de escualeno, a-
tocoferol, y TWEEN 80, opcionalmente formuladas con los
inmunoestimulantes QS21 y/o 3D-MPL). Los adyuvantes a base
de emulsion de aceite en agua han sido descritos, tal como los

descritos en las Publicaciones de Patente WO090/14837;
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WQOQ00/50006; WO2007/080308; WO2007/006939, las cuales
todas forman sistemas de emulsion de aceite (en particular
cuando estan basadas en escualeno) para formar adyuvantes y
composiciones alternativas de la presente invencién.

En una realizacién especifica, la emulsién de aceite en
agua comprende un aceite no téxico, metabolizable, tal como
escualano o escualeno, opcionalmente un tocol tal como
tocoferol en particular alfa tocoferol (y opcionalmente tanto
escualeno como alfa tocoferol) y wun emulsificante (o
tensoactivo) tal como el tensoactivo no iénico TWEEN 80™ o
Polisorbato 80. En una realizaciéon especifica la emulsion de
aceite comprende ademas un esterol tal como colesterol.

Los tocoles (por ejemplo vitamina E) con frecuencia
también se utilizan en adyuvantes de emulsiones de aceite
(Publicaciones de Patente EP0382271 B1; US5667784:
WQ095/17210). Los tocoles utilizados en las emulsiones de
aceite (opcionalmente emulsiones de aceite en agua) de la
presente invencién, se pueden formular como se describe en la
Publicacién de Patente EP0382271 B1, ya que los tocoles
pueden ser dispersiones de gotas de tocol, que comprenden
opcionalmente un emulsificante, de opcionalmente menos de 1
micra de diametro. Como alternativa los tocoles se pueden
utilizar en combinaciéon con otros aceites para formar la fase de
aceite de una emulsién de aceite. Los ejemplos de emulsiones

de aceite que se pueden utilizar en combinacién con el tocol se
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describe en la presente invencién, tal como los aceite
metabolizables descritos anteriormente.

El método para producir emulsiones de aceite en agua es
bien conocido para los expertos en la técnica. Comunmente el
método comprende mezclar la fase de aceite con un tensoactivo
tal como una solucién PBS/TWEENSO™ seguido de
homogenizacién utilizando un homogeneizador, y quedara claro
para un experto en l|la técnica que puede ser adecuado un
meétodo que comprenda pasar la mezcla dos veces a través de
una aguja de jeringa para homogenizar pequefios volimenes de
liquido. De igual manera, el proceso de emulsificacion en el
microfluidizador (maquina M110S Microfluidics, maximo 50
pases durante un periodo de 2 minutos en una entrada de
presién maxima de 6 bar (presién de salida de
aproximadamente 850 bar)) puede ser adaptado por un experto
en la técnica para producir volimenes menores o mayores de
emulsién. La adaptacién se puede lograr mediante
experimentacién de rutina que comprende la medicién de la
emulsion resultante hasta que se logra una preparacién con
gotas de aceite del diametro requerido.

En una emulsién de aceite en agua, el aceite y el
emulsificante deben estar en un transportador acuoso. EI
transportador acuoso puede ser por ejemplo, solucién salina
amortiguada por fosfato.

El tamafo de las gotas de aceite encontrado dentro de la

%
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emulsion de aceite en agua estable, es opcionalmente menor a
1 micra, puede estar dentro del rango substancialmente de 30
a 600 nm, opcionalmente substancialmente alrededor de 30 a
500 nm de didmetro, y opcionalmente substancialmente de 150
a 500 nm de diametro, y en particular de aproximadamente 150
nm de diametro, tal como se mide mediante espectroscopia de
correlaciéon de fotones. A este respecto, el 80% de las gotas de
aceite por numero, debe estar dentro de los rangos,
opcionalmente mayores al 90% y opcionalmente mayores al 95%
de las gotas de aceite por nimero, estan dentro de los rangos
de tamafio definidos.

Un aspecto clave de la presente invencién es el hecho de
que los componentes presentes en el adyuvante de las
composiciones inmunogénicas estan en cantidades menores que
las que han sido consideradas previamente como utiles, en
forma adecuada a menos de 11 mg de aceite metabolizable (tal
como escualeno), por ejemplo entre 0.5 y 11 mg, 0.5 y 10 mg o
0.5y 9 mg, y debajo de 5 mg de agente de emulsificacién (en
forma adecuada tal como monooleato de sorbitano de
polioxietileno), por ejemplo entre 0.1 y 5 mg, por dosis para
humano de la composicién inmunogénica. En forma adecuada el
tocol (por ejemplo alfa a tocoferol) cuando estid presente esta
en una dosis menor a 12 mg, por ejemplo entre 0.5 y12 mg. La
composicién adyuvante de la presente invencién comprende un

adyuvante de emulsion de aceite en agua, en forma adecuada la
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emulsién comprende un aceite metabolizable en una cantidad
de entre 0.5 y 10 mg, y un agente de emulsificacién en una
cantidad entre 0.4 y 4 mg, y opcionalmente un tocol en una
cantidad entre 0.5 y11 mg. En forma adecuada la emulsién tiene
gotas de aceite de las cuales al menos el 70%, en forma
adecuada al menos el 80% en intensidad tienen diametros
menores a 1 um.

La presente invencién proporciona por lo tanto una dosis
para humano de una composicién inmunogénica adyuvantada,
en donde el adyuvante comprende un adyuvante de emulsién de
aceite en agua que comprende un aceite metabolizable, en
forma adecuada escualeno, en un nivel inferior a 11 mg por
dosis para humano, en forma adecuada entre 0.5 a 11 , 0.5 a
10, 0.5 a9, 1a10,1a11,2a10, 4 a8, o4.5a 5.5 (por
ejemplo, 2 a3, 5a 6,09 a 10 mg) de aceite metabolizable por
dosis de humano. En otra realizacién , la presente invencién
proporciona una dosis para humano de wuna composicién
inmunogénica adyuvantada, en donde el adyuvante comprende
un adyuvante de emulsién de aceite en agua que comprende un
agente de emulsificacién, en forma adecuada un monooleato de
sorbitano de polioxietileno (tal como Tween 80 o Polisorbato
80™), en un nivel menor a 5 mg por dosis para humano, en

forma adecuada entre 0.1 a 5, 0.2 a5, 0.3 a 5 0.4 a5, 0.5a4,

1a202a3mg(porejemp|o,0.4a1.2,2a3o4a5mg)de

~agente de emulsificacion por dosis para humano. AUn en otra
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realizacién , la presente invenciéon proporciona una dosis
humana de una composicién inmunogénica adyuvantada en
donde el adyuvante comprende ademd&s un tocol, en forma
adecuada alfa-tocoferol, en un nivel inferior a 12 mg por dosis
para humano, en forma adecuada entre 0.5 a 12, 10 a 11, 1 a
11, 2a10,4a 9,5 a7 mg (por ejemplo, 10 a 11, 5 a 6, 2.5 a
3.5,1a201a3 mg)de tocol por dosis para humano.

En forma adecuada, una dosis humana de una composicion
inmunogénica de adyuvante de acuerdo con la presente
invencién, es cuando el adyuvante de emulsiéon de aceite en
agua, comprende 4.5 a 5.5 6 5 a 6 mg de aceite metabolizable
(en forma adecuada escualeno), 5 a 7 mg de tocol (en forma
adecuada alfa-tocoferol) y 2 a 3 mg de agente de
emulsificacién, el cual puede ser un tensoactivo no iénico (en
forma adecuada un monooleato de sorbitano de polioxietileno
tal como Tween 80™ o Polisorbato 80™). De acuerdo con otra
realizacién adecuada, una dosis para humano de una
composicién inmunogénica de adyuvante de acuerdo con la
presente invencién, es cuando el adyuvante de emulsién de
aceite en agua comprende 2 a 3 mg de aceite metabolizable (en
forma adecuada escualeno), 2.5 a 3.5 mg de tocol (en forma
adecuada alfa-tocoferol) y 1 a 1.5 mg de agente de
emulsificacién (en forma adecuada un monooleato de sorbitano
de polioxietileno tal como Tween 80™ o Polisorbato 80™). Aun

en otra realizacién , una dosis para humano de una composicién
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inmunogénica de adyuvante de acuerdo con la presente
invencién, es cuando el adyuvante de emulsién de aceite en
agua comprende 0.5 a 1.5 mg de aceite metabolizable (en forma
adecuada escualeno), 0.5 a 1.5 mg de tocol (en forma adecuada
alfa-tocoferol) y 0.25 a 0.75 mg de agente de emulsificacion (en
forma adecuada un monooleato de sorbitano de polioxietileno
tal como Tween 80™ o Polisorbato 80™). En algunos casos,
puede ser conveniente que las vacunas de la presente
invencién contengan ademé&s un estabilizador.

Por el término “dosis para humano” se entiende una dosis
de composicién de influenza (después de mezclar el adyuvante
y los componentes del antigeno) que se suministran a un
volumen adecuado para uso humano. Generalmente esto es
entre 0.25 y 1.5 ml. En una realizacién , una dosis para humano
es de aproximadamente 0.5 ml. AUn en otra realizacién , una
dosis para humano es mayor a 0.5 ml, por ejemplo
aproximadamente 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 o aproximadamente 1 ml. En
una realizacién adicional, una dosis para humano es entre 1 ml
y 1.5 ml. En otra reélizacién , en particular cuando la
composicién inmunogénica es para poblacién pediatrica, una
dosis para humano puede ser menor a 0.5 ml, por ejemplo entre
0.25 y 0.5 ml o exactamente 0.1 ml, 0.2 ml, 0.25 ml, 0.3 ml 6
0.4 mil. La presente invencién esta caracterizada porque cada
uno o todos los componentes individuales del adyuvante dentro

de la composicién inmunogénica esta/estan en un nivel inferior
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al considerado previamente como util y es/son normalmente
como se describid anteriormente. Las composiciones
particularmente adecuadas comprende los siguientes
componentes de adyuvante a/a (o/w) en las siguientes
cantidades en el volumen final de dosis para humano (en forma
adecuada de aproximadamente 0.5 ml o aproximadamente 0.7
ml)

(Tabla 1):

Tabla 1A - Adyuvantes a base de emulsién al/a (o/w)

especificos de acuerdo con la presente invencién

Adyuvante | Adyuvante [ Adyuvante | Adyuvante| Adyuvante | Adyuvante [ Adyuvante | Adyuvante
A B E F C H G D

emulsién ala” 1254 | 100l | 83.33pl | 625 | 50pl | 4167yl [ 31.25u [ 25yl

Componentes:

566.2) | (455.0) | (38:42) | (2831) | @3-25) | (1.92.1) | (1.4-18) | (1.1-1.25)

5.35 4.28 3.57 2.68 2.14 1.78 1.34 1.07

Escualeno (Ma) | (s 1.56) | @145 | (34375 | 2528) | 20225 | (1709 | (1314 (10-1.1)

Polisorbato 80 & 243 1.94 1.62 1.21 0.97 0.81 0.61 0.49
Tween 80 (mg) (2.3-2.6) | (1.8-2.0) (1.5-1.7) | (1.1-1.3) | (0.9-1.0) | (0.8-0.9) |(0.58-0.64)| (0.47-0.51)

*los volumenes a/a (o/w) adecuados se proporcionan para
ilustracién pero no son limitantes

() entre paréntesis son rangos adecuados (+/-5%) alrededor del
valor anterior.

Tabla 1B - Adyuvantes a base de emulsién ala (o/w)

especificos de acuerdo con la presente invencién

o\
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Adyuvante | Adyuvante | Adyuvante| Adyuvante | Adyuvante | Adyuvante | Adyuvante | Adyuvante
I J K L M N 0] p

Componentes:

Span 85 (mg) 0.59 0.47 0.39 0.29 - 0.24 0.2 0.15 0.12
(0.56-0.62)|(0.45-0.49) | 0.37-0.41) | (0.28-0.3) |(0.23-0.25)|(0.19-0.21)| (0.14-0.16) | (0.11-0.13)
Escualeno (mg) 4.88 3.9 3.25 244 1.95 1.63 1.22 0.98
(46:5.1) | (374.1) | (3.1-34) | (23-26) |(1.85-2.05)| (1.55-1.7)] (1.2-1.3) | (0.9-1.9)
Polisorbato 80 o |  0.59 0.47 0.39 0.29 0.24 0.2 0.15 0.12
Tween 80 (mg)  |(0.56-0.62)|(0.45-0.49)|(0.37-0.41) | (0.26-0.3) [(0.23-0.25)|(0.19-0.21)(0.14-0.16) | (0.11-0.13)

Adyuvante | Adyuvante | Adyuvante| Adyuvante | Adyuvante | Adyuvante | Adyuvante| Adyuvante
Q R S T U v w X

Componeéntes:

Span 85 (mg) 0.84 0.67 0.56 0.42 0.34 0.28 0.21 0.17
(08-0.9) | (0.64-0.7) | (0.53-06) | (0.4-0.44) | (0.320.36) | (0.270.3) [ (0.2-0.22) | (0.16-0.18)

* |Escualeno (mg) 488 3.9 3.25 244 1.95 1.63 1.22 0.98
(465.1) | (374.1) | (3.1-34) | (2.3-26) | (1.85-2.05) |(1.55-1.7)| (1.2-1.3) | (0.9-1.9)
Polisorbato 80 o | 0.84 0.67 0.56 0.42 0.34 028 | 021 0.17
Tween 80 (mg) | (08-0.9) | (0.64-0.7) | (0.53-06) | (0.4-0.44) | (0.32:0.36) | (0.27-0.3) | (0.20.22) | (0.16-0.18)

L I l l | l | I | |

() entre paréntesis son rangos adecuados (+/-5%) alrededor del

valor anterior (+/-5%).

Todos los valores numéricos proporcionados (por ejemplo,
en % o en mg) que incluyen los de la tabla 1, debe entenderse
que permiten una variacion del 5%, es decir, 4.88 mg de
escualeno, debera quedar entendido que significa entre 4.64 a
5.12 mg.

Una dilucién previa de cada componente (emulsién ala ala
(o/w) y antigeno) puede llevarse a cabo para producir una
vacuna adyuvantada que suministre la cantidad HA requerida y
la cantidad de componente de adyuvante requerida.

En un aspecto de la presente invencion, la emulsién de a/a



10

15

20

25

39

(o/w) de la vacuna adyuvantada de la presente invencién (ya
sea diluida previamente o no) puede agregarse en un volumen
que no exceda, o en forma adecuada menor a una mitad del
volumen de dosis total. A manera de ilustraciéon, se
proporcionan voliumenes adecuados (por ejemplo, que fluctuan
de 125 pl a 25 pl) para el componente de emulsién de las
formulaciones A a H ilustradas en la tabla 1A. Por consiguiente
en un aspecto de la presente invencién, se proporciona un
meétodo para elaborar una vacuna de influenza adyuvantada que
comprende el paso de mezclar en adiciones un primer volumen
de una emulsién de aceite en agua y un segundo volumen de
una suspensidén acuosa que comprende un virus de influenza o
una preparacion antigénica del mismo, en donde el segundo
volumen es mayor al segundo volumen. En forma adecuada el
primer volumen de emulsiéon a/a (o/w) se obtiene después de la
dilucién de una emulsiéon concentrada.

Como alternativa, los volumenes substancialmente iguales
(ya sea después de una dilucién previa o no) de emulisiéon ala
(o/w) y suspension de antigeno se mezclan para producir las
composiciones de vacuna adyuvantadas de la presente
invencién. EI volumen respectivo de cada componente
normalmente estara en un exceso maximo del 10% al del otro
componente (por ejemplo la proporcién de emulsién de
adyuvante: suspensién de antigeno de 1:1.1 a 1.1:1 ), en forma

adecuada en un exceso maximo del 5% (es decir una proporcién
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de emulsién a/a (o/w) suspension de antigeno de 1:1.05 a
1.05:1), en forma adecuada con un exceso maximo de 2.5% (es
decir proporciéon de emulsién de adyuvante: suspensién de
antigenos de 1:1.025 a 1.025:1). Por consiguiente en otro
aspecto de la presente invencién, se proporciona un método
para elaborar una vacuna de influenza adyuvantada que
comprende el paso de mezclar en adiciones volumenes
substancialmente iguales de una emulsién de aceite en agua y
una suspension acuosa que comprende un virus de influenza o
preparacion antigénica del mismo. En forma adecuada el primer
volumen de emulsién a/a (o/w) se obtiene después de la
dilucién de una emulsién concentrada.

Aun en otra realizacién el adyuvante de emulsién a/a
(o/w) de la vacuna adyuvantada de la presente invencion, se
agrega en un volumen que excede la mitad del volumen de
dosis total. Por consiguiente en otro aspecto de la presente
invencién, se proporciona un método para elaborar una vacuna
de influenza adyuvantada que comprende el paso de mezclar en
adiciones un primer volumen de una emulsién de aceite en agua
y un segundo volumen de una suspensién acuosa que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica
del mismo, en donde el primer volumen es mayor al segundo
volumen. En forma adecuada el primer volumen de la emulsién

a/a (o/w) se obtiene después de la dilucién de una emulsién

concentrada.
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En los tres métodos, las cantidades de componentes de
emulsién y opcionalmente HA en el volumen de dosis humana
final son inferiores a los considerados previamente como Uutiles,
y son reivindicados en la presente invencién. En forma
adecuada existen en las cantidades especificas tal como se
reivindican en la presente invencion.

La cantidad de cada componente individual dentro de la
vacuna puede expresar un porcentaje de la composicién de
vacuna total, es decir en % (v/v) o en % (p/v). Las siguientes
figuras de conversion seran conocidas para los expertos en la
técnica y pueden ser aplicadas: escualeno 0.855 g/ml, alfa-
tocoferol 0.949 g/ml, polisorbato 80 1.080 g/ml, y Span 85 0.94
g/ml.

Por consiguiente, el aceite metabolizable (en forma
adecuada escualeno) estd presente en la composiciéon de
vacuna en una cantidad de 0.5% a 2%, en forma adecuada 0.25
a2 0025a175 005a165 006a15 008a1.401a
1.25% (p/v) de aceite del volumen de vacuna total. En otra
realizacion especifica, el aceite metabolizable (en forma
adecuada escualeno) estad presente en una cantidad final de
aproximadamente 1.25%, o aproximadamente 0.6% (p/v) del
volumen total de la composicién de vacuna. En otra realizacidn
especifica, el aceite metabolizable estd presente en una
cantidad final de 0.25% (p/v) del volumen de vacuna total.

La cantidad de tocol puede expresarse como un porcentaje
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del volumen de la composicion de vacuna total. En forma
adecuada el tocol estd presente en la composicién de vacuna
en una cantidad de 0.25% a 2% (p/v) del volumen total de la
composicion inmunogénica, por ejemplo, 0.25 a 2 comprende
0.25a 2,6 0.2521.75 00.5a 165 606a15 00.8a1.4%6
1 a 1.25 % (p/v) de toco!l del volumen de vacuna total. En una
realizacién de la presente invencién, el tocol estd presente en
una cantidad de entre 0.2% y 2% (v/v) del volumen total de la
composicién de vacuna, o en una cantidad de 1.25% (v/v) en un
volumen de dosis de vacuna de 0.5 ml. En una realizacién
especifica, el tocol estd presente en una cantidad final de
aproximédamente 1.25% del volumen total de la composicion
inmunogénica. En otra realizacién especifica, el tocol esta
presente en una cantidad de 0.25% (v/v) del volumen de vacuna
total 6 1.25% (v/v) en el volumen de dosis de vacuna de 0.5 ml
6 0.9% (v/v), en un volumen de dosis de vacuna de 0.7 ml, é
0.5% (v/v) en una dosis de vacuna de 0.5 ml 6 0.35 a 0.37 %, 6
0.36% en una dosis de vacuna de 0.7ml.

En una realizacién de la presente invencién, el agente de
emulsificacion estd presente en una cantidad de 0.1 a 5, 0.2 a
5 0.3 a5, 0.4 a5, 0.4a12 05a4,1a2 2a3064ab5mg,
por dosis para humano. Cuando esta presente mas de un agente
de emulsificacién, tal como cuando Tween80 y Span85 ambos
estan presentes, la cantidad reivindicada quedara entendido

que sera la cantidad total del agente de emulsificacion. La
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cantidad de agente de emulsificacién puede expresarse como
un porcentaje del volumen de composicién de la vacuna total.
En forma adecuada el agente de emulsificacién esta presente
en la composicién de vacuna en una éantidad de 0.125 a 0.8%
(p/v) del volumen total de la composicién inmunogénica, tal
como en 0.08 a .05, 0 0.1 a 0.7, 6 0.2 a 0.6, 6 0.25 a 0.55, 6
0.3 a 0.52 6 0.4 a 0.5% (p/v) del volumen de vacuna total. En
una realizacion especifica, el agente de emulsificacién esta
presente en una cantidad de 1%, 0.5% 6 0.2% (p/v) del volumen
de la composiciéon de vacuna total.

En una realizacion especifica, el volumen de dosis de
vacuna de 0.5 ml contiene 0.5% (b/w) Tween 80, y un volumen
de dosis de vacuna de 0.7 ml contiene 0.35% (p/w) Tween 80.
En otra realizacién especifica, una dosis de vacuna de 1 0.5 ml
contiene 0.2% (p/w) de agente de emulsificacién y a 0.7 ml
dosis de wvacuna contiene 0.14% (p/w) de agente de
emulsificacién. Span 85 (trioleato de sorbitano) también puede
estar presente en un nivel de 0.1 a 1% en la emulsién utilizada
en la presente invencién, en forma adecuada en
aproximadamente 0.5% o menos. En una realizacién especifica,
Span 85 cuando estad presente se agrega a la composicién en
un porcentaje idéntico al del polisorbato 80.

En algunos casos puede ser conveniente que las
composiciones inmunogénicas y las vacunas de la presente

invencién contengan ademas un estabilizador, por ejemplo otros
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emulsificantes/tensoactivos, incluyendo acido carprilico (merck
index 10° Edicién, entrada no. 1739), por ejemplo Tricaprilin.

La presente invencién proporciona ademas una
composicién adyuvante que comprende Ilos componentes
individuales tal como se define en la presente invencién
anteriormente y en la cantidad definida anteriormente, por
ejemplo pero no de manera exclusiva tal como se ilustra en la
tabla 1. Normalmente dicha composicién adyuvante estara en un
volumen adecuado de dosis para humano. Cuando el adyuvante
esta en una forma liquida que serda combinada con una forma
liquida de una composicién antigénica, la composicién
adyuvante estara en un volumen adecuado de dosis para
humano la cual es una fracciéon del volumen final proyectado de
la dosis para humano, tal como por ejemplo aproximadamente la
mitad del volumen final proyectado de la dosis para humano,
por ejemplo un volumen de 360 ul de una dosis para humano
proyectada de 0.7ml, o un volumen de 250 ul de una dosis para
humano proyectada de 0.5 ml. Si la dosis de vacuna humana
incrementa, se pretende que la cantidad (en mg) de los
componentes de adyuvante permanezcan son cambio a través
de este incremento de volumen de dosis, simplemente
haciéndola mas diluida. La composicién adyuvante se diluye
como segun se necesita, cuando se combina con la composicién
de antigenos para proporcionar la dosis para humano final de la

vacuna. El volumen final de dicha dosis por supuesto variaréa
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dependiendo del volumen inicial de la composicién adyuvante y
el volumen de la composicién de antigeno agregada a la
composicién adyuvante.

En una realizaciéon alternativa, el adyuvante liquido se
utiliza para reconstituir una composicién de antigeno liofilizada.
En esta realizacién , el volumen adecuado de dosis para
humano de la composicién adyuvante es de aproximadamente
igual al volumen final de la dosis para humano. La composicién
adyuvante liquida se agrega al frasco que contiene la
composicién de antigeno liofilizada. La dosis para humano final
puede variar entre 0.5y 1.5 ml. En una realizacién particular, la
dosis para humano es de aproximadamente 0.5 ml o
aproximadamente 0.7 ml, en esta realizacién , la composicién
de vacuna de la presente invencién comprendera un nivel de
aceite metabolizable menor a 11 mg o en las cantidades
definidas anteriormente, por ejemplo en forma adecuada entre
0.5a 11, 1a 11 ,2a10,4 a8, 05a6 mg (por ejemplo, 2 a 3,
5 a6, 09 a10 mg por 0.5 ml de dosis para humano, en forma
adicional en esta realizacién , una composicién adyuvante de la
presente invencion comprendera un nivel de aceite
metabolizable menor a 11 mg, o en las cantidades definidas
anteriormente, por ejemplo en forma adecuada entre 0.5 a 11, 1
a11,2a10,4é8,05a6mg(porejemplo,233,5a6,693
10 mg) o de aceite metabolizable por 250 ul de composicién

adyuvante, o por 500 yl de composicién adyuvante dependiendo
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de si la composicion adyuvante esta proyectada para estar
combinada con un liquido o composicion de antigeno en forma
respectiva. De igual manera, en la realizacién particular en
done la dosis para humano es 0.5 ml, en esta realizacidén la
composicién de vacuna de la presente invencién comprendera
un nivel de agente de emulsificante, en forma adecuada un
monooleato de sérbitano de polioxietileno (tal como Tween 80™
o Polisorbato 80™), en un nivel inferior a 5 mg por dosis para
humano, en forma adecuada entre 0.1 a 5, 0.2 a 5, 0.3 a5, 0.4
ad, 05a4, 62 a3 mg (porejemplo,0.4a1.2, 2a364ahs
mg) de agente de emulsificante por 0.5 ml de dosis para
humano, ademés en esta realizacién , una composicién
adyuvante de la presente invencién comprendera un nivel de de
agente de emulsificacion, en forma adecuada monooleato de
sorbitano de polioxietileno (tal como Tween 80.TM o Polisorbato
80™), en un nivel inferior a 5 mg por dosis para humano, en
forma adecuada entre 0.1 a5, 0.2a5,0.3a5, 0.4a 5, 0.5 a 4,
6 2 a3 mg (por ejemplo, 0.4 a1.2,2a304a5s5 mg) de agente
de emulsificante por 250 ul de composicidn adyuvante, o por
500 pl de composicién adyuvante dependiendo de si la
composicion adyuvante pretende ser combinada con una
composicion de antigeno liquida o liofilizada, respectivamente.
En forma similar, en la realizacién en particular en donde la
dosis para humano es de 0.5 ml, en esta realizacion , la

composicién de vacuna de la presente invencién comprendera
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un nivel de tocol, en forma adecuada alfa-tocoferol, en un nivel
inferior a 12 mg por dosis para humano, en forma adecuada
entre 0.5 a 12, 1 a 11,2 a 10,4 a 9, 5a 7 mg (por ejemplo, 10
a11,5a6,25a35 61 a3 mg)de tocol por 0.5ml de dosis
para humano, ademds en la presente realizacién una
composicion adyuvante de la presente invencién comprendera
un nivel de tocol, en forma adecuada alfa-tocoferol, en un nivel
inferior a 12 mg por dosis para humano, en forma adecuada
entre 0.5 a 12, 1a 11,2 a 10,4 a9, 5a7 mg (por ejemplo, 10
a 11,5 a6, 25 a 35 61 a3 mg) de tocol por 250 ul de
composicién adyuvante, o por 500 yl de composicién adyuvante
dependiendo de si la composicién adyuvante esta proyectada
para ser combinada con una composicién de antigeno liquida o
liofilizada, respectivamente.

Opcionalmente la proporcién de aceite (por ejemplo,
escualeno): tocol (por ejemplo, a-tocoferol) es igual o menor a
1, ya que esto proporciona una emulsiéon mas estable.

En algunos casos, puede ser conveniente que las vacunas
de la presente invencion contengan ademas un estabilizador.

La dosis de los componentes en la cual el adyuvante se
opera en la composicién inmunogénica, tiene la capacidad
adecuada de aumentar una respuesta inmune a un antigeno en
un humano. En particular, una cantidad adecuada de aceite
metabolizable, tocol y monooleato de sorbitano de polioxietileno

es la que mejora el potencial inmunolégico de la composicién en
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comparaciéon con la composicién o adyuvantada, o es la que
proporciona un potencial inmunoldgico similar al obtenido con la
composicién adyuvantada con una composicién adyuvante, que
comprende otra cantidad - superior - de dichos componentes, en
una poblacién humana objetivo, y al mismo tiempo es aceptable
desde un punto de vista de perfil de reactogenicidad.
Inmunoestimulantes opcionales

En una realizacién especifica de acuerdo con la presente
invencion, el adyuvante es un adyuvante de emulsién de aceite
en agua que comprende un aceite metabolizable tal como
escualeno, un tocol tal como alfa-tocoferol y un tensoactivo tal
como polisorbato 80, en las cantidades definidas anteriormente,
y no contiene cualesquiera inmunoestimulante(s) adicionales,
en particular no contiene un derivado de lipido A no téxico (tal
como 3D a MPL) o una saponina (tal como QS21).

En otra realizacion de la presente invencién, se
proporciona una composicién de vacuna que comprende un
antigeno o composicion de antigeno de una composicion
adyuvante que comprende una emulsién de aceite en agua y
opcionalmente uno o méas inmunoestimulantes adicionales, en
donde la emulsién de aceite en agua comprende de 0.5 a 10 mg
de aceite metabolizable (en forma adecuada escualeno), 0.5 a
11 mg de tocol (en forma adecuada alfa-tocoferol) y 0.4 a 4 mg
de agente de emulsificacion.

En una realizacién especifica el adyuvante de emulsién de

\9
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aceite en agua comprende opcionalmente uno o més adyuvantes
o inmunoestimulantes adicionales ademas de QS21 y/o MPL.

En otra realizacién especifica, el adyuvante de emulsién
de aceite en agua y la composicién inmunogénica comprenden
ademas un inmunoestimulante adicional el cual es wun
lipopolisacarido, en forma adecuada un derivado no téxico de
lipido A, particularmente lipido A de monofosforilo o mas
particularmente lipido A de monofosforilo 3-desacilado (3D a
MPL). 3D a MPL se vende bajo el nombre comercial de MPL de
GlaxoSmithKline Biologicals N.A. y es referido a lo largo del
documento como MPL o 3D a MPL. Ver, por ejemplo, las
Publicaciones de Patente 4,436,727; 4,877,611; 4,866,034 y
4,912,094. 3D a MPL promueve principalmente las respuestas
de célula T CD4+ con un fenotipo IFN a g (Th 1). 3D a MPL
puede producirse de acuerdo con los métodos descritos en la
Publicacion de Patente GB2220211 A. Quimicamente es una
mezcla de lipido A de monofosforilo 3-desacilado con 3, 4, 5 6 6
cadenas aciladas. En las composiciones de la presente
invencién, se puede utilizar 3D a MPL de particula pequefia. 3D
a MPL de particula pequefia tiene un tamafo de particula de
modo que pueda ser filtrado-estéril a través de un filtro 0.22
pm. Dichas preparaciones de describen en la Publicacién de
Patente W0O94/21292.

El lipopolisacarido, tal como 3D a MPL, se puede utilizar

en cantidades entre 1 y 50 ug, por dosis para humano de la
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composicién inmunogénica. Dicho 3D a MPL se puede utilizar
en un nivel de aproximadamente 25 pug, por ejemplo entre 20 a
30 pg, en forma adecuada entre 21 a 29 pg o entre 22 y 28 pg o
entre 23 y 27 pyg o entre 24 y 26 ug, 6 25 ug. En otra
realizacién , la dosis para humano de la composicién
inmunogénica comprende 3D a MPL en un nivel de
aproximadamente 10 pg, por ejemplo entre 5y 15 ug, en forma
adecuada entre 6 y 14 ug, por ejemplo entre 7y 13 ug o entre 8
y 12 yg o entre 9y 11 ug, o 10 ug. En una realizacion adicional,
la dosis para humano de la composicion inmunogénica
comprende 3D a MPL en un nivel de aproximadamente 5 ug, por
ejémplo entre 1y 9 ug, o entre 2 y 8 uyg o en forma adecuada
entre 3y 7pnug o4y 6 ug, o5 ug.

En otra realizacién , los derivados sintéticos de lipido A se
utilizan como un inmunoestimulante adicional opcional, siendo
descritos algunos como agonistas TLR e incluyen pero no se
limitan a:

OoOM174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-[(R)-3-
dodecanoiloxitetra-decanoilamino]-4-o-fosfono-B-D-
glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]-a-D-
glucopiranosildihidrogenfosfato), (WO 95/14026)

oM 294 DP (38, 9 R)-3-a [(R)-
dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1,10-

bis(dihidrogenofosfato) (WO99/64301 y WO 00/0462)
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OM 197 MP-Ac DP 10-(6-aminohexanoato) de (3S-, 9R)-3-
[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo0-5-aza-9-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1-dihidrogenofosfato
(WO 01/46127).

Otros ligandos TLR4 que se pueden utilizar son fosfato de
Glucosaminida de alquilo (AGPs) tal como los descritos en las
Publicaciones de Patente en WO09850399 o US6303347
(también se describen procesos para la preparacion de AGPs),
en forma adecuada RC527 o RC529 o sales farmacéuticamente
aceptable de AGPs tal como se describe en la Publicacién de
Patente US6764840. Algunos AGPs son agonistas TLR4, y
algunos son antagonistas TLR4. Ambos se consideran utiles
como adyuvantes.

Otros ligandos TLR-4 adecuados con la capacidad de
originar una respuesta de sefializacién a través de TLR-4
(Sabroe y asociados, JI 2003 p1630-5) son,‘ por ejemplo,
lipopolisacarido de la bacteria gram-negativa y sus derivados, o
fragmentos de la misma, en particular un derivado no téxico de
LPS (tal como 3D-MPL). Otros agonistas TLR adecuados son:
proteina de impacto de calor (HSP) 10, 60, 65, 70, 75 6 90;
proteina A y tensoactivo, oligosacaridos de hialuronano,
fragmentos de sulfato de heparan, fragmentos de fibronectina,
péptidos de fibrinégeno y b-defensin-2, dipéptido de muramilo
(MDP) o proteina F del virus sincitial respiratorio. En una

realizacién el agonista TLR es HSP 60, 70 6 90. Otros ligandos
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TLR-4 adecuados son como se describe en la Publicacién de
Patente WO 2003/011223 y en WO 2003/099195 tal como el
compuesto |, compuesto Il y compuesto Il descritos en las
paginas 4 y 5 de la Publicaciéon de Patente W0O2003/01 1223 o
paginas 3 y 4 dela Publicacién de Patente W0O2003/099195 y en
particular los compuestos descritos en la Publicacién de
Patente WO02003/011223 como ER803022, ER803058,
ER803732, ER804053, ER804057, ER804058, ERS804059,
ER804442, ER804680, y ER804764. En forma adecuado el
ligando es TLR-4 es ER804057.

Los receptores tipo-Toll (TLRs) son receptores de
transmembrana tipo |, conservados en forma evolutiva entre
insectos y humanos. Se han establecido diez TLRs (TLRs 1-10)
(Sabroe y asociados, JI 2003 p1630-5). Los miembros de la
familia TLR tiene dominios extracelulares e intracelulares
similares; sus dominios extracelulares han demostrado tener
leucina-alto contenido de secuencias de repeticién y sus
dominios intracelulares son similares a la region intracelular del
receptor de interleucina-1 (IL-1 R). Las células TLR se
expresan en forma diferencial entre células inmune y otras
células (incluyendo células epiteliales vasculares, adipocitos,
miocitos cardiacos y células epiteliales intestinales). El dominio
intracelular de los TLRs pueden interactuar con la proteina
adaptadora Myd88, la cual también posee el dominio IL-1R en

su regién citoplasmica, conduciendo la activacion NF-KB de
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citocinas; esta trayectoria Myd88 es una forma a través de la
cual la liberacién de citocina se efectia mediante la activacién
de TLR. La expresion principal de TLRs estd en los tipos
celulares tales como células que presentan antigenos (células
dendriticas, macréfagos, etc).

La activacion de células dendriticas, mediante |Ia
estimulacion a través de TLRs, conduce a la maduracién de
celulas dendriticas, y en la produccién de citocinas
inflamatorias tales como IL-12. La investigacién llevada a cabo,
ha descubierto que TLRs reconoce diferentes tipos de
agonistas, aunque algunos agonistas son comunes para
diversos TLRs. Los agonistas TLR son derivados
predominantemente de bacterias o viruses, e incluyen
moléculas tales como flagelina o liposacarido bacteriano (LPS).
Por el término “agonista TLR” se entiende un componente el
cual tiene la capacidad de originar una respuesta de
seflalizacién a través de una trayectoria de sefalizacién TLR,
ya sea como un ligando directo o indirectamente a través de la
generacién de un ligando endégeno o exdégeno (Sabroe vy
asociados, JI 2003 p1630-5).

En otra realizacién, otros agonistas naturales o sintéticos
de moléculas TLR, se utilizan como inmunoestimulantes
adicionales. Estos pueden incluir, pero no se limitan a
agonistas de TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9.

Por consiguiente, en una realizacion, la composicién

WY
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adyuvante e inmunogénica comprende ademas un
inmunoestimulante adicional el cual se selecciona del grupo que
consiste en: un agonista TLR-1, un agonista-TLR-2, agonista
TLR-3, agonista TLR-4, un agonista TLR-5, un agonista-TLR-6,
agonista TLR-7, agonista-TLR-8, agonista TLR-9 o una
combinacién de los mismos.

En una realizacién de la presente invencién, se utiliza un
agonista TLR que tiene la capacidad de originar una respuesta
de sefalizacién a través de TLR-1 (Sabroe y asociados, J| 2003
p1630-5). En forma adecuada, el agonista TLR con la capacidad
de originar una respuesta de sefializacién a través de TLR-1, se
selecciona de: lipopéptidos tri-acilados (LPs); modulina soluble
en fenol; Mycobacterium tuberculosis LP; S-(2,3-
bis(palmitoiloxi)-(2-RS)-propil)-N-palmitoil-(R)-Cys-(S)-Ser-(S)-
Lys(4)-OH, trihidroclioruro (Pam;Cys) LP el cual mimetiza el
término amino acetilado de una lipoproteina bacteriana y OspA
LP de Borrelia burgdorfei.

En una realizacién alternativa, se utiliza un agonista TLR
que tiene la capacidad de originar wuna respuesta de
sefializacién a través de TLR-2 (Sabroe y asociados, JI 2003
p1630-5). En forma adecuada, el agonista TLR con la capacidad
de originar una respuesta de sefalizacién a través de TLR-2 es
uno o mas de una lipoproteina, un peptidoglican, un lipopéptido
bacteriano de M tuberculosis, B burgdorferi. T pallidum;

peptidoglican de especies que incluyen Stafilococcus aureus;
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acidos lipoteicoicos, acidos manurénicos, Neisseria porins,
fimbriae bacteriana, factores de virulencia Yersina, viriones
CMV, hemaglutinina de sarampién y zimosan de levadura.

En una realizacién alternativa, se utiliza un agonista TLR
que tiene la capacidad de originar una respuesta de
sefalizacién a través de TLR-3 (Sabroe y asociados, JI 2003
p1630-5). En forma adecuada, el agonista TLR que tiene la
capacidad de originar una respuesta de sefalizacién a través de
TLR-3, es ARN de hebra doble (dsARN), o acido poliinosinico-
policitilico (Poli IC), un patrén de &acido nucleico molecular
asociado con infeccién viral.

En una realizaciéon alternativa, se utiliza un agonista TLR
que tiene la capacidad de originar una respuesta de
sefalizacién a través de TLR-5 (Sabroe y asociados, JI 2003
p1630-5). En forma adecuada el agonista TLR que tiene la
capacidad de originar una respuesta de sefializacién a través de
TLR-5 es flagelina bacteriana.

En una realizacién alternativa, se utiliza un agonista TLR
el cual tiene la capacidad de originar una respuesta de
sefalizacién a través de TLR-6 (Sabroe y asociados, JI 2003
p1630-5). En forma adecuada el agonista TLR que tiene la
capacidad de originar una respuesta de sefializacién a través de
TLR-6, es lipoproteina micobacteriana, LP di-acilado y modulina
soluble en fenol. Se describen agonistas TLR6 adicionales en la

publicacion de WO2003043572.
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En una realizacién alternativa, se utiliza un agonista TLR
el cual tiene la capacidad de originar una respuesta de
sefializaciéon a través de TLR-7 (Sabroe y asociados, J! 2003
p1630-5). En forma adecuada, el agonis‘ta TLR con la capacidad
de originar una respuesta de seﬁalizaciéﬁ a través de TLR-7, es
un ARN de hebra simple (ssARN), loxobirina, un analogo de
guanodina en las posiciones N7 y C8, o un compuesto de
imidazoquinolina o derivado del mismo. En una realizacién , el
agonista TLR es imiquimod. Los agonistas TLR-7 adicionales se
describen en la Publicacion de Patente WO02085905.

En una realizacidén alternativa, se utiliza un agonista TLR
gque tiene la capacidad de originar una respuesta de
sefializacion a través de TLR-8 (Sabroe y asociados, JI 2003
p1630-5). En forma adecuada, el agonista TLR con la capacidad
de originar una respuesta de sefalizacién a través de TLR-8 en
un ARN de hebra simple (ssARN), una molécula de
imidaquizoquinolina con actividad antiviral, por ejemplo
resiqguimod (R848);, resiquimod también tiene la capacidad de
reconocimiento mediante TLR-7. Otros agonistas TLR-8 que
también se pueden  utilizar incluyen los descritos en |la
Publicacién de Patente WO2004071459.

En una realizacién alternativa, se utiliza un agonista TLR
que tiene la capacidad de originar una respuesta de
sefializaciéon a través de TLR-9 (Sabroe y asociados, JI 2003

p1630-5). En wuna realizacién , un agonista TLR-9 con la
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capacidad de originar una respuesta de sefalizacién a través de
TLR-9 es HSP90.

Como alternativa, el agonista TLR con la capacidad de
originar una respuesta de sefalizacién a través de TLR-9, es
ADN bacteriano o viral, ADN que contiene nucleétidos CpG no
metilados, en particular con textos de secuencia conocidos
como motivos CpG. Los oligonucleétidos que contienen CpG
inducen una respuesta predominantemente Th1. Dichos
oligonucleétidos son bien conocidos y se describen por ejemplo
en las Publicaciones de Patente WO 96/02555, WO 99/33488 y
en las Patentes Norteamericanas Numeros 6,008,200 vy
5,6856,462. En forma adecuada, los nucleétidos CpG son
oligonucleétidos CpG. En forma adecuada los oligonucledétidos
para utilizarse en las composiciones inmunogénicas de la
presente invencién son CpG que contienen oligonucledtidos,
opcionalmente que contienen dos o mas motivos CpG de
dinucleétido separados por al menos tres, en forma adecuada al
menos seis 0 mas nucleétidos. Un motivo CpG es un nucleétido
de Citosina seguido de un nucleétido de Guanina. Los
oligonucleétidos CpG de la presente invencién normalmente son
deoxinucleétidos. En una realizaciéon especifica, el
internucleétido en el oligonucleétido es fosforoditioato, o en
forma adecuada un enlace de fosforotioato, a través de un
fosfodiéster y otros enlaces de internucledtido estan dentro del

alcance de la presente invencién. También se incluyen dentro
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del alcance de la presente invencién oligon.ucleétidos con
ligadura de internucle6tido mezcladas. Los métodos para
producir oligonucleétidos de fosforotioato o fosforodi.tioato se
describen en |las Publicaciones de Patente US5,666,153,
US5,278,302 y W095/26204. Los ejemplos de oligonucledétidos
preferidos tienen las siguientes secuencias. Las secuencias
pueden contener ligadura de internucleétido modificadas por
fosforotioato:

OLIGO 1 (SEQ I D NO: 1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT
(CpG 18286)

OLIGO 2 (SEQ ID NO:2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG
1758)

OLIGO 3 (SEQ ID NO:3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC
GGC ACC ACG

OLIGO 4 (SEQ ID NO:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT
(CpG 2006 6 7909)

OLIGO 5 (SEQ ID NO:5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG
1668)

OLIGO 6 (SEQ ID NO:6): TCG ACG TTT TCG GCG CGC GCC G
(CpG 5456)

En forma adecuada se utiliza el esqueleto de fosforotioato
CpG7909 (SEQ ID NO:4). Como alternativa, los oligonucledétidos
CpG ‘ pueden comprender las secuencias especificadas
anteriormente ya que tienen eliminaciones o adiciones a las

mismas, sin consecuencia. Los oligonucleétidos CpG utilizados
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en la presente invencién, pueden ser sintetizados a través de
cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo ver la
publicacion de patente EP 468520). De manera inversa, dichos
oligonucleétidos pueden ser sintetizados utilizando un
sintetizador automatico.

En otra realizacién, el adyuvante y composicién
inmunogénica comprende ademas un adyuvante saponina. Una
saponina particularmente adecuada para utilizarse en |la
presente invencién es Quil A y sus derivados. Quil A es una
preparaciéon de saponina aislada del arbol de América del Sur
de Molina Saponaria Quillaja, y fue descrito primero por
Dalsgaard y asociados en 1974 ("Adyuvantes de Saponina”),
Archiv. fur die gesamte Virusforschung, Vol. 44, Springer
Verlag, Berlin, p243-254) por tener actividad adyuvante. Los
fragmentos purificados de Quil A han sido aislados mediante
HPLC que retiene la actividad adyuvante sin la toxicidad
asociada con Quil A (Publicaciéﬁ de Patente EP 0 362 278), por
ejemplo QS7 y QS21 (también conocido como QA7 y QA21). QS-
21 es una saponina natural derivada de la corteza de saponaria
Molina de Quillaja, que induce las células T citotéxicas (CTLs),
las células Th1 y wuna respuesta de anticuerpo IgG2a
predominante es una saponina preferida dentro del contexto de
la presente invencion. En una forma adecuada de la presente
invencién, el adyuvante dentro de la composicion inmunogénica

es un derivado de saponaria molina quil A, tal como una
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fraccién inmunolégicamente activa de Quil A, tal como QS-17 o
QS-21, en forma adecuada QS-21. En una realizacién las
composiciones de la presente invencién contienen la fraccion de
saponina inmunolégicamente activa en forma substancialmente
pura. En una realizacién , las composiciones de la presente
invencién contienen QS21 en una forma substancialmente pura,
es decir, el QS21 es al menos el 90% puro, por ejemplo al
menos 95% puro, o al menos el 98% puro.

Otras saponinas Uutiles se derivan de plantas Aesculus
hippocastanum o Gyophilla struthium. Otras saponinas que han
sido descritas en la literatura incluyen Escin que ha sido
descrita en el Indice de Merck (doceava edicién: entrada 3737)
como una mezcla de saponina que surgen en la semilla del
arbol de chestnut de caballo, Latin: Aesculus hippocastanum.
Su aislamiento se describe mediante cromatografia vy
purificacién (Fiedler, Arzneimittel-Forsch. 4, 213 (1953)), vy
mediante resinas de intercambio de iones (Erbring y asociados,
Publicacién de Patente US 3,238,190). Las fracciones de escina
han sido purificadas y mostraron ser biolégicamente activas
(Yoshikawa M, y asociados (Chem Pharm Bull (Tokyo) 1996
Agosto;44(8): 1454-1464)). Sapoalbin de Gypsophilla struthium
(R. Vochten y asociados, 1968, J. Pharm. Belg., 42, 213-226)
también es una opcién.

La saponina inmundlégicamente activa tal como QS21, se

puede utilizar en cantidades de entre 1 y 50 ug, por dosis para

W



10

15

20

25

61

humano de la composicién inmunogénica. En forma conveniente
QS21 se utiliza en un nivel de aproximadamente 25 ug, por
ejemplo entre 20 a 30 uyg en forma adecuada 21 a 29 ug o entre
22 a 28 pg o entre 23 a 27 ug o entre 24v a 26 pg, o 25 pg. En
otra realizacién, la dosis para humano de la composiciéon
inmunogénica comprende QS21 en un nivel de apr.oximadamente
10 ug, por ejemplo entre 5 y 15 ug, forma adecuada entre 6 a
14 ug, por ejemplo entre 7 a 13 pg o entre 8 a 12 uyg o entre 9 a
11 pg, o 10 pg. En una realizacién adicional, la dosis para
humano de la composicién inmunogénica comprende QS21 en
un nivel de aproximadamente 5 pg, por ejemplo entre 1 a 9 ug,
o entre 2 a 8 uyg o en forma adecuada entre 3 a7 ugo 4 a 6 ug,
o 5 ug.

La dosis de 3D-MPL y/o QS21 tiene en forma adecuada la
capacidad de aumentar una respuesta inmune para un antigeno
en un humano. En forma particular, una cantidad adecuada de
3D-MPL y/o QS21 es una que mejora el potencial inmunolégico
de la composicién en comparacién con la composicidn
adyuvantada, o} en comparacién con la composicién
adyuvantada con otra cantidad de 3D-MPL o QS21, mientras
que es aceptable desde un punto de vista de reactogenicidad.
Normalmente para administracion a humanos la saponina (por
ejemplo QS21) y/o derivado LPS (por ejemplo 3D-MPL) estan
presentes en una dosis para humano de composiciéon

inmunogénica dentro del rango de 1 ug a 200 ug, tal como 10 a
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50 pg, o 1 uyg a 25 yg por dosis.

En una realizacién especifica, las composiciones
adyuvantes e inmunogénicas de acuerdo con la presente
invencién comprenden una saponina (por ejemplo QS21) y/o un
derivado LPS (por ejemplo 3D-MPL) en una emulsién de aceite
descrita anteriormente junto con un esterol (por .,ejemplo
colesterol). Estos esteroles son bien conocidos en la técnica,
por ejemplo se describe el colesterol se describe en el Indice
de Merck, onceavada edicién, pagina 341 como un esterol que
surge naturalmente encontrado en grasa animal. Ademas, la
emulsién de aceite (en particular la emulsién de aceite en agua)
puede contener Span 85 y/o lecitina y/o tricaprilin. Los
adyuvantes que comprenden una emulsién de aceite en agua,
un esterol y una saponina se describe en la Publicacién de
Patente WO 99/12565. Los ejemplos de inmunoestimulantes
adicionales se describen en la presente invencién y en la
Publicacién de “Diseffio de Vacuna - Subunidad y Método
Adyuvante” 1995, de Pharmaceutical Biotechnology, Volumen 6,
Eds. Powell, M.F., y Newman, MJ. , Plenum Press, Nueva York
y Londres, ISBN 0-306-44867-X.

Cuando se incluye escualeno y una saponina
(opcionalmente QS21) es benéfico también incluir un esterol
(opcionalmente colesterol) a la formulacién ya que esto permite
una reducciéon en el nivel total de aceite en emulsién. Esto

conduce a un costo reducido de fabricacién, mejoria del confort
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general de la vacuna, y también mejorias cuantitativas vy
cualitativas de las respuestas inmune resultantes, tal como
produccién IFN-y mejorada. Por consiguiente, el sistema
adyuvante de la presente invencién normalmente comprende
una proporcién de aceite metabolizable: saponina (p/p) dentro
del rango 200:1 a 300:1, también la presente invencién se
puede utilizar en una forma de “aceite inferior’, en donde el
rango opcional es 1:1 a 200:1, opcionalmente 20:1 a 100:1, o en
forma substancial 48:1, esta vacuna retiene las propiedades de
adyuvante benéficas de todos los componentes, con un perfil de
reactogenicidad muy reducido. Por consiguiente, algunas
realizaciones tiene una proporcion de escualeno: QS21 (p/p)
dentro del rango de 1:1 a 250:1, o 20:1 a 200:1, o 20:1 a 100:1,
o0 substancialmente 48:1. Opcionalmente también se incluye un
esterol (por ejemplo colesterol), presente en una proporcién de
saponina: esterol tal como se describe en la presente
invencién,

Los adyuvantes en donde un inmunoestimulante adicional
es incluido opcionalmente, son particularmente adecuados para
formulacibnes de vacuna para infantes y/o personas de edad
avanzada.

El adyuvante de emulsion de aceite en agua de acuerdo
con la presente invencién por lo tanto puede comprender
opcionalmente 5 a 60, 10 50, o 20-30 ug (por ejemplo 5 a 15, 40

a 50, 10, 20, 30, 40 6 50 upg) de derivado de lipido A (por
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ejemplo 3D-MPL). El adyuvante de aceite en agua puede
contener opcionalmente 0.025 a 2.5, 0.05 a 1.5, 0.075 a 0.75,
0.1 a2 0.3, 00.125 a 0.25 mg (por ejemplo 0.2 a 0.3, 0.1 a 0.15,
0.25 6 0.125 mg) de esterol (por ejemplo colesterol), 1 a 60, 10
a 50, o0 20 a 30 pg (por ejemplo 1 a 10, 5 a 15, 40 a 50, 10, 20,
30, 40 6 50 pg) de derivado de lipido A (por ejemplo 3D-MPL o
cualquier derivado sintético de lipido A) y 1 a 60, 10 a 50, o 20
a 30 uyg (por ejemplo 1 a 10, 5 a 15, 40 a 50, 10, 20, 30, 40 ¢
50 pg) de saponina (por ejemplo QS21).
Cepas virales de influenza y antigenos de influenza,
regimenes de vacunacion, dosificacién y criterios de
eficacia

El virus de influenza o la preparacién antigénica del
mismo puede ser derivada de huevos o derivada de cultivo
celular. Por ejemplo, el antigeno de virus de influenza o
preparaciones antigénicas del mismo de acuerdo con la
presente invencién, se pueden derivar del método de huevos
embrionados convencional, creciendo el virus de influenza en
huevos y purificando el fluido alantoico recolectado. Los huevos
pueden ser acumulados en grandes cantidades en un periodo
corto. Como alternativa, puede derivarse de cualesquiera de los
metodos de nueva generacion utilizando células o cultivos
celulare§ para crecer el virus o expresar los antigenos de
superficie del virus de influenza recombinante. Los substratos

de célula adecuados para crecer el virus, incluyen por ejemplo



oe

10

15

20

25

65

células de rifién de perro tal como MDCK o ceéelulas de un clon
de MDCK, células tipo MDCK, células de riién de mono tal
como células AGMK incluyendo células Vero, lineas celulares
de cerdo adecuadas, o cualquier otro tipo de célula de mamifero
adecuada para la produccién de virus de influenza con
propdsitos de vacunas. Los substratos de célula adecuados
también incluyen células humanas por ejemplo MRC-5 o la linea
de célula Per.C6. Los substratos de célula adecuados no se
limitan a lineas celulares; por ejemplo células primarias tales
como fibroblastos de embrién de pollo y lineas de células aviar
tal como lineas de célula de pollo o pato (por ejemplo linea de
célula EBx tal como EB14 o EB24 derivada de células madre
embridonicas de pollo o pato, respectivamente) también son
incluidas. Las células de insecto adecuadas son Sf9 o Hi5.

En una realizacién, wun virus de influenza o preparacién
antigénica del mismo para utilizarse de acuerdo con la presente
invenciéon, puede ser un virus de influenza de divisién o
preparacién antigénica de virus de division del mismo. En una
realizacién alternativa, la preparacién de influenza puede
contener otro tipo de antigeno de influenza desactivado, tal
como virus total desactivado o HA y NA purificada (vacuna de
subunidad), o un virosoma de influenza. En una realizaciéon aun
adicional, el virus de influenza puede ser una preparaciéon de
influenza atenuada viva.

Un virus de influenza de divisién o preparacién antigénica
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de virus de divisién del mismo para utilizarse de acuerdo con la
presente invencién, es en forma adecuada una preparacién de
virus desactivada en donde las particulas de virus son
interrumpidas con detergentes u otros reactivos para solubilizar
la envoitura de lipido. El virus de divisibn o preparaciones
antigénicas de virus de divisién del mismo, se preparan en
forma adecuada mediante fragmentacién del virus de influenza
total, ya sea infeccioso o desactivado, con concentraciones de
solubilizacién de solventes organicos o detergentes y la
eliminacién subsecuente de todo o la mayoria del agente de
solubilizacién y algunos o parte o la mayor parte del material de
lipido viral. Por el término preparacién antigénica de virus de
divisién del mismo, se entiende una preparaciéon de virus de
division que pueda haber pasado por cierto grado de
purificacién en comparacién con el virus de divisién, reteniendo
al mismo tiempo la mayor parte de las propiedades antigénicas
de los componentes del virus de divisién. Por ejemplo, cuando
se producen huevesillos, el virus de divisién puede ser agotado
de las proteinas que contaminan los huevesillos, o cuando se
produce en un cultivo celular, el virus de divisién puede ser
agotado de los contaminantes de <célula huésped. Una
preparacién antigénica de virus de divisién puede comprender
componentes antigénicos de virus de divisién de mas de una
cepa viral. Las vacunas que contienen el virus de divisién

(denominada “vacuna de division de influenza”) o preparaciones
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antigénicas de virus de divisién, generalmente contienen una
proteina de matriz residual y una nucleoproteina y algunas
veces lipido, asi como las proteinas de envoltura de membrana.
Dichas vacunas de virus de divisién normalmente contendran la
mayor parte o todas las proteinas estructurales del virus
aunque, no necesariamente en las mismas proporciones que
ocurren en el virus completo total. Los ejemplos de vacunas de
division comercialmente disponibles son por ejemplo
FLUARIX™, FIUSHIELD™, o FLUZONE™,

Como alternativa, el virus de influenza puede estar en la
forma de una vacuna de virus total. Esto puede probar ser una
ventaja con respecto a la vacuna de virus de divisién para una
situacién pandémica, ya que evitar la incertidumbre con
respecto a si la vacuna de virus de division puede ser producida
en forma exitosa para una nueva cepa de virus de influenza.
Para algunas cepas, los detergentes convencionales utilizados
para producir el virus de divisién pueden dafAar el virus y
hacerlo inutilizable. Aunque siempre existe la posibilidad de
utilizar diferentes detergentes y/o desarrollar un proceso
diferente para producir una vacuna de divisién, esto puede ser
tardado, lo cual puede no ser adecuado en una situacién
pandémica. Ademéas del mayor grado de certidumbre con un
método de virus total, también existe una mayor capacidad de
produccion de vacunas que para el virus de divisién, ya que se

pierden cantidades considerables de antigeno durante los pasos
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de purificacién adicionales necesarios para preparar una
vacuna de divisién adecuada.

En otra realizacién, la preparacion del virus de influenza
esta en la forma de una vacuna de influenza de subunidad
purificada. Las vacunas de influenza de subunidad
generalmente contienen las dos proteinas de envoltura
principales, HA y NA, y pueden tener una ventaja adicional con
respecto a las vacunas de viriéon totales y generalmente son
menos reactogénicas, particularmente en personas jévenes a
las que se vacuna. Las vacunas de subunidad pueden ser
producidas ya sea en forma recombinante purificadas de
particulas virales interrumpidas. Los ejemplos de vacunas de
sub-unidad comercialmente disponibles son por ejemplo
AGRIPPAL™, o FLUVIRIN™, En una realizacién especifica, las
vacunas de sub-unidad se preparan a partir de al menos un
componente de envoltura mayor tal como de hemaglutinina
(HA), neuraminidasa (NA), o M2, en forma adecuada de HA. En
forma adecuada, comprenden combinaciones de dos antigenos o
mas, tal como una combinacién de al menos dos de las
proteinas estructurales de influenza HA, NA, Matriz 1 (M1) y
M2, en forma adecuada una combinacién tanto de HA como NA,
opcionalmente que comprende M1. En forma adecuada los
componentes de influenza se producen mediante tecnologia de
ADN recombinante, es decir, resultan de, o se expresan de un

acido nucleico que resulta de manipulaciones de ADN
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recombinantes, incluyendo el vector recombinante vivo (vacuna)
o proteina de subunidad recombinante (por ejemplo células de
baculovirus/insecto, células de mamifero, células aviar,
levaduras, plantas o bacterias). Las células de insecto
adecuadas son células de insecto Spodoptera frugiperda (Sf9) o
céluias de insecto High Five (Hi5) desarrollada's de Trichoplusia
ni (Invitrogen) y los baculovirus adecuados son virus de
polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV)
(Baculogold, Becton Dickinson, PharMingen) o el denominado
sistema Bacmid.

En una realizacién, la preparacién de virus de influenza
esta en la forma de un virosoma. Los virosomas son vesiculas
unilamelares, esféricas que retienen las glucoproteinas de
envoltura viral funcionales HA y NA en una conformacién
auténtica, intercaladas en 1a membrana de bicapa de
fosfolipidos de virosomas. Los ejemplos de vacunas
virosomales comercialmente disponibles son por ejemplo
INFLEXAL V™ o INVAVAC™,

En otra realizacién, los componentes de influenza de sub-
unidad se expresan en la forma de particulas tipo virus (VLP) o
capsémeros, en forma adecuada V0LPs elaborados de plantas o
elaborados de células de insecto. Los VLPs presentan los
antigenos en su forma nativa. La tecnologia de sub-unidad VLP
puede basarse completamente en proteinas de influenza, o

puede depender de otros virus tal como el virus de leucemia de
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murido (MLV) y por consiguiente puede comprender un antigeno
de no-influenza tal como proteina gag MLV. Un VLP adecuado
comprende al menos uno, en forma adecuada al menos dos
proteinas de influenza, opcionalmente con otras proteinas de
influenza o no-influenza, tal como gag M1 y HA, HA y NA, HA,
NA y M1 o HA, NA y MLV. Se puede producir ya sea en células
de plantas o células de insectos. Los VLPs también pueden
llevar antigenos de mas de una cepa de influenza, tal como
VLPs elaborados de dos cepas de temporada (por ejemplo H1N1
y H3N2) o de una cepa de temporada y una pandémica (por
ejemp|'o H3N2 y H5N1).

Por consiguiente, en una realizacién la composicién
inmunogénica de la presente invencién comprende un antigeno
de virus de influenza o preparacién antigénica del mismo de un
virus de influenza crecido en huevecillos o en cultivo celular.
En otra realizacién, el antigeno de virus de influenza o
preparacion antigénica del mismo comprende un virus total, un
virus de divisién, un virosoma o uno o mas antigenos
purificados elegidos de: HA, NA, M1, M2. En otra realizacién ,
el antigeno(s) purificado se prepara de un virus de influenza
crecido en células de mamifero, aviar o insecto. En forma
especifica, el antigeno(s) se produce en forma recombinante.
Puede estar en la forma de una particula tipo Virus.

Un antigeno de virus de influenza o preparacién antigénica

del mismo se puede producir a través de cualquiera de los
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diferentes numeros de procesos comercialmente aplicable, por
ejemplo, el proceso de flu de divisiéon descrito en la Publicacién
de Patente Numero DD 300 883 y DD 211 444, incorporada a la
presente invencién como referencia. Tradicionalmente, el flu de
divisién fue producido utilizando un tratamiento de
solvente/detergente, tal como fosfato de tri-n-butilo o dietiléter
en combinacién con Tween'™ (conocido como divisién “Tween-
éter”), y este proceso se utiliza todavia en algunas
instalaciones de producciéon. Otros agentes de division ahora
empleados, incluyen detergentes o enzimas proteoliticas o
sales biliares, por ejemplo deoxicolato de sodio tal como se
describe en la Publicacién de Patente Numero DD 155 875,
incorporada a la presente invencién como referencia. Los
detergentes que se pueden utilizar como agentes de division
incluyen detergentes catiénicos por ejemplo bromuro de amonio
de trimetil cetilo (CTAB), otros detergentes iénicos por ejemplo
laurilsulfato, taurodeoxicolato, o detergentes no-iénicos tales
como los descritos anteriormente incluyendo incluyendo Triton
X-100 (por ejemplo en un proceso descrito en la publicaciéon de
Lina y asociados, 200, Biologicals 28, 95-103) y Triton N-101, o
combinaciones de cualesquiera de dos o mas detergentes.

El proceso de preparacién para una vacuna de divisién
puede incluir un numero de diferentes pasos de filtracién y/o
otros pasos de separacion tales como pasos de

ultracentrifugacion, ultrafiltracion, centrifugacién de zona vy
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cromatografia (por ejemplo intercambio de iones) en una
variedad de combinaciones, y opcionalmente un paso de
desactivacién, por ejemplo con calentamiento, formaldehido o
B-propiolactona o U.V. los cuales se pueden llevar a cabo antes
o después de la divisiéon. Los proceso de divisién se pueden
llevar a cabo como un proceso por lotes, continuo o
semicontinuo. Un proceso de divisién y purificacién preferido
para una composicién inmunogénica de divisiéon, se describe en
la Publicacién de Patente WO 02/097072.

Las preparaciones de antigeno de vacuna flu de divisién
preferidas de acuerdo con la presente invencidén, comprenden
una cantidad residual de Tween 80 y/o Triton X-100 que
permanece del proceso de produccién, aunque estos se pueden
agregar o sus concentraciones ser ajustadas después de la
preparacioén del antigeno de divisién. En una realizacién , tanto
Tween 80 como Triton X-100 estan presentes. Los rangos
preferidos para las concentraciones finales de estos
tensoactivos no ionicos en la dosificacién de vacuna que surgen
de la preparacién antigénica son:

Tween 80: 0.01 a 1 %, o aproximadamente 0.1 % (v/v)

Triton X a 100: 0.001 a 0.1 (% w/v), 0 0.005 a 0.02% (p/v).

En una realizacion especifica, la concentracién final de
Tween 80 que surge de la preparacién antigénica fluctua de
0.025% a 0.09% p/v. En otra realizacién especifica, el antigeno

se proporciona como una mezcla concentrada al doble el cual
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tiene una concentracién de Tween 80 que fluctiua de 0.025% a
0.2% y tiene que ser diluida dos veces hasta la formulacién
final con el adyuvantazo (o el amortiguador en la formulacién de
control).

En otra realizacién especifica, la concentracién final de
Triton X-100 fluctua de 0.004% a 0.017% p/v. En ‘otra
realizacién especifica, el antigeno se proporciona como una
mezcla concentrada al doble, la cual tiene una concentracién de
Triton X-100 que fluctua de 0.005% a 0.034% (p/v) y tiene que
ser diluida dos veces al momento de la formulacién final con el
adyuvantazo (o el amortiguador en la formulacién de control).

En una realizacién, la preparacién de influenza se
prepara en la presencia de un bajo nivel de tiomersal, o en la
ausencia de tiomersal. En otra realizacién, la preparacién de
influenza resultante es estable en ausencia de conservadores
de organomercurio, en particular la preparacién no contiene
tiomersal residual. En particular la preparacién de virus de
influenza comprende un antigeno de hemaglutinina establecido
en la ausencia de tiomersal, o en niveles bajos de tiomersal
(generalmente 5 pg/ml o menos). En forma especifica la
estabilizacién de la cepa de influenza B se lleva a cabo a través
de un derivado de alfa tocoferol, tal como succinato alfa
tocoferol (también conocido como succinato de vitamina E, por
ejemplo VES). Dichas preparaciones y métodos para prepararla

se describe en la Publicacion de Patente WO 02/097072.
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Una composicién preferida contiene tres antigenos de
virion de division desactivados preparado a partir de las cepas
recomendadas por la WHO de la temporada de influenza
adecuada.

En una realizacién, el virus de influenza o prepéracién
antigeénica del mismo y el adyuvante de acuerdo con la presente
invencién estan contenidos en el mismo contenedor. Esto es
referido como “método de un frasco”. En otra realizacién, el
frasco es una jeringa llena previamente. En una realizacién
alternativa, el virus de influenza o preparacién antigénica del
mismo y el adyuvante de acuerdo con la presente invencién
estan contenidos en contenedores o frascos separados y se
mezclan en adiciones un poco antes o al momento de Ila
administracién en el sujeto. Esto es referido como un “método
de dos frascos”. En forma adecuada la vacuna de dos
componenteé consiste en 0.5 ml de los antigenos de virién de
divisién desactivados concentrados presentados en un frasco de
vidrio tipo | (contenedor de antigeno) y de una jeringa de vidrio
tipo | llena previamente que contiene 0.5 ml del adyuvante
(contenedor de adyuvante). Como alternativa la vacuna es una
vacuna de 2 componentes presentada en dos frascos (uno para
el antigeno y uno para el adyuvante, de 10 dosis cada uno) para
la mezcla antes de la administracién al primer paciente a las 24
horas a temperatura ambiente vy un almacenamiento

subsecuente a una temperatura de 4°C durante un periodo de
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tiempo corto (por ejemplo hasta una semana) para
administracion subsecuente. Al momento de la inyeccién, el
contenido del frasco de dosis multiple o la jeringa que contiene
el adyuvante, se inyecta en el frasco que contiene el antigeno
de virién de divisién concentrado. Después de mezclar el
contenido se extrae en la jeringa y la aguja se reemplaza a
través de una aguja intramuscular. Una dosis de la vacuna
candidata de influenza adyuvantada constituida corresponde a
0.5 ml.

En una realizacién, cada dosis para humano de la
composicion inmunogénica contiene 15 ug de HA por cepa de
influenza por dosis, tal como es determinado por SRID. Esto es
particularmente Gtil para la poblacién de edad avanzada.

Un aspecto importante de la presente invencién, es el
hecho de que el antigeno(s) de influenza pueda ser utilizado en
cantidades inferiores a las que han sido consideradas
previamente como Uutiles, en forma adecuada en un nivel menor
a 15 yg HA por cepa de virus por ejemplo entre 1 y 10 uyg HA
por cepa, por dosis para humano de composicién inmunogénica.

Por consiguiente, en una realizacién, cada dosis para
humano de la composicién inmunogénica contiene una baja
dosis de hemaglutinina (HA), definida como una cantidad menor
a 15 yg de HA por dosis, en forma adecuada menor a 10 g, tal
como se mide a través de inmunodifusiéon radial simple (SRD)

(J. M. Wood y asociados: J. Biol. Stand. 5 (1977) 237-247: J. M.
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Wood y asociados, J. Biol. Stand. 9 (1981) 317-330). En una
realizacién especifica, la dosis para humano de la composicién
inmunogénica comprende una dosis de hemaglutinina (HA) por
cepa en un nivel de aproximadamente 10 pg, por ejemplo entre
5y 15 ug, en forma adecuada entre 6 y 14 pg, por ejemplo
entre 7 y-13 ug o entre 8 y 12 uyg o entre 19 y 11 ug. En una
realizacién adicional, la dosis para humano de la composicién
inmunogénica comprende una dosis de hemaglutinina (HA) por
cepa en un nivel de aproximadamente 5 pg, por ejemplo entre 1
y 9 ug, oentre 2y 8 uyg o en forma adecuada 3y 764y 6 ug, o
5 pg. Las cantidades adecuadas son 1.9 pg, 2.5 ug, 3.8 pg, 5.0
Mg, 7.5 pg, o 10 pg HA o cualquier cantidad adecuada de HA
inferior a 15 uyg que puede haber sido determinada de modo que
la composicién de vacuna cumpla con los criterios de eficacia
tal como se definieron anteriormente en |la presente invencién.
En forma conveniente una dosis HA de 1 pg de HA o incluso
menos tal como 0.5 yg de HA que puede permitir cumplir con
los criterios de regulacién definidos en la tabla 2 puede ser
utilizado. En wuna cantidad adecuada HA es por ejemplo
cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, ug
(p/v) por cepa de influenza por dosis para humano de la
composicion inmunogénica. Dicha baja cantidad de Ha puede
ser tan baja como sea practicamente factible, siempre que
permita formular una vacuna que cumpla con los criterios de

eficacia internacionales, por ejemplo USA o FDA, tal como se
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describe con mayor detalle mas adelante (ver tabla 2 y los
parametros especificos establecidos).

Una dosis de vacuna de 0.5 ml se puede utilizar en forma
adecuada. También es adecuada una dosis de vacuna 1 ml (0.5
ml) adyuvante mas 0.5 ml de preparacién de antigeno). En
forma conveniente, una dosis de vacuna de acuerdo con la
presente invencidén, en particular una vacuna con baja cantidad
de HA, puede proporcionarse en un volumen interior a las
vacunas de flu de divisién inyectadas convencionales, las
cuales generalmente son de aproximadamente 0.5, 0.7 6 1 ml
por dosis. Las dosis de bajo volumen de acuerdo con la
presente invencién, son en forma adecuada debajo de 500 ul,
normalmente debajo de 300 ul y en forma adecuada no mayores
aproximadamente a 200 pl o menos por dosis. La ligera
adaptacién de volumen de dosis serd elaborada en forma
rutinaria dependiendo de la concentraciéon HA en la muestra de
volumen original, administrandose dosis mas pequenas
mediante ruta intranasal o intradérmica, o dependiendb de la
pobliacion objetivo (por ejemplo infantes que pueden recibir la
mitad de una dosis para humano adulto).

En forma adecuada a la cepa de virus de influenza o cepas
que seran incluidas en la composicién inmunogénica o de
vacuna es/son cepa(s) interpandémica (de temporada), o
cepa(s) que estd asociada con un desencadenamiento

pandémico que tiene el potencial de estar asociado con un
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desencadenamiento pandémico o en forma adecuada, en una
composicién multivalente, una mezcla de estas cepas.

Las cepas interpandémicas son por ejemplo cepas que
circulan globalmente durante periodos interpandémicos tal como
pero sin limitarse a: H1IN1, H1IN2, H3N2 o B. Las vacunas de
influenza comercialmente disponibles son una combinacién
trivalente que incluye una cepa de influenza B y dos cepas de
influenza A (H1IN1, H3N2).

Las caracteristicas de una cepa de virus de influenza que
proporcionan el potencial para originar una pandemia o
desencadenar una enfermedad de influenza asociada con cepas
de influenza pandémicas son: contienen una nueva
hemaglutinina comparada con la hemaglutinina en las cepas en
la circulacién de ese momento y por consiguiente casi todas las
personas estan inmunolégicamente desprotegidas; tiene la
capacidad de transmitirse en forma horizontal en la poblacién
humana; y es patogénica para humanos. Una nueva
hemaglutinina puede ser una que no haya sido evidente en la
poblacién humana durante un periodo de tiempo prolongado,
probab'lemente. un numero de décadas, tal como H2. O puede
ser una hemaglutinina que no ha estado circulando
anteriormente en la poblacién humana, por ejemplo H5, H9, H7
o H6 las cuales se encuentran en especies aviar (aves). En
cualquier caso la mayoria, o al menos una gran proporcién, o

incluso toda la poblacién no ha encontrado previamente el
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antigeno y estad inmunolégicamente desprotegido para el mismo.
Actualmente, el virus de influenza A que ha sido identificado
por la WHO como uno que puede originar potencialmente una
pandemia en humanos, es el virus de influenza aviar altamente
patogénico HS5N1. Por consiguiente, la vacuna pandémica de
acuerdo con la presente invencién comprendera en forma
adecuada el virus H5N1. Otras dos cepas adecuadas para
inclusién en la composicién reivindicada son HON2 o H7N1.

Ciertas partes generalmente estan en un riesgo
incrementado de quedar infectados con influenza en wuna
situacion pandémica. Las personas de edad avanzada, las
personas con enfermedad crénica y los nifios pequefdos son
particularmente susceptibles, aunque también puedan estar en
riesgo jovenes y personas aparentemente saludables. Para
influenza H2, la parte de la poblacién nacida después de 1968
esta en un riesgo incrementado. Es importante para estos
grupos estar protegidos efectivamente tan pronto como sea
posible y en una forma simple.

Otro grupo de personas quien estd en riego incrementado
son los viajeros. Las personas viajan actualmente mas que
nunca antes, y las regiones en donde emergen la mayoria de
los nuevos viruses, China y Asia del Ester del Sur, se han
vuelto destinos de viajes populares en los afios recientes. Este
cambio en los patrones de viaje permite que los nuevos viruses

lleguen a todo el globo terretre en cuestién de semanas en
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lugar de meses 0 afnos.

Por 1o tanto para estos grupos de personas, existe una
necesidad particular de vacunacién para protegerios contra
influenza en wuna situacién pandémica o una situacidén
pandémica potencial. Las cepas adecuadas son, pero no se
limitan a: H5N1, H5N8, H5N9, H7N4, H9N2, H7N7, H7N3, H2N2
y H7N1. Otras cepas pandémicas en humanos: H7N3 (2 casos
portados en Canada), H1ON7 (2 casos reportados en Egipto) y
H5N2 (1 caso reportado en Japén) y H7N2. Una cepa de
influenza que es una cepa pandémica o una cepa susceptible a
estar asociada con pandemias sera referida mas adelante en el
presente documento como una “cepa pandémica’.

El medicamento de influenza de la presente invencion,
cumple en forma adecuada con ciertos criterios internacionales
para vacunas. Los estandares se aplican internacionalmente
para inhibir la eficacia de las vacunas de influenza. Las
variables serolégicas son evaluadas de acuerdo con el criterio
de l|la Agencia Europea para la Evaluacién de Productos
Medicinales para Uso en humanos (CHMP/BWP/214/96, Comité
de Productos Medicinales Propietarios (CPMP). Nota para
armonizacién de requerimientos de vacunas de influenza 1997.
CHMP/BWP/214/96 circular N°96-0666:1-22) para pruebas
clinicas relacionadas con procedimientos de obtencién de
licencia anual de vacuna de influenza (tabla 2).

Los requerimientos son diferentes para poblaciones en
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adultos (18 a 60 afos) y poblaciones de edad avanzada
(mayores de 60 afos) (tabla 2). Para vacunas de influenza
interpandémicas, al menos una de las evaluaciones (facto de
seroconversién, rangos de seroconversién, rangos de
seroproteccién) deben cumplir con los requerimientos Europeos,
para todas las cepas de influenza incluidas en la vacuna. La
proporcién del titulador es igual o mayor a 1:40 se considera la
mas relevante debido a que se espera que estos tituladores
séan la mayor correlacién de proteccién [Beyer W y asociados
1998. Clin Drug Invest.;15:1-12].

Tal como se especifica en el “lineamiento en la estructura
de dosificacién y contenido de la solicitud de autorizaciéon de
comercializacién de vacuna de influenza pandémica. (CH
MP/VEG/4717/03, Abril 2004 o mas recientemente
EMEA/CHMP/VWP/263499/2006 del 24 de Junio de 2007 titulada
‘Lineamientos en vacunas de flu preparadas de viruses con u‘n
potencial que origina una pandemia’, disponibles en
www.emea.eu.int), en la ausencia de los criterios especificos
para vacunas de influenza derivadas de cepas que no estan en
la circulacién, se anticipa que una vacuna candidata pandémica
(al menos) tendra la capacidad de provocar suficientes
respuestas inmunolégicas para cumplir en forma adecuada con
los tres estandares actuales establecidos para vacunas
existentes en adultos y sujetos de edad avanzada no

preparados, después de dos dosis de vacuna. El Lineamiento
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EMEA describe la situacion de que en el caso de una pandemia
la poblaciéon estaria inmunolégicamente desprotegida y por lo
tanto se asume que los tres criterios CHMP para vacunas de
temporada seran cumplidos por las vacunas candidatas
pandémicas. No se requiere un requerimiento explicito para
probarse en los sujetos seronegativos de vacunaciéon previa.

Las composiciones de la presente invencién cumplen
adecuadamente al menos uno de dichos criterios para la cepa
pandémica incluida en la composicién (un criterio es suficiente
para obtener la aprobacién), en forma adecuada al menos dos,
o normalmente al menos tres criterios para la proteccién tal
como se establece en la tabla 2A.

Tabla 2A (criterio CHMP)

18 a 60 afos >60 afios
Rango de seroconversion* >40% >30%
Factor de conversion** >2.5 >2.0
Rango de proteccién >70% >60%

* Rango de seroconversién se define como la proporcién
de los sujetos en cada grupo que tiene un titulador post-
vacunacién protector = 1:40. EI rango de seroconversién
simplemente es el porcentaje de sujetos quien tiene un titulador
Hl antes de la vacunacién de <1:10 y 21:40 después de la
vacunacién. Sin embargo, si el titulador inicial es =21:10
entonces existe la necesidad de al menos un incremento de
cuatro veces en la cantidad de anticuerpo después de la

vacunacion.
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** Sulfato de conversiéon se define como el incremento en
veces en tituladotes promedio geométricos HIl de suero (GMTs)
después de la vacunacién, para cada cepa de vacuna.

*** El rango de proteccién se define como la proporcién de
sujetos quienes fueron ya sea seronegativos antes de la
vacunacién o tienen un titulador HIl posterior a la vacunacion
(protector) de 2 1:40 o quienes fueron seropositivos antes de la
vacunacion y tienen un incremento significativo de 4 veces en
la post-vacunacion del titulador; normalmente se acepta como
que indica proteccion.

Un rango de seroproteccién del 70% se define por la
Autoridad Europea Reguladora de la Salud (CJMP - Comité para
Productos Medicinales para uso en Humanos) es uno de los tres
criterios normalmente requeridos para ser cumplidos para una
vacuna de influenza de temporada anual y en donde CHMP
también espera que se cumpla con una vacuna candidata
pandémica. Sin embargo, el modelo matematico ha indicado que
una vacuna, esto es en el nivel de la poblacién, Unicamente
eficiente al 30% contra ciertas cepas desplazadas, también
puede ser benéfica para ayudar a reducir la magnitud de una
pandemia y que una vacunacién simple pandémica utilizando
una vacuna (pre-pandémica) con eficacia al 30% contra la cepa
pandémica (proteccién cruzada del 30%) puede reducir en forma
efectiva el rango de ataque clinico en un 75% vy en

consecuencia la morbididad/mortalidad dentro de la poblacién
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(Ferguson et al, Nature 2006).

FAD ha publicado una guia de desplazamiento (criterio de
reclutamiento CBER) (disponible en la Oficina de Comunicacién,
Capacitacion y Auxilio a Fabricantes (HFM-40), 1401 Rockville

Pike, Suite 200N, Rockville, MD 20852 a 1448, o llamando a las

lineas telefénicas 1-800-835-4709 6 301-827-1800, o en el sitio '

de Internet http://www.fda:gov/cber/guidelines.htm) en la
Publicaciéon Datos Clinicos Necesarios para Soportar la Licencia
de Vacunas de Influenza Pandémica, y los criterios propuestos
también estan basados en el criterio CHMP. FDA utiliza puntos
de corte de edad ligeramente diferentes. Los puntos extremo
adecuados incluyen similarmente: 1) el porcentaje de sujetos
que logran un titulador de anticuerpo HI 21:40 y 2) rangos de
seroconversion, definidos como una elevacién de cuatro veces
en la post-vacunaciéon del titulador de anticuerpo HI. El titulador
promedio geométrico (GMT) debe incluirse en los resultados,
pero los datos deben incluir no uUnicamente el estimado del
punto, sino también el Ilimite inferior del intervalo de
confiabilidad del 95% del rango de incidencia de
seroconversioén, y el rango de incidencia del dia 42 de titulador
HlI 2 1:40 debe exceder el valor objetivo. Estos datos y los
intervalos de confiabilidad del 95% (Cl) de los estimados de
punto de estas evaluaciones, deben ser proporcionados. Los
lineamientos de desplazamiento FDA requiere que se cumpla

con ambos objetivos. Esto se resume en la tabla 2B.
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Tabla 2B (criterios de desplazamiento CBER)

18 a 64 afios >64 afios
Rango de seroconversiéon* >40% >30%
Rango de tituladotes HI 2 1:40 >70% >60%

* El rango de seroconversién se define como: a) para
sujetos con un titulador de linea de base 2 1:10, una elevacién
de 4 veces o mas; o b) para sujetos con un titulador de linea de
base < 1:10, un surgimiento a 2 1:40.

Estos criterios deben cumplirse en el limite inferior del CI
al 95% para el valor real.

Por consiguiente, en un aspecto de la presente invencién,
se proporciona una composicién, método o uso tal como se
reivindica en la presente invencién, en donde la respuesta o
proteccidon inducida por la administracién de la composicién de
influenza contemplada, cumple con los tres criterios de
regulacién de USA para la eficacia de una vacuna influenza. En
forma adecuada al menos uno, al menos dos o tres de los
siguientes criterios son cumplidos para la cepa o cada cepa de
la composicion:

- un rango de seroconversién de >50%, de >60%, de
>70%, en forma adecuada >80% o >90% en la poblacién adulta
(edades entre 18 y 60), y/o en forma adecuada también en la
poblacion de edad avanzada (con edades de >60 afios);

- un rango de protecciéon de >75%, de >80%, de >85%, en

forma adecuada de >90% en la poblacién adulta (con edades de
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18 a 60) y/o en forma adecuada también en la poblacién de
edad avanzada (con edades de >60 afios);

- un factor de conversion de >4.0, de >5.0, de >6.0, de
>7.0, de >8.0, de >9.0 o de 10 o arriba de 10 en poblacion
adulta (con edades de 18 a 60) y/o en forma adecuada también
en la poblacién de edad avanzada (con edades de >60 afios).

En una realizacién especifica la composicién de acuerdo
con la presente invencién cumplird tanto con un rango de
seroconversiéon de >60%, o >70%, o en forma adecuada >80% y
un rango de proteccion de >75%, en forma adecuada de >80%
en la poblacién adulta. En otra realizacién especifica la
composicion de acuerdo con la presente invencién cumplira
tanto con un factor de conversién de >5.0, o >7.0 o en forma
adecuada >10.0 como con un rango de seroconversién de >60%,
0 >70%, o en forma adecuada >80% en la poblacién adulta. En
otra realizacién especifica, la composicién de acuerdo con la
presente invencién cumplird tanto con un factor de conversién
de >5.0, 0 >7.0 o en forma adecuada >10.0, como con un rango
de proteccién de >75%, en forma adecuada >80% en la
poblacién adulta. AUn en otra realizacién especifica, la
composicion de acuerdo con la presente invencién cumplira
tanto con un factor de conversién de 10.0 o anterior, o superior,
un rango de seroconversién de 80% o superior, y un rango de
proteccién de 80% o superior.

En otras realizaciones, la vacuna reivindicada, en forma
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adecuada una vacuna pre-pandémica que contiene una cepa
pandémica o una cepa susceptible a ser asociada con una
pandemia, tendran el 30% de eficacia contra la cepa pandémica
en circulacién (protecciéon cruzada al 30%). En particular, la
vacuna reivindicada cumplird con un rango de seroconversién
de al menos 30% contra cepas desplazadas, en forma adecuada
de al menos 40%, o 50% o >60% contra cepas desplazadas. En
forma adecuada el rango de seroproteccion sera del >70%, o en
forma adecuada >80% contra cepas desplazadas. Dicha vacuna
pre-pandémica, con la capacidad de conferir proteccidon
cruzada, tendrad la capacidad de reducir substancialmente el
rango de ataque de infeccién general, en al menos el 50% o en
forma adecuada el 75%, y en consecuencia la
morbididad/mortalidad dentro de la poblacién.

Aun en otra realizacién , la vacuna adyuvantada
reivindicada tiene la capacidad de inducir anticuerpos de
neutralizacion en al menos el 50% de los sujetos, al menos el
60%, en forma adecuada al menos 70% o en forma adecuada
mas del 75% de los sujetos contra una desplazada o una cepa
de una diferente descendencia. En forma adecuada este efecto
se logra con una baja dosis de antigeno, tal como 7.5 ug HA o
incluso una dosis de antigeno inferior tal como 3.8 ug o 1.9 de
HA.

En forma adecuada cualesquiera de dichos criterios

tambien se cumplen para otras poblaciones, tal como en nifos y



°®

10

15

20

25

88

cualquier poblacién inmuno-comprometida.

En un aspecto de la presente invencién, la dosis para
humano de la composicién inmunogénica contiene wuna
hemaglutinina (HA) de una cepa de influenza simple, y es
referida como una composicién de influenza “monovalente”. En
otro aspecto de la presente invencién, la dosis para humano de
la composiciéon inmunogénica comprende hemaglutinina (HA)
desde mas de una cepa de influenza es referida como una
composicién de influenza “multivalente”. Una composicién
multivalente adecuada de acuerdo con la presente invencion es
una composicién bivalente (que comprende hemaglutinina (HA)
de dos cepas de virus de influenza tal como pero no de manera
exclusiva dos cepas asociadas <con una pandemia o
susceptibles para ser asociadas con una pandemia, por ejemplo
H5=H2), una composicién trivalente (que comprende
hemaglutinina (HA) de tres cepas de virus de influenza,
opcionalmente de dos cepas A y una cepa B tal como pero sin
limitarse a B/yamagata o B/Victoria), wuna composiciéon
cuadrivalente (que comprende hemaglutinina (HA) de cuatro
cepas de virus de influenza) o una composicién pentavalente
(que comprende hemaglutinina (HA) de cinco cepas de virus de
influenza). Una composicién cuadrivalente adecuada comprende
hemaglutinina de dos cepas A y dos cepas B de diferentes
linajes (tal como B/yamagata o B/Victoria). Como alternativa,

una composicién cuadrivalente comprende hemaglutinina de
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tres cepas A (opcionalmente H1N1, H3N2 y una cepa A
asociada con una pandemia o susceptible para ser asociada con
una pandemia) y wuna cepa B (tal como B/yamagata o
B/Victoria). Otra composicion cuadrivalente alternativa
comprende hemaglutinina de cuatro cepas A de una cepa
asociada con una pandemia o susceptible a ser asociada con
una pandemia, tal como cepas aviar tales como H5 + H2 + H7 +
H9. en forma especifica, una composicién pandémica
adyuvantada multivalente tal como bivalente (por ejemplo
H5+H2) o trivalente o cuadrivalente (por ejemplo H5 + H2 + H7
+ H9) pandémica ofrece la ventaja de una inmunizacién pre-
emptive contra subtipos riesgosos pandémicos de influenza Ay
una preparacién durable contra los subtipos de riesgo.
Normalmente se proporcionan dos dosis a partir de las 6
semanas de edad utilizando un programa conveniente (por
ejemplo 6 a 12 meses de separaciéon) y opcionalmente un
refuerzo periédico anticipado (por ejemplo 10 afos).
Opcionalmente, dicha vacuna pandémica puede ser combinada
con una vacuna de temporada.

Una composicién multivalente también puede comprender
mas de 5 cepas de influenza tales como 6, 7, 8, 9 6 10 cepas de
influenza.

Cuando dos cepas B se utilizan en una composiciéon de
temporada multivalente, pueden proceder de dos diferentes

linajes (opcionalmente de B/Victoria y B/Yamagata). Al menos
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una de l|la cepa B, en forma adecuada ambas cepas B,
procederan de un linaje en la circulacién. Dicha composicién es
particularmente adecuada para nifios. En forma adecuada
cuando la composicién multivalente para utilizarse en nifios
incluye dos cepas B, l|la cantidad de antigeno normalmente
permitida para la cepa B es dividida entre las dos cepas B. En
forma especifica, la vacuna de influenza cuadrivalente
adyuvantada (H1+H3+ambos linajes B) ofrece la ventaja de una
profilaxis mejorada para nifios desprotegidos, ya que su
eficacia es superior en comparacién con vacunas nho
adyuvantazas (en términos tanto de proteccién homéloga como
de desplazamiento, y su eficacia contra los dos linajes B en
circulacién) y de una posible inmunizacién alrededor del afo
con base en la edad. Una dosis o dos dosis son administradas
en forma adecuada en forma tan temprana como a partir de las
seis semanas de edad, o entre 6 a 35 meses.

En una realizacion especifica, la dosis para humano de la
composicién inmunogénica es una composicion inmunogénica o
de vacuna trivalente que comprende hemaglutinina (HA) de dos
cepas A (opcionalmente H1N1, H3N2) y una cepa B. En forma
adecuada, HA por cepa es una baja cantidad de HA
(opcionalmente 10 pg HA por cepa o menor) y es como se
definié anteriormente. En forma adecuada HA por cepa esta en
aproximadamente debajo de 5 pg, a aproximadamente 2.5 ug o

menos. El adyuvante es tal como se define en la presente
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invencién y en particular como se define en la tabla 1. En forma
adecuada la composicién adyuvante es una emulsién de aceite
en agua que comprende escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato
80 en una cantidad de entre 5 a 6 mg, entre 5 a 6 mg y entre 2
a 3 mg por dosis, respectivamente. Como alternativa, la
composicion adyuvante es una emulsién de aceite en agua que
comprende escualeno, alfa-tocoferol, y polisorbato 80 en una
cantidad entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por
dosis, respectivamente. Estas composiciones o vacunas
inmunogénicas adyuvantadas son particularmente adecuadas
para los adultos (18 a 60 afios) o nifos mayores (3 a 17 afos),
y pueden proporcionar proteccidn cruzada contra variantes de
desplazamiento H3N2 y contra cepa B de un linaje diferente.

En otra realizacion especifica, la dosis para humano de la
composicién inmunogénica es una composicién inmunogénica de
vacuna cuadrivalente que comprende hemaglutinina (HA) de dos
cepas A (opcionalmente H1N1, H3N2) y dos cepas B
(opcionalmente de un diferente linaje, tal como de B/Victoria y
B/Yamagata). En forma adecuada el HA por cepa por dosis es
de aproximadamente 15 ug. En forma adecuada el HA por cepa
es una baja cantidad de HA (opcionalmente aproximadamente
10 pg de HA por cepa por dosis o menor, para lograr de esta
forma un méaximo de 40 a 45 pg de HA por dosis) y es tal como
se definié anteriormente. En forma adecuada, el HA por cepa es

de aproximadamente o debajo de 5 pg, en aproximadamente 2.5
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pg o menos. El adyuvante es tal como se definié anteriormente
y en particular como se define en la Tabla 1. En forma
adecuada la composicién adyuvante és una emulsién de aceite
en agua que comprende escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato
80 en una cantidad de entre 5 a 6 mg, entre 5 a 6 mg y entre 2
a 3 mg por dosis, respectivamente. Como alternativa, la
composicién adyuvante es una emulsiéon de aceite en agua que
comprende escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una
cantidad de entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a 3 mgy entre 1 a 2 mg
por dosis, respectivamente. Dicha composicién que comprende
una segunda cepa B es particularmente adecuada para nifios
muy pequefios especialmente cuando es importante una
exposicién o preparacién previa. El adyuvante proporcionara la
ventaja de suministrar a esta poblacién una proteccién
incrementada. La dosis para humano de la composicién
inmunogénica para la poblacién de niflos es en forma adecuada
la mitad de una dosis para adulto humano, y comprender en
forma adecuada 2.5 pg de HA por cepa, y una emulsién de
aceite en agua que comprende escualeno, alfa-tocoferol vy
polisorbato 80 en una cantidad de entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a
3 mgyentre1a2mgpordosis.

Como alternativa, la cepa B adicional, en forma adecuada
con las caracteristicas y en la cantidad definida anteriormente
con respecto a la composicién cuadrivalente, puede agregarse

en la forma de una composicién monovalente a una composicién
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trivalente tal como se describié anteriormente. Utilizando una
baja cantidad de HA tal como en o debajo de 10 ug, o en o
debajo de 5 pg, u opcionalmente par nifios pequefios, en o
debajo de 2.5 pg puede obtenerse la ventaja de limitar el
impacto de una cepa de influenza adicional en el suministro de
vacuna global. En forma adecuada cuando las dos cepas B se
incluyen en la composicién de vacuna, la cantidad de antigeno
que normalmente se asigna a la cepa B se divide entre las dos
cepas B.

En otra realizacién especifica, la dosis para humano de la
composicién inmunogénica es una composicién de vacuna o
inmunogénica cuadrivalente que comprende hemaglutinina (HA)
de dos cepas interpandémicas A (opcionalmente H1N1, H3N2),
una cepa B y una cepa A asociada con una pandemia o
susceptible de ser asociada con una pandemia (opcionalmente
H5N1, HON2, H7N7, H5N8, H5N9, H7N4, H7N3, H2N2, H10N7,
HS5N2, H7N2 y H7N1). En forma adecuada el HA por cepa es una
baja cantidad de HA (opcionalmente 10 ug por cepa o menor) y
es tal como se definié anteriormente. En forma adecuada el HA
por cepa estd en aproximadamente o debajo de 5 pg, en
aproximadamente 2.5 ug o menor. El adyuvante es tal como se
define en la presente invencién, y en particular tal como se
define en la Tabla 1. En forma adecuada la composicién
adyuvante es una emulsién de aceite en agua que comprende

escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una cantidad de
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entre 5 a 6 mg, entre 5 a 6 mg y entre 2 a 3 mg por dosis,
respectivamente. Como alternativa, la composicion adyuvante
es una composicion de aceite en agua que comprende
escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una cantidad de
entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por dosis,
respectivamente.

En otra realizaciéon especifica, la dosis para humano de la
composiciéon inmunogénica es una composicién inmunogénica o
de vacuna cuadrivalente que comprende hemaglutinina (HA) de
tres cepas interpandémicas A (opcionalmente H1N1, y dos
cepas H3N2) y una cepa B. En forma adecuada la HA por cepa
es una baja cantidad de HA (opcionalmente 10 ug de HA por
cepa o menor) y es tal como se definié anteriormente. En forma
adecuada la HA por cepa estad en aproximadamente o debajo de
S5 ug, en aproximadamente 2.5 ug o menor. El adyuvante es tal
como se define en la presente invencién y en particular como se
define en la Tabla 1. En forma adecuada la composicién
adyuvante es una emulsién de aceite en agua que comprende
escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una cantidad de
entre 5 a 6 mg, entre 5 a 6 mg y entre 2 a 3 mg por dosis,
respectivamente. Como alternativa, la composicidn de
adyuvante es una emulsién de aceite en agua que comprende
escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una cantidad de
entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por dosis,

respectivamente. Dicha composicién que comprende una tercera
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cepa A de temporada, es particularmente adecuada para nifios
muy pequefios. En forma adecuada, dos de las tres cepas
interpandémicas son la cepa H3N2, la segunda cepa H3N2
siendo de una descendencia proxima, o distante, en
comparacion con la primera cepa H3N2. EI adyuvante
proporcionara la ventaja de suministrar a esta poblacién una
proteccién incrementada. La dosis para humano de Ila
composicién inmunogénica para la poblacién en nifios es en
forma adecuada a la mitad de la dosis para un humano adulto, y
comprenderd en forma adecuada 2.5 ug de HA por cepa, y una
emulsién de aceite en agua que comprende escualeno, alfa-
tocoferol y polisorbato 80 en una cantidad de entre 2.5 a 3.5
mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por dosis.

En otra realizacién especifica, la dosis para humano de la
composicion inmunogénica es una composicién inmunogénica o
de vacuna pentavalente que comprende hemaglutinina (HA) de
dos cepas interpandémicas A (opcionalmente H1N1, H3N2), dos
cepas B (opcionalmente de un diferente linaje, tal como de
B/Victoria y B/Yamagata) y una cepa A asociada con una
pandemia o susceptible a ser asociada con una pandemia
(opcionalmente H5N1, HON2, H5N8, H5N9, H7N4, H7N7, H7N3,
H2N2, H10N7, H5N2 y H7N1). En forma adecuada el HA por
cepa por dosis es de aproximadamente 15 ug. En forma
adecuada el HA por cepa es una baja cantidad de HA

(opcionalmente aproximadamente 10 pg de HA por cepa por
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dosis o0 menor, para lograr de esta forma un maximo de 40 a 45
ug de HA por dosis) y es tal como se definié anteriormente. En
forma adecuada, el HA por cepa es de aproximadamente o
menor a S ug, en aproximadamente 2.5 pg o menor. EI
adyuvante es tal como se define en la presente invencion y en
particular se define en la Tabla 1. En forma adecuada, la
composicién adyuvante es una emulsién de aceite en agua que
comprende escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una
cantidad de entre 5 a 6 mg, entre 5 a6 mg y entre 2 a 3 mg por
dosis, respectivamente. Como alternativa, la composicién
adyuvante es una emulsién de aceite en agua que comprende
escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una cantidad de
entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por dosis,
respectivamente.

En otra realizacién especifica, la dosis para humano de la
composicién inmunogénica es una composicién inmunogénica o
de vacuna pentavalente que comprende hemaglutinina (HA) de
tres cepas A interpandémicas (opcionalmente H1IN1 y dos cepas
H3N2) y dos cepas B (opcionalmente de un diferente linaje, tal
como B/Victoria y B/Yamagata). En forma adecuada el HA por
cepa es una baja cantidad de HA (opcionalmente 10 pug de HA
por cepa o menor) y es tal como se definié anteriormente. En
forma adecuada el HA por cepa es de aproximadamente o
debajo de 5 png, de aproximadamente 2.5 pg o menor. EI

adyuvante es tal como se define en la presente invencién y en
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particular tal como se define en la Tabla 1. En forma adecuada
la composicién adyuvante es una emulsién de aceite en agua
que comprende escualeno, alfa-tocoferol y polyisorbato 80 en
una cantidad de entre 5 a 6 mg, entre 5 a 6 mg y entre 2 a 3 mg
por dosis, respectivamente. Como alternativa, la composicién
adyuvante es una emulsién de aceite en agua que comprende
escualeno, alfa-tocoferol y polisorbato 80 en una cantidad de
entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por dosis,
respectivamente. |

Por consiguiente, en una realizacién especifica Ila
presente invencién proporciona una composicién inmunolégica
de influenza que comprende escualeno y HA en donde la
proporciéon en peso de escualeno:cantidad total de HA (todas
las cepas de influenza incluidas) estan dentro del rango de
aproximadamente 50 a 150 o aproximadamente 150 a 400 (por
ejemplo, aproximadamente 200 a 300). Dichas composiciones
son en forma adecuada, pero no de manera exclusiva para
utilizarse en poblacién de edad avanzada y en los mejores
equilibrios de reactogenicidad e inmunogenicidad. En otra
realizacién , la presente invencion proporciona una composiciéon
inmunogénica de influenza que comprende escualeno y HA en
donde la proporciéon en peso de escualeno:cantidad total de HA
(todas las cepas de influenza incluidas) es entre
aproximadamente 50 a 400, por ejemplo, aproximadamente 50 a

100, 75 a 150, 75 a 200, 75 a 400, 100 a 200, 100 a 250 6 200
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a 400. La proporcién sera en forma adecuada de modo que al
menos dos, en forma adecuada al menos tres criterios (Tabla 2)
de proteccién se cumplan para una poblacién especifica. Un
agonista TLR, en forma adecuada un agonista TLR-4 (por
ejemplo, elegido de: 3D-MPL, MPL; una molécula AGP tal como
RC527 o RC529, o ER804057) o TLR-9 (en forma adecuada un
oligonucleétido CpG por ejemplo, CpG7909) puede ser incluido.
Las proporciones en peso adecuadas de escualeno:TLR-4 son
de entre aproximadamente 100 a 450, por ejemplo, 50 a 250, 50
a 150, 100 a 250, 200 a 250, 350 a 450. Las proporciones de
peso adecuadas de escualeno:TLR-9 son de entre
aproximadamente 50 a 1000, por ejemplo, 50 a 500, 100 a 1000,
100 a 400, 400 a 600. EIl HA puede proceder de cepas de
influenza de temporada. Dichas composiciones son de manera
adecuada pero no exclusiva para utilizarse en poblaciones de
adultos o pediatricas y mejorar el equilibrio de reactogenicidad
e inmunogenicidad. En forma adecuada el HA procede de al
menos tres, al menos cuatro cepas de influenza. Estan
presentes en forma adecuada tres cepas de temporada (por
ejemplo, H1N1, H3N2, B). En forma adecuada cuando estan
presentes cuatro cepas proceden del grupo de: cuatro cepas de
temperada (por ejemplo, H1IN1, H3N2, dos cepas B; o H1N1, B,
dos cepas H3N2) o el grupo de una cepa pandémica (por
ejemplo, aviar) tres cepas de temporada (por ejemplo, H1N1,

H3N2, B).
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Todas las composiciones o vacunas inmunogénicas
adyuvantadas reivindicadas, pueden depender de manera
conveniente del adyuvante para proporcionar una respuesta
inmune persistente, durante un periodo de tiempo que excede 6
meses, en forma adecuada 12 meses después de la vacunacion.

En forma adecuada la respuesta(s) anterior es(son)
obtenida después de una dosis, o normalmente después de dos
dosis administradas durante la misma respuesta inmune
primaria en curso. Es una ventaja particular de la composicién
reivindicada, que la respuesta inmune sea obtenida Uunicamente
después de una dosis de composicion o vacuna adyuvantada.
También es adecuado que dos dosis se administren durante la
misma respuesta inmune primaria en curso, en forma adecuada
para poblaciones o individuos desprotegidos o inmuno-
comprometidos. En forma adecuada, pueden ser necesarias dos
dosis en nifos, en particular con edades debajo de 6 afios o de
9 a 10 aflos, no vacunados previamente.

Por consiguiente, se proporciona en un aspecto de la
presente invencién, el uso de una preparacion de antigeno de
virus de influenza pandémica no viva, en particular un virus de
influenza de divisién o preparacion antigénica del mismo, en la
fabricacién de una composiciéon de vacuna para una vacunacién
de una dosis o dos dosis contra influenza, en donde |la
vacunacion de una dosis o de dos dosis genera una respuesta

inmune que cumple con al menos uno, en forma adecuada dos o
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tres, requerimientos reguladores internacionales para vacunas
de influenza. En otra realizacién particular, la vacunacién de
una dosis también genera, o genera en forma adicional una
respuesta inmune de célula T CD4 y/o respuesta de memoria de
célula B que es mayor a la que se puede obtener con la vacuna
no adyuvantada. En una realizacién particular, la respuesta
inmune es una respuesta de anticuerpo de reaccién cruzada o
una respuesta de célula T CD4 de reaccion cruzada o ambas.
En wuna realizacion especifica, el paciente humano esta
inmunolégicamente desprotegido (es decir, no tiene inmunidad
pre-existente) para la cepa de vacunacién. En forma especifica
la composicién de vacuna contiene una baja cantidad de
antigeno HA y un adyuvante de emulsién de aceite en agua con
componentes en un nivel inferior a los que se consideraban
previamente como utiles, y los cuales son tal como se define en
la presente invencién. En forma especifica la composicién de
vacuna es tal como se define en la presente invencién. En
particular, las propiedades inmunogénicas de la composicién de
vacuna son tal como se define en la presente invencién. En
forma adecuada la vacuna se administra en forma
intramuscular.

Propiedades inmunogénicas de la composicién
inmunogénica utilizada para vacunaciéon (opcionalmente la
primera vacunacion) de la presente invencién

En la presente invenciéon la composicién inmunogénica
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adyuvantada tiene la capacidad en forma adecuada de inducir
una respuesta inmune de célula-T CD4+ mejorada contra el o al
menos contra al menos uno del antigeno(s) de componente o
composicién antigénica en comparacién con la respuesta
inmune de célula-T CD4+ obtenida con Jla composicién
correspondiente la cual es no adyuvantada, es decir, no
contiene adyuvante exdégeno alguno (en los sucesivo referida
como “composicion simple”. En una realizacién especifica,
cuando la composicién de influenza inmunogénica procede de
diversas cepas de influenza, una de las cuales es ya sea una
segunda cepa B o una tercera cepa A interpandémica, o una
cepa pandémica, la respuesta inmune de célula-T CD4+
mejorada es contra al menos una de estas cepas. En otra
realizacién , la composicién inmunogénica adyuvantada, en
donde el componente(s) adyuvante estd en un nivel inferior al
considerado previamente como util y es/son tipicamente como
se definié anteriormente, se tiene la capacidad en forma
adecuada de inducir una respuesta inmune de célula-T CD4+
contra el, o contra al menos uno del antigeno(s) c'omponente o]
composicion antigénica, al menos comparable con la obtenida
con las composiciones adyuvantadas con algunos de los
adyuvantes de la técnica anterior. Esta caracteristica sera
referida como “respuesta inmune de célula-T CD4+ comparable”
en el texto que se encuentra mas adelante.

Por el término “respuesta inmune de célula-T CD4+
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mejorada’ se entiende que se obtiene una respuesta CD4+
superior en un paciente humano después de la administracién
de la composicién inmunogénica adyuvantada tal como se
define en la presente invencién, que la obtenida después de la
administracién de la misma composicién sin adyuvante. Por
ejemplo, se obtiene una respuesta de célula-T CD4+ superior en
un paciente humano al momento de la administracién de una
composicién inmunogénica que comprende el virus de influenza
0 una preparacién antigénica del mismo junto con un adyuvante
de emulsion de aceite en agua que comprende un aceite
metabolizable (opcionaimente escualeno), un tocol
(opcionaimente alfa-tocoferol), y un agente de emulsificacién
(opcionalmente un monooleato de sorbitand de polioxietileno tal
como Tween 80™ o Polisorbato 80™), en comparacién con la
respuesta inducida después de |a administracién de una
composicion inmunogénica que comprende un virus de influenza
O una preparacién antigénica del mismo la cual es no
adyuvantada. Ducha formulacion adyuvantada se utilizara
convenientemente para inducir la respuesta de célula-T CD4+
anti-influenza con la capacidad de detectar los epitopes de
influenza presentados por las moléculas MHC clase IlI.

En forma adecuada, la respuesta inmunolégica inducida
por una composiciéon de influenza de division adyuvantada para
utilizarse en la presente invencién, es superior a la respuesta

inmunolégica inducida por cualquier otra vacuna convencional
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de influenza no adyuvantada, tal como vacuna de influenza de
sub-unidad o vacuna de virus de influenza total.

En particular pero no de manera exclusiva, la “respuesta
inmune de célula-T CD4+ mejorada” o “respuesta inmune de
célula-T CD4+ comparable” se obtiene en un paciente
inmunolégicamente no preparado, es decir, un paciente quien
es seronegativo para el virus de influenza o antigeno. Esta
seronegatividad puede ser el resultado de que el paciente
nunca habia enfrentado dicho virus o antigeno (denominado
paciente “naive”) o como alternativa, que haya fallado en
responder al antigeno una vez encontrado. En forma adecuada
la respuesta inmune de célula-T CD4+ mejorada se obtiene en
un sujeto inmuno-comprometido tal como persona de edad
avanzada, normalmente de al menos 50 afos de edad,
normalmente 65 afios de edad o mayor, o un adulto menor a 65
afios de edad con una condicién médica de alto riesgo (adulto
“alto riesgo”), o un nifio con edad menor a los dos afios.

La respuesta inmune de célula-T CD4+ (mejorada) puede
valuarse midiendo el numero de <células que produce
cualesquiera de las siguientes citocinas:

e células que producen al menos dos diferentes citocinas
(CD40L, IL-2, IFNy, TNFa)

e celulas que producen al menos CD40L y otra citocina

(IL-2, TNFa, [FNy)

e células que producen al menos IL-2 y otra citocina

|53
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(CD40L, TNFa, IFNYy)

e células que producen al menos IFNy y otra citocina (IL-2,
TNFa, CD40L)

e células que producen al menos TNFa y otra citocina (IL-
2, CD40L, IFNy)

Habra una respuesta inmune de célula-T CD4+ “mejorada”,
cuando las células que producen cualesquiera de las citocinas
anteriores, esté en una mayor cantidad después de la
administracién de la composicién adyuvantada en comparacion
con la administracién de l|la composicion no adyuvantada.
Normalmente al menos una, en forma adecuada dos de cinco
condiciones aqui mencionadas anteriormente seran cumplidas.
En una realizacién particular, las células que producen las
cuatro citocinas estaran presentes en una mayor cantidad en el
grupo adyuvantado en comparacién con el grupo no
adyuvantado. Habra una respuesta inmune de célula-T CD4+
“comparable” cuando no exista una disminuciéon significativa,
opcionalmente estadisticamente no significativa en la respuesta
obtenida con la composicién inmunogénica adyuvantada, en
donde el componente(s) de adyuvante esta en un nivel inferior
al considerado previamente como util y es/son como se definié
anteriormente, en comparacién con lo obtenido con
composiciones adyuvantadas con algunos de los adyuvantes de

la técnica anterior (por ejemplo, con el mismo componente(s) en

un mayor nivel).
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En una realizacién especifica, una respuesta inmune de
célula-T CD4 mejorada puede ser conferida por la composicién
de influenza adyuvantada de la presente invencién, y puede
obtenerse idealmente después de una sola administracién. EI
meétodo de dosis simple sera extremadamente relevante por
ejemplo, en una situacién de desencadenamiento que
evolucione rapidamente. En ciertas circunstancias,
especialmente para poblacién de edad avanzada, o en el caso
de nifios pequefios (debajo de 9 afios de edad) quienes son
vacunados por primera vez contra influenza, o en el caso de
una pandemia, puede ser benéfico administrar dos dosis de la
misma composicién para dicha temporada. La segunda dosis de
la misma composiciéon (aun considerada como “composicién
para primera vacunacién”) puede administrarse durante la
respuesta inmune primaria en curso y es espaciada en forma
adecuada. Normalmente la segunda dosis de la composicién se
proporciona unas cuantas semanas, 0o aproximadamente un mes,
por ejemplo, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas o 6
semanas después de la primera dosis, para ayudar a preparar el
sistema inmune en individuos que no responden o que
responden en forma deficiente. En un aspecto especifico, la
primo-vacunacién estd seguido de un curso de vacunacién
subsecuente del producto de vacuna adyuvantado que contiene
una cepa de influenza heteréloga.

En una realizacién especifica, la administracién de la
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composicion inmunogénica induce en forma alternativa o
adicional una respuesta de célula de memoria-B mejorada en
pacientes administrados con la composicién inmunogénica
adyuvantada en comparaciéon con la respuesta de célula de
memoria-B inducida en individuos inmunizados <con la
composicién no adyuvantada. Una respuesta de célula de
memoria-B mejorada estd proyectada para significar una
frecuencia incrementada de linfocitos B de sangre periférica
con la capacidad de diferenciacién en células de plasma que
secretan anticuerpos al momento de encontrar antigenos, tal
como se mide mediante la estimulacién de diferenciaciéon in

vitro (ver las secciones de Ejemplos, por ejemplo, métodos de

memoria de célula B de Elispot). En otra realizacion , la
composicién inmunogénica adyuvantada, en donde el
componente(s) adyuvante estd en un nivel inferior al

considerado previamente como Uutil es/son normalmente como se
definié anteriormente, y tienen la capacidad de inducir en forma
adecuada una respuesta de célula de memoria-B contra el, o
contra al menos uno del antigeno(s) componente o composicién
antigénica, comparable (es decir, no en forma significativa, u
opcionalmente en forma estadisticamente significativa) a la
obtenida con composiciones adyuvantadas con algunos de los
adyuvantes de la técnica anterior. Esta caracteristica sera
referida como “respuesta de célula de memoria-B comparable”

dentro del texto.
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En una realizacién especifica ain adicional, la vacunacién
con la composicién para la primera vacunacién, adyuvantada,
no tiene impacto medible en la respuesta CD8.

En forma adecuada, la composicién reivindicada que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica
del mismo, formulada con un adyuvante de emulsién de aceite
en agua, en particular un adyuvante de emulsién de aceite en
agua que comprende un aceite metabolizable (opcionalmente
escualeno), un tocol (opcionalmente alfa-tocoferol), y un agente
de emulsificacién (opcionalmente un monooleato de sorbitano
de polioxietileno tal como Tween 80™ o Polisorbato 80™) en
bajas cantidades tal como se define anteriormente, sera
efectivo para promover respuestas de célula T en una poblacién
humana inmuno-comprometida o inmunolégicamente naive. En
forma adecuada, la administracion de una dosis simple de la
composiciéon inmunogénica adyuvantada para la primera
vacunacién, tal como se describe en la presente invencién,
tendra la capacidad de proporcionar una mejor sero-proteccion,
tal como se evalua a través de las correlaciones de proteccién
de las vacunas de influenza, seguido de revacunacién contra
influenza, que la vacunacién con una vacuna de influenza no
adyuvantada. La formulacién adyuvantada reivindicada también
inducird en forma conveniente una respuesta inmune de célula-
T CD4 mejorada contra el virus de influenza en comparacion

con la obtenida con la formulacién no adyuvantada. Esta
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propiedad puede estar asociada con una capacidad de
respuesta incrementada al momento de la vacunacién o
infeccion vis-a-vis la exposicién antigénica de influenza.
Ademas, esto puede estar asociado con una capacidad de
respuestas-cruzada, es decir, mayor capacidad de responder
contra cepas de influenza variantes. Esta respuesta mejorada
en forma cualitativa y/o cuantitativa puede ser benéfica en
todas las poblaciones en el caso de pandemias, ¥y
especialmente en una poblacién humana inmuno-comprometida
tal como poblacién de edad avanzada (65 afios de edad vy
superior) y en particular en poblacién en riesgo de edad
avanzada. Esto también puede ser benéfico para la mayor parte
de la poblacién de infantes naive (debajo de 5 aflos de edad, en
forma adecuada debajo de 2 afos de edad). Cuando la
composicion comprende al menos una cepa pandémica, esta
respuesta mejorada serd benéfica para utilizarse para
preparacién, por ejemplo, a partir de una vacuna de reserva que
contiene una variante de desplazamiento, antes o al momento
del desencadenamiento de la pandemia. Esto puede dar como
resultado la reduccién de los rangos de morbilidad y mortalidad
generales y prevenir las admisiones de emergencia en
hospitales por neumonia y otras enfermedades tipo influenza.
Ademas permite inducir una respuesta de célula-T CD4 la cual
es mas persistente con el tiempo, por ejemplo, aun presente un

afo después de la primera vacunacién, en comparacién con la

N2



10

15

20

25

109

respuesta inducida con la formulacién no adyuvantada. Todas

estas ventajas pueden obtenerse con la composicién de

adyuvante reivindicada, y al mismo tiempo reducir la

reactogenecidad generada en comparacién con el adyuvante
que tiene una mayor cantidad(es) de componente(s).

En forma adecuada la respuesta inmune de célula-T CD4,
tal como una respuesta inmune de célula-T CD4 “mejorada” o
‘comparable” obtenida en un sujeto no preparado, implica la
induccién de una respuesta auxiliar CD4 T de reaccién cruzada.
En particular, la cantidad de células-T CD4 reactivas cruzadas
se incrementa. Por el término respuesta CD4 “reactiva cruzada”
se entiende que la célula-T CD4 dirige epitopes compartidos
entre cepas de influenza, opcionalmente de diferentes
descendencias o linajes.

Normalmente, las vacunas de influenza disponibles son
efectivas uUnicamente contra cepas de infeccién de virus de
influenza que tienen hemaglutinina de caracteristicas
antigénicas similares. Cuando la infeccién del virus de influenza
(en circulacién) ha pasado por cambios menores (tal como una
mutacién de punta o una acumulacion de mutaciones de punta
que da como resultado cambios de aminoacido en las
glucoproteinas de la superficie en particular hemaglutinina
(cepa de virus variante de desplazamiento antigénico) la vacuna
aun puede proporcionar cierta proteccién, aunque uUnicamente

puede proporcionar proteccién limitada ya que las variantes
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recientemente creadas pueden escapar a la inmunidad inducida
por la infeccién o vacunacién de influenza ©previa. EI
desplazamiento antigénico es responsabie de las epidemias
anuales que ocurren durante periodos interpandémicos (Wiley &
Skehel, 1987, Ann. Rev. Biochem. 56, 365-394). La induccién
de las células T CD4 de reaccién cruzada proporciona una
ventaja adicional para la composicién de la presente invencién,
ya que puede proporcionar también proteccién-cruzada, en
otras palabras proteccién contra infecciones heterélogas, es
decir infecciones originadas por una cepa de influenza en
circulacién la cual es una variante (por -ejemplo, un
desplazamiento) de la cepa de influenza contenida en la
composicion inmunogénica. Esto puede ser conveniente cuando
la cepa en circulacion es dificil de propagarse en huevecillos o
de producirse en un cultivo celular, haciendo el uso de una
cepa desplazada, una operaciéon alternativa. Esto también
puede ser conveniente cuando el sujeto que recibié una primera
y una segunda vacunacién varios meses o después de un afio, y
la cepa de influenza en la composicion inmunogénica utilizada
para una segunda inmunizacién es una cepa de variante de
desplazamiento de la cepa utilizada en la composicién utilizada
para la primera vacunacion.

La composicién inmunogénica de influenza tal como se
define en la presente invenciéon, por lo tanto tiene mayor

capacidad de inducir sero-proteccién y células-T CD4 de
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reaccion cruzada en sujetos de edad avanzada, o nifios

pequefios vacunados. Esta caracteristica puede estar asociada
con una mayor capacidad de responder contra una cepa
variante de la cepa presente en la composicién inmunogénica.
Esto puede probar ser una ventaja importante en una situacién
pandemica. Por ejemplo, una composicién de influenza
inmunogénica que comprende al menos una cepa pandémica,
opcionalmente cualquiera de una cepa(s) H5, H2, H9, H7 o H6,
puede proporcionar una mayor capacidad de responder contra
una variante pandémica, es decir, una cepa desplazada de la
cepa(s) pandémica, ya sea al momento de la vacunacién
subsecuente con o al momento de la infeccién a través de una
cepa de desplazamiento. Por ejemplo, la composicién de vacuna
adyuvantada comprende una cepa A/lndonesian y tiene la
capacidad de generar una respuesta inmune de proteccién
cruzada y/o reaccion cruzada contra una, en forma mas
adecuada mas de una de las cepas de desplazami_ento, tal como
cepa(s) A/Hong Kong, A/Turkey, A/Vietnam y/o A/Anhui.
Deteccion de células-T CD4 de reacciéon cruzada después de
vacunacién con vacuna de influenza

Después de la administracién de vacuna de influenza
trivalente clasica (3 semanas), existe un incremento substancial
en la frecuencia de células-T CD4 de sangre periférica que
responden a la preparacion de cepa antigénica (virus completo

o antigeno de divisién) que es homéloga a la presente en la
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vacuna (H3N2: A/Panama/2007/99, HIN1: A/New
Caledonia/20/99, B: B/Shangdong/7/97) (ver Ejemplo Ill). Se
puede apreciar un incremento comparable en frecuencia si las
células-T CD4 de sangre periférica son reestimuladas con cepas
de influenza clasificadas como cepas desplazadas (H3N2:
A/Sydney/5/97, H1N1: A/Beijing/262/95, B:
B/Yamanashi/166/98). En contraste, las células-T CD4 de
sangre periférica son reestimuladas con cepas de influenza
clasificadas como cepas de desplazamiento (H2N2:
A/Singapore/1/57, HON2: A/Hongkong/1073/99) por un experto
en la técnica, y no existe un incremento observable después de
la vacunacién.

Las células-T CD4 que tienen la capacidad de reconocer
cepas de influenza tanto homélogas como desplazadas, han
sido nombradas en el presente documento como “de reacciéon
cruzada’. Las composiciones de influenza adyuvantadas tal
como aqui se describe, han tenido la capacidad de mostrar
reactividad cruzada heterosubtipica ya que se puede observar
una reactividad cruzada contra cepas de influenza desplazadas.
Tal como se observd anteriormente, ia capacidad de una
formulacién de vacuna que comprende al menos una cepa
pandémica para que sea efectiva contra una cepa(s) pandémica
desplazada, puede probar ser una caracteristica importante en
el caso de una pandemia.

En forma consistente con las observaciones anteriores, los
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epitopes de célula-T CD4 compartidos por diferentes cepas de
Influenza han sido identificados en humanos (Gelder C vy
asociados, 1998, Int Immunol. 10(2): 211-22; Gelder CM vy
asociados, 1996 J Virol. 70(7): 4787-90; Gelder CM y
asociados, 1995 J Virol. 1995 69(12): 7497-506).

Debido a sus propiedades inmunogénicas, la composicién
reivindicada puede tener la capacidad de establecer una
estrategia de vacunacion proactiva contra el riesgo de una
pandemia de influenza humana, incluyendo la reserva de una
vacuna pre-pandémica con el objeto de preparar de mejor
manera contra la generacién de una pandemia. También se
puede tener la capacidad de establecer una estrategia de
vacunacién proactiva contra cepas en la circulacién que pueden
no coincidir exactamente con la cepa(s) presente en la
composicion de vacuna. En una realizacién especifica, la
composicién adyuvantada puede ofrecer beneficio adicional de
proporcionar wuna mejor proteccién contra cepas en la
circulacién que han pasado por un cambio mayor (tal como
recombinaciéon genética, por ejemplo, entre dos diferentes
especies) en la hemaglutinina (desplazamiento antigénico)
contra la cual, las vacunas actualmente disponibles no tienen
eficacia.

Especificamente, la vacuna pre-pandémica es una que
comprende al menos una ceba pandémica (opcionalmente H5N1

(“flu aviar”)) similar a las que circulan normalmente en la

6
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poblacién de aves y que ha sido producida, por ejemplo, a
través del uso de genéticas inversas. La inmunidad desarroliada
en respuesta a la vacuna pre-pandémica puede permitir que el
sistema inmune sea ‘“preparado” o ‘“educado” en estar
dispuesto, y de esta forma permitir un d‘esarrollo mas rapido de
respuestas inmunes protectoras después de encontrar la cepa

de virus pandémica real que conduce a una susceptibilidad

disminuida a una cepa pandémica relacionada de la influenza.

Una vez que ha sido declarada una pandemia por parte de la
WHO, y la cepa pandémica final identificada (la cual puede o0 no
ser una cepa de desp|‘azamiento), la vacuna pre-pandémica
también permitird una respuesta inmune més rapida a la vacuna
pandémica cuando esta Ultima se vuelve disponible.
Revacunacién y composicion utilizada para revacunacién
(composicion de refuerzo)

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona el
uso de:

(a) un virus de influenza o preparacién antigénica del
mismo, a partir de una primera cepa de influenza, y

(b) un adyuvante de emulsién de aceite en agua tal como
aqui se define
en la fabricacién de una composicién inmunogénica tal como
aqui se define, para proteccién contra infecciones de influenza
originada por una cepa de influenza la cual es una variante de

la primera cepa de influenza.

18



A
»
>

10

15

20

25

118

También se proporciona una composicién inmunogénica
que comprende un virus de influenza o preparacién antigénica
del mismo, a partir de una primera cepa de influenza, y un
adyuvante de emulsion de aceite en agua tal como aqui se
define, para utilizarse en la produccién de un humano, o una
poblacién humana contra infecciones de influenza originadas
por una cepa de influenza la cual es una variante de la primera
cepa de influenza.

Un aspecto de la presente invencién proporciona el uso de
un antigeno de influenza en la fabricacién de una composicion
inmunogénica de influenza para la revacunacién de humanos,
vacunados previamente (con una o dos dosis) con una
composicion de influenza adyuvantada tal como aqui se define.
Asi mismo se proporciona una composicién inmunogénica que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica
del mismo, opcionalmente con un adyuvante de emulsién de
aceite en agua tal como aqui se define, para utilizarse en la
revacunacion de humanos vacunados previamente (c_on una o
dos dosis) con una composicién de influenza adyuvantada tal
como aqui se define.

En una realizacién, la composicién inmunogénica para
revacunacion contiene un virus de influenza o preparacion
antigénica del mismo que comparte epitopes de célula-T CD4
comunes con el virus de influenza o preparacién antigénica del

mismo utilizada para la primera vacunacién. Un epitope de
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célula T CD4 comun estad proyectado para significar
peéptidos/secuencias/epitopes de diferentes antigenos que
pueden ser reconocidos por la misma célula CD4 (ver ejemplos
de epitopes descritos en las publ.icaciones de: Gelder C y
asociados, 1998, Int Immunol. 10(2): 211-22; Gelder CM vy
asociados, 1996 J Virol. 70(7). 4787-90; Gelder CM vy
asociados, 1995 J Virol. 1995 69(12): 7497-506).

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona el
uso de un virus de influenza o preparacién antigénica del
mismo, a partir de wuna primera cepa de influenza
(opcionalmente una pandémica), en la. fabricacién de una
composicién inmunogénica adyuvantada tal como aqui se define
para proteccién contra infecciones de influenza originadas por
una cepa de influenza la cual es una variante de la primera
cepa de influenza (opcionalmente una pandemia). También se
proporciona una composicién inmunogénica adyuvantada que
comprende un virus de influenza o preparacién antigénica del
mismo, a partir de una primera cepa de influenza
(opcionalmente una pandemia), y un adyuvante tal como aqui se
define, para utilizarse en la proteccién contra infecciones de
influenza originadas por una cepa de influenza la cual es una
variante de la primera cepa de influenza (opcionalmente una
pandemia).

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso

de un virus de influenza o una preparacién antigénica del mismo
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en la fabricacién de una composicién inmunogénica de influenza
para la revacunaciéon de humanos vacunados previamente con
una composicion de influenza adyuvantada tal como aqui se
define, o con una composicién de influenza adyuvantada que
comprende una cepa de influenza variante, siendo el adyuvante
tal como se define en la presente invencién. Asi mismo se
proporciona una composicién inmunogénica de influenza que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica
del mismo, opcionalmente con un adyuvante de emulsién de
aceite en agua tal como aqui se define, para utilizarse en la
revacunacién de humanos vacunados previamente con una
composicion de influenza adyuvantada tal como aqui se
reivindica o con una composicion de influenza adyuvantada que
comprende una cepa de influenza variante, siendo el adyuvante
tal como se define en la presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un
método para la vacunacién a una poblacién humana o un
individuo contra una cepa de virus de influenza seguido de
revacunaciéon del humano o poblacién contra una cepa de virus
de influenza variante, en donde el método comprende
administrar al humano (i) una primera composicién que
comprende un virus de influenza o preparacién antigénica del
mismo a partir de una primera cepa de virus de influenza y un
adyuvante tal como se define en la presente invencién, y (ii)

una segunda composicién inmunogénica que comprende una
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variante de la cepa del virus de influenza de la primera cepa del
virus de influenza. En una realizacién especifica, la primera
cepa esta asociada con una pandemia o tiene el potencial de
estar asociada con un desencadenamiento pandémico. En otra
realizacién especifica, la cepa variante esta asociada con una
pandemia o tiene el potencial de ser asociada con una
pandemia. En particular, la revacunacién se realiza con una
composicion de influenza que comprende al menos un cepa la
cual es una cepa pandémica en circulacién. En otra realizacién
, la cepa variante es wuna variante de desplazamiento,
opcionalmente a partir de una descendencia préxima o
adecuadamente distante de H3N2 utilizada como la primera
cepa. En otra realizacién, la cepa variante es una cepa B de un
diferente linaje a la de la primera cepa B (tal como B/Yamagata
o B/Victoria, que pertenece a diferentes linajes). Tanto la
composicion de preparacién como la composicién de refuerzo
pueden ser monovalentes o adecuadamente multivalentes, es
decir, pueden contener al menos dos cepas del virus de
influenza, tal como una vacuna bivalente, trivalente,
cuadrivalente o pentavalente. Cuando la composicién(s) es
(son) multivalente, se selecciona en forma adecuada al menos
una cepa del grupo que consiste en: una cepa pandémica, una
cepa B (tal como B/yamagata o B/Victoria), una cepa H3N2 y es
opcionalmente una variante de desplazamiento de la cepa

presente en la vacuna utilizada para la primera vacunacién.
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La primera vacunacién puede comprender en forma
adecuada dos dosis, administradas dentro de unas cuantas
semanas durante la misma respuesta inmune en curso, tal como
se definié anteriormente. Normalmente la revacunacién se
realiza varios meses después de la primera vacunacién, en
forma adecuada al menos tres meses, 0 4 meses después de la
primera vacunacién, en forma adecuada 8 a 14 meses después,
en forma adecuada aproximadamente 10 a 12 meses después o
incluso mas tiempo. En forma adecuada la revacunacién se
realiza al menos 6 meses después de la primera vacunacion(s).
En forma adecuada la revacunacién se realiza en forma cercana
o después de la temporada de influenza, por ejemplo,
aproximadamente un afio después de la primera composicién
inmunogénica. La composicion de refuerzo también puede
administrarse cada afio subsecuente (tercera, cuarta, quinta
vacunacién y asi sucesivamente).

Por consiguiente, en wuna realizacién |, la presente
invencion proporciona un esquema de vacunacién (o una
composiciéon para utilizarse en dicho esquema) que comprende
(i) una vacunacién primaria elaborada con una composicidn
adyuvantada de acuerdo con la presente invencién,
administrada en una o dos dosis (espaciada en forma adecuada,
por ejemplo, 3 a 6 semanas de separacién, o 3 a 4 semanas de
separacién), en cualquier momento en el afio (es decir, fuera de

la temporada de influenza), seguido de (ii) una vacunacién de

[93
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refuerzo administrada al menos 6 semanas a un afio después de
la primera vacunacién. Cuando se administran dos dosis en la
vacunacién primaria, la primera puede ser con una vacuna de
temporada trivalente o cuadrivalente adyuvantada, seguido de
una segunda dosis de una vacuna adyuvantada pandémica (por
ejemplo, monovalente). En forma adecuada el refuerzo se
administra al menos 6 semanas después de la primera
vacunacién y en cualquier momento dentro del calendario de
inmunizacién de rutina (por ejemplo, para niflos), o en la
siguiente temporada de influenza. La composicién de refuerzo
puede ser con cualquier vacuna de influenza aprobada
comercialmente (por ejemplo, una vacuna no adyuvantada o
adyuvantada trivalente clasica tal como FIuAd™), o con una
composiciéon adyuvantada de acuerdo con la presente invencién
(por ejemplo, una composiciéon trivalente o cuadrivalente
adyuvantada). En forma adecuada la composicién de refuerzo
comprende las cepas de temporada en circulacion de dicha
temporada, la cual puede ser una variante de desplazamiento
de las cepas presentes en la vacuna primaria. Este esquema de
vacunacion es adecuado para la poblaciéon pediatrica, la cual
puede ser preparada en forma temprana en la vida (por ejemplo,
en una edad menor a 6 meses, 0 menor a 2 meses) con la
vacuna disponible, y posteriormente reforzada con una
composicion que comprende las cepas en circulacidon, las cuales

pueden ser una variante de desplazamiento de las cepas
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presentes en la composicién primaria.

La composicién inmunogénica para revacunacién (la
composicion de refuerzo) puede contener cualquier tipo de
preparacion de antigeno, ya sea desactivado o atenuado vivo.
Puede contener el mismo tipo de preparacién de antigeno, por
ejemplo, un virus de influenza de divisiébn o una preparacién
antigénica del mismo, un virién completo, o una vacuna HA y
NA purificada (sub-unidad), como la composicién inmunogénica
utilizada para la primera vacunacién. La composicién de
refuerzo puede contener el mismo subtipo de antigeno(s) de
influenza que el utilizado para la primera vacunacién. Por
ejemplo, cuando la primera vacunacién se realiza en |la
declaracién de una pandemia, y se realiza posteriormente la
revacunacién, la revacunacién se realiza con una vacuna que
comprende una cepa de influenza (por ejemplo, H5N1 Vietnam)
la cual es del mismo subtipo al utilizado para la primera
vacunacién (por ejemplo, H5N1 Vietnam). Como alternativa la
composicion de refuerzo puede contener wuna cepa de
desplazamiento del mismo subtipo de antigeno(s) de influenza
al utilizado para la primera vacunacién, por ejemplo, H5N1
Indonesia. En otra realizaciéon, la cepa de influenza utilizada
para la revacunacién es una cepa de desplazamiento, es decir,
diferente a la utilizada para la primera vacunacién, por ejemplo,
tiene un diferente subtipo HA o NA, tal como H5N2 (el mismo

subtipo HA de H5N1 pero diferente subtipo NA) o H7N1
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(diferente subtipo HA de H5N1 'aunque el mismo subtipo NA).
Por ejemplo, la vacunacién de vacuna para la primera
inmunizacién comprende una cepa Allndonesian y la
composicion de refuerzo comprende una cepa(s) A/Hong Kong,
A/Turkey, A/Vietnam y/o A/Anhui.

En una realizacién, se utiliza un virus de divisién. La
composicién de refuerzo puede ser adyuvantada o no
adyuvantada. La composicion de refuerzo no adyuvantada
puede ser Fluarix™/a-Rix/Influsplit® administrada en forma
intramuscular, la cual contiene tres antigenos de virién de
divisién desactivados de las cepas recomendadas por la WHO
de la temporada de influenza adecuada. En particular, las cepas
virales de influenza o preparacién antigénica de las mismas se
seleccionan de acuerdo con el material de referencia distribuido
por la Organizacién Mundial de la Salud, de modo que se
adapten a la cepa de influenza que esté en la circulacién en el
aﬁo de la revacunacién. La composicién de refuerzo
adyuvantada puede comprender en forma adecuada un
adyuvante de emulsiéon de aceite en agua tal como aqui se
define, opcionalmente con un inmuno-estimulante adicional tal
como un ligando TLR-4 tal como 3D-MPL o una saponina.

En forma adecuada la revacunacién elaborada con una
composicion que comprende un adyuvante tal como aqui se

define incluye, cualquiera de dos o todas de las siguientes: (i)

una respuesta inmune de célula-T CD4+ mejorada contra el
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virus de influenza o preparacién antigénica del mismo, o (ii) una
respuesta. de memoria de célula B mejorada o (iii) wuna
respuesta humoral mejorada, en comparacién con la respuesta
equivalente inducida después de una primera vacunacién con el
virus de influenza no adyuvantado o preparacién antigénica del
mismo. En forma adecuada la revacunacién elaborada con una
composiciéon que comprende un adyuvante tal como aqui se
define induce cualquiera de, en forma adecuada dos o todas de
las siguientes: (i) una respuesta inmune de célula-T CD4+
comparable contra el virus de influenza o preparacién
antigenica del mismo, o (ii) una respuesta de memoria de célula
B comparable o (iii) una respuesta humoral comparable, en
comparacién con la respuesta equivalente inducida después una
primera vacunacién con un virus de influenza o preparacién
antigenica del mismo adyuvantada con un adyuvante en donde
el componente(s) estd presente en un mayor nivel.

En un aspecto de acuerdo con la presente invencién, la
revacunacion de los sujetos con una composicién de refuerzo
que comprende un virus de influenza y un adyuvante de
emulsion de aceite en agua que comprende un aceite
m'etabolizable (opcionalmente escualeno), un tocol
(opcionalmente alfa-tocoferol), y un agente emulsificante
(opcionalmente un monooleato de sorbitano de polioxietileno),
en las cantidades que se definieron anteriormente, mostrara

tituladores de anticuerpo mayores a los valores
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correspondientes en el grupo de personas vacunadas primero
con la composicion no adyuvantada y reforzadas con la
composicion no adyuvantada. El! efecto del adyuvante es
aumentar la respuesta de anticuerpos a la revacunacién que es
especialmente importante en la poblacién de edad avanzada o
en nifos pequefos, los cuales se sabe que tienen una baja
respuesta a la revacunacién o infeccién mediante el virus de
influenza. En particular, el beneficio asociado con Ila
composicion adyuvantada sera marcado en términos de mejorar
la respuesta de célula-T CD4 después de la revacunacioén.

La composicién adyuvantada para la revacunacién, tendré
la capacidad de inducir una mejor capacidad de respuesta
cruzada contra la cepa desplazada (la cepa de influenza de la
siguiente temporada de influenza) en comparacién con la
proteccién conferida por la vacuna de control. La capacidad de
respuesta cruzada ha mostrado una mayor persistencia en
comparacién con la obtenida con la formulacién no
adyuvantada. El efecto del adyuvante es mejorar la capacidad
de respuesta cruzada contra la cepa desplazada, es importante
en una situaciéon pandémica.

En una realizacién adicional, la presente invencién, se
refiere a un régimen de vacunacién en el cual la primera
vacunacién se realiza con una composicién de influenza, en
forma adecuada una composiciéon de influenza de divisién, que

contiene una cepa de influenza que puede originar
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potencialmente una pandemia y se realiza la revacunacién con
una composicién, ya sea m'onovalente o multivalente, que
comprende al menos una cepa en circulacién, ya sea una cepa
pandémica o una cepa clasica.

En una realizacidén especifica, la dosis para humano de la
composicién inmunogénica para revacunacién, se adyuvanta con
un adyuvante de emulsion de aceite en agua. En forma
adecuada pero no de manera exclusiva, este adyuvante
comprende un tocol. En forma adecuada el HA por cepa por
dosis es de aproximadamente 15 ng. En una realizacién
especifica, el HA por cepa es una cantidad menor de HA
(opcionalmente en aproximadamente 10 ug de HA por cepa por
dosis o menor, para lograr un maximo de 40 a 45 pg de HA por
dosis) y es tal como se definié anteriormente. En forma
adecuada el HA por cepa es de aproximadamente o debajo de 5
ng, aproximadamente 2.5 ug o menor. En forma adecuada la
composicion adyuvante es una emulsiéon de aceite en agua que
comprende escualeno, alfa-tocoferol, y polisorbato 80 en una
cantidad de entre 5 a 6 mg, entre 5 a 6 mg y entre 2 a 3 mg por
dosis, respectivamente. Como alternativa, la composicién
adyuvante es una emulsién de aceite en agua que comprende
escualeno, alfa-tocoferol, y polisorbato 80 en una cantidad de
entre 2.5 a 3.5 mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por dosis,
respectivamente. La dosis para humano de la composicién

inmunogénica para revacunacién comprende en forma adecuada
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un adyuvante de emulsién de aceite en agua que comprende la
mitad de los componentes presentes en la composicién utilizada
para la vacunacién primaria, y comprendera en forma adecuada
una emulsién de aceite en agua que comprende escualeno, alfa-
tocoferol, y polisorbato 80 en una cantidad de entre 2.5 a 3.5
mg, entre 2 a 3 mg y entre 1 a 2 mg por dosis. En una
realizacién especifica, la dosis de revacunacién se proporciona
aproximadamente un afio o aproximadamente dos afios después
de la vacunacién primaria.

Epitope CD4 en HA

El desplazamiento antigénico reside principalmente en
regiones de epitope de las proteinas de superficie viral,
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Se sabe que
cualquier diferencia en CD4 y epitopes de célula B entre
diferentes cepas de influenza, siendo utilizada por el virus para
evadir la respuesta de adaptacién del sistema inmune del
receptor, desempefara un papel importante en la vacunacién de
influenza.

Los epitopes de célula-T CD4 compartidos por diferentes
cepas de influenza han sido identificados en humanos (ver por
ejemplo, las publicaciones de Gelder C y asociados, 1998, Int
Immunol. 10(2): 211-22; Gelder CM y asociados, 1996 J Virol.
70(7). 4787-90; y Gelder CM y asociados, 1995 J Virol. 1995
69(12): 7497-5086).

En una realizacion especifica, la revacunacién se realiza
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utilizando una composicién de refuerzo que contiene un virus de
influenza o preparacién antigénica del mismo que comparte
epitopes de célula-T CD4 comunes con el antigeno de virus de
influenza o preparacién antigénica del mismo utilizado para la
primera vacunacién. La presente invencién se refiere por lo
tanto al uso de la composicién inmunogénica que comprende un
virus de influenza pandémico o una preparacién antigénica del
mismo y un adyuvante de emulsién de aceite en agua tal como
se definié anteriormente, en la fabricacion de un primer
componente de vacunacién de una vacuna de dosis multiple,
comprendiendo en forma adicional la vacuna de dosis multiple,
una dosis de refuerzo, un virus de influenza o preparaciéon
antigenica del mismo que comparte epitopes de célula-T CD4
comunes con el antigeno de virus de influenza pandémica o
preparacién antigénica del mismo, de la dosis proporcionada en
la primera vacunacién.
Medios de vacunacion

La composiciéon de la presente invencién es administrada a
través de cualquier ruta de administracién adecuada, tal como
administracién intradérmica, mucosa, por ejemplo, intranasal,
oral, intramuscular o subcutanea. En la técnica se conocen
otras rutas de administracion.

La ruta de administracion intramuscular es particularmente
adecuada para la composicién de influenza adyuvantada. La

composicion de acuerdo con la presente invencién puede
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presentarse en un contenedor de monodosis, o0 como
alternativa, un contenedor de dosis multiple, adecuado
particularmente para una vacuna pandémica. En este caso
normalmente esta presente un conservador antimicrobiano tal
como tiomersal para evitar la contaminacién durante el uso. La
concentracién de tiomersal puede ser de una dosis de 25 pg/0.5
ml| (por ejemplo, 50 ug/mL). Una concentracién de tiomersal de
una dosis de 5 ng/0.5 ml (por ejemplo, 10 ng/ml) o una dosis de
10 png/0.5 ml (por ejemplo, 20 ug/ml) estd presente en forma
adecuada. Se puede utilizar un aparato de administracién IM
adecuado, tal como un aparato de inyeccién a chorro de liquido
libre de aguja, por ejemplo, el Biojector 2000 (Bioject, Portland,
OR). Como alternativa, se puede utilizar un aparato de
inyeccién con pluma, tal como se utiliza para la administracién
de epinefrina en el lugar, para permitir la auto administraciéon
de la vacuna. El uso de dichos aparatos de administracion
puede ser particularmente adaptable para campafas de
inmunizacién a gran escala, tal como puede requerirse durante
una pandemia.

El' suministro intradérmico es otra ruta adecuada.
Cualquier aparato adecuado puede ser utilizado para la
administracién intradérmica, por ejemplo, un aparato de aguja
corta. Las vacunas intradérmicas también pueden administrarse
a traves de aparatos que limitan la longitud de penetracion

efectiva de una aguja en la piel, tal como los descritos en las

lRZ
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publicaciones de patente W099/34850 y EP1092444,
incorporadas en l|la presente invencién como referencia, vy
equivalentes funcionales de los mismos. También son
adecuados aparatos de inyeccién a chorro que suministran
vacunas liquidas a la dermis a través de un inyector a chorro
liguido o a través de una aguja que perfora el estrato corneo vy
produce un chorro que alcanza Ila dermis. También son
adecuados aparatos de suministro de particulas/polvo balistico
que utilizan gas comprimido para acelerar la vacuna en forma
de polvo a través de las capas externas de la piel hacia la
dermis. Adicionalmente, se pueden utilizar jeringas
convencionales en el método clasico Mantoux de administracién
intradérmica.

Otra ruta de administracion adecuada es la ruta
subcutanea. Cualquie'r aparato adecuado puede ser utilizado
para el suministro subcutaneo, por ejemplo, una aguja clasica.
En forma adecuada, se utiliza un servicio de inyector de chorro
libre de aguja. En forma adecuada el aparato se llena
previamente con la formulacién de vacuna liquida.

Como alternativa la vacuna se administra en forma
intranasal. Normalmente, la vacuna se administra en forma local
al area nasofaringe, en forma adecuada sin ser inhalada en los
pulmones. Es deseable wutilizar un aparato de suministro
intranasal que suministra la formulacién de vacuna al Aarea

nasofaringe, con o substancialmente sin ingresar a los

82
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pulmones.

Los aparatos adecuados para administraciéon intranasal de
las vacunas de acuerdo con la presente invencién, son aparatos
de rocio. En forma adecuada los aparatos de rocio nasales
comercialmente disponibles incluyen Accuspray™ (Becton
Dickinson). Los nebulizadores producen un rocio muy fino que
puede ser inhalado facilmente en los pulmones, y por
consiguiente no alcanzar en forma eficiente la mucosa nasal.
Por consiguiente los nebulizadores no son preferidos.

Los aparatos de rocio adecuados para uso intranasal son
aparatos para los cuales el desempefio del aparato no depende
de la presion aplicada por el usuario. Estos aparatos son
conocidos como aparatos de valor de umbral de presién. El
liquido es liberado de la boquilla Unicamente cuando se aplica
una presion de umbral. Estos aparatos hacen méas facil lograr
un rocio con un tamafo de gota regular. Los aparatos de valor
de umbral de presién adecuados para utilizarse con la presente
invencion son conocidos en la técnica y se describen por
ejemplo, en las publicaciones de patente WO091/13281 vy
EP311863B y EP516636, incorporadas a la presente invencion
como referencia. Dichos aparatos estan comercialmente
disponibles en Pfeiffer GmbH y también se describen en la
publicacion de Bommer, R. Pharmaceutical Technology Europe,
Sept 1999.

Los aparatos intranasales adecuados producen gotas
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(medidas utilizando agua como liquido) dentro del rango de 1 a
200 pm, en forma adecuada 10 a 120 um. Debajo de 10 um
existe un riesgo de inhalacién, por consiguiente es deseable
tener no mas de aproximadamente el 5% de gotas con tamafo
de bajo de 10 um. Las gotas con tamafio arriba de 120 pum no se
dispersan también como las gotas mas pequefas, de modo que
es deseable tener gotas no mayores a aproximadamente el 5%,
que excedan 120 um.

La administracién de bi-dosis es una caracteristica
adecuada adicional del sistema de suministro intranasal para
utilizarse con las vacunas de acuerdo con la presente
invencién. Los aparatos de bi-dosis contienen dos sub-dosis de
una dosis de vacuna simple, una sub-dosis para administracién

a cada fosa nasal. Generalmente, las dos sub-dosis estan

presentes en una camara simple y la construccion del aparato

permite el suministro eficiente de una sub-dosis simple a la vez.
Como alternativa, el aparato de monodosis puede utilizarse
para administrar las vacunas de acuerdo con la presente
invencién.

Como alternativa, la ruta de vacunacién epidérmica o
transdérmica también ésté contemplada en la presente
invencion.

En un aspecto de la presente invencién, la composicidn
inmunogénica adyuvantada para la primera administracién

puede ser administrada en forma intramuscular, y fa
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composicion de refuerzo, ya sea adyuvantada o no, puede
administrarse a través de una ruta diferente, por ejemplo,
intradérmica, subcutdnea o intranasal. En una realizacién
especifica, la composicién para la primera administracion
contiene una cantidad HA menor a 15 upg para la cepa de
influenza pandémica, y la composicién de refuerzo puede
contener una cantidad estandar de 15 pg o en forma adecuada
una baja cantidad de HA, es decir, debajo de 15 png, la cual
dependiendo de la ruta de administracién, puede proporcionarse
en un volumen menor.

Aunque la vacuna de la presente invencién puede ser
administrada como una dosis simple, los componentes de la
misma también pueden ser administrados en conjunto al mismo
tiempo o en diferentes tiempos (por ejemplo, antigenos de
influenza pueden ser administrados por separado, en forma
adecuada al mismo tiempo que la administraciéon del
adyuvante). Ademas de la ruta de administracién simple, se
pueden utilizar 2 diferentes rutas de administraciéon cuando se
administran dos inyecciones. Por ejemplo, la primera
administracién (por ejemplo, dosis de preparacién) de los
antigenos de influenza adyuvantados pueden administrarse IM
(o ID) y la segunda administracién (por ejemplo, dosis de
refuerzo) pueden administrarse IN (o ID). Ademas, las vacunas
de la presente invencién pueden administrarse IM para dosis de

preparacion y IN para dosis de refuerzo.
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El contenido de los antigenos de influenza en la vacuna,
normalmente estaran dentro del rango de 0.1 a 15 ug de HA por
cepa de influenza, en forma adecuada de 1 a 10 pg, lo mas

normalmente dentro del rango de 1 a 8 pug. Un contenido
adecuado de antigenos de influenza serd menor o exactamente
de 5 ug de HA por cepa de influenza incluida en la vacuna.
Después de una vacunacién inicial, los sujetos pueden recibir
una o varias inmunizaciones de refuerzo espaciadas en forma
adecuada.

Poblacién para vacunacién

La poblacién objetivo para vacunarse es toda la poblacién
ya sea, por ejemplo, adultos jévenes saludables (por ejemplo,
edades de 18 a 50 o 18 a 60), personas de edad avanzada (con
edades normalmente superiores a los 60 afios) o bebés/nifios.
La poblacién objetivo puede estar en particutar inmuno-
comprometida. Los humanos inmuno-comprometidos
generalmente tienen menos capacidad de responder a un
antigeno, en particular a un antigeno de influenza, en
comparacion con los adultos saludables.

En un aspecto de acuerdo con la presente invencién, la
poblacién objetivo es una poblacién que no esta preparada
contra influenza, ya sea es naive (tal como vis a vis a una cepa
pandemica), o ha fallado en responder previamente a la
infeccion o vacunacién de influenza. En forma adecuada la

poblacién objetivo son personas de edad avanzada con edades

-
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en forma adecuada de al menos 60, o al menos 65 afios o
mayor, adultos méas jévenes de alto riesgo (por ejerﬁplo, entre
18 y 60 afos de edad) tal como personas que trabajan en
instituciones de salud, o los adultos jovenes con un factor de
riesgo tal como enfermedad cardiovascular y enfermedad
pulmonar o diabetes. Otra poblacién objetivo son todos los
nifos desde su nacimiento, o con edades de 2 meses y mas, y
edades de 6 meses de edad y mas, especialmente nifios de 6 a
23 meses de edad que experimentan un rango de
hospitalizacién relacionado con influenza relativamente alto.
Otra poblacién objetivo son nifios menores, desde su nacimiento
hasta los 6 meses de edad.

Las ensefianzas de todas las referencias de la presente
solicitud, incluyendo las solicitudes de patente y patentes
otorgadas, estan incorporadas en su totalidad a la presente
invenciéon como referencia. Cualquier solicitud de patente para
la cual esta solicitud reclama prioridad, esta incorporada en su
totalidad como referencia a la presente invencién, en la forma
descrita anteriormente para las publicaciones y referencias.

Para evitar cualquier duda, los términos ‘que comprende”,
“‘comprende” y “comprendiendo” en la presente invencién, estan
proyectados por parte de los inventores de la presente
invencién para ser substituibles opcionalmente con los términos
‘consiste en”, “consiste de" y ‘que consiste”, respectivamente,

en cada caso. Las realizaciones en la presente invencién que
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se refieren a “composiciones de vacuna’ de l|la presente
invencién, también aplican a realizaciones que se relacionan
con “composiciones inmunogénicas” de la presente invencién, y
viceversa. El término “aproximadamente" (o “alrededor de”) en
todos los valores numéricos permiten una variaciéon del 5%, es
decir, un valor de aproximadamente 1.25% que puede significar
entre 1.19% a 1.31%.

La presente invenciéon sera descrita en forma adicional
mediante la referencia a los siguientes ejemplos, no limitantes:

El Ejemplo | describe métodos de lectura inmunolégica
utilizados en estudios en ratones, hurones, cerdos y humanos.

El Ejemplo Il describe la preparacién de la emulsién de
aceite en agua y formulaciones adyuvantes utilizadas en los
estudios ejemplificados.

El Ejemplo Ill muestra un ensayo clinico en una poblacién
de adultos con edades de 18 a 59 afios con una vacuna que
contiene una preparacién de antigeno de influenza de divisién y
dos dosis de adyuvante AS03.

El Ejemplo IV muestra una evaluacién preclinica de
vacunas de influenzas de division adyuvantadas y no
adyuvantadas (que comprenden diversas dosis de adyuvante
AS03) en ratones BALB/c preparados.

El Ejemplo V muestra una evaluaciéon preclinica de
vacunas de influenza de divisién adyuvantadas y' no

adyuvantadas (que comprenden diversas dosis de adyuvante
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AS03) en ratones C57BI1/6 preparados.

El Ejemplo VI muestra una evaluacién preclinica de
vacunas de influenza de divisién adyuvantadas y no
adyuvantadas (que comprenden diversas dosis de adyuvante
AS03 y una baja dosis de antigenos) en ratones C57BI/6
preparados.

El Ejemplo VII muestra una evaluacién preclinica de
vacunas H5N1 de divisién adyuvantadas y no adyuvantadas
(que comprenden diversas dosis de adyuvante AS03 y antigeno)
en ratones C57BI/6 naive.

El Ejemplo VIII muestra una evaluacién preclinica de
vacunas de influenza adyuvantadas y no adyuvantadas en
cerdos White preparados.

El Ejemplo IX muestra una evaluaciéon preclinica de
vacunas de temporada TIV y QIV adyuvantadas y no
adyuvantadas (que comprenden diversas dosis de adyuvante
ASO03 y antigeno) en ratones C57BI/6 naive y preparados.

El Ejemplo X muestra un ensayo clinico en una poblacién
de adultos con edades de 18 a 64 afios con una vacunha que
contiene una preparacién de antigeno de influenza de division y
diversas dosis de adyuvante ASO03.

El Ejemblo Xl muestra un ensayo clinico en una poblacién
de edad avanzada con edades de mé&s de 65 afios con una
vacuna que contiene una preparacion de antigeno de influenza

de divisién y diversos adyuvantes.
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Ejemplo | - Métodos de Lectura Inmunolégica
1.1 Métodos en ratones

1.1.1.Prueba de Inhibiciéon de Hemaglutinacién

Principio de prueba (procedimiento clésico)

Se determinaron tituladores de anticuerpo anti-
hemaglutinina para las tres cepas de virus de influenza (de
temporada) utilizando la prueba de inhibicién de
hemaglutinacién (HIl). El principio de la prueba HI esta basado
en la capacidad de los anticuerpos anti-influenza especificos de
inhibir ta hemaglutinacién de células de glébulos rojos (RBC) a
través de hemaglutinina de virus de influenza (HA). Los sueros
desactivados por calor son tratados mediante Caolina y RBC
para eliminar inhibidores no especificos. Después del
tratamiento previo, se incuban diluciones de suero al doble con
4 unidades de hemaglutinaciéon de cada cepa de influenza. Las
células de globulos rojos posteriormente se agregan Yy se
califica la aglutinacién. Los tituladores se expresan como el
reciproco de la dilucién mas alta de suero que inhibié
completamente la hemaglutinacién. Ya que la primera dilucion
de suero es 1:20, se califica un nivel indetectable como un
titulador igual a 10.

Adaptacién para H5N1 (descripcién especifica de HI utilizando
eritrocitos de Caballo):

Ya que el ensayo HI clasico para determinar anticuerpos

anti-HA fue documentado por no funcionar bien para la cepa
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H5N1, y se utilizé un protocolo adaptado utilizando RBC de
caballo. Los eritrocitos de caballo son utilizados para cepas
Pandémicas HS5N1. 0.5% (concentracién final) de una
suspensién de células de globulos rojos de caballo en
amortiguador de fosfato que contiene 0.5% de BSA (albumina
de suero de bovino, concentracién final). Esta suspensién se
prepara cada dia lavando las células de glébulos rojos con el
mismo amortiguador de fosfato y un paso de centrifugacién
subsecuente (10 minutos, 2000 rpm). Este paso de lavado tiene
que ser repetido una vez. Despueés de la adicién de las células
de glébulos rojos de caballo a la mezcla de reaccion de la
suspensién de suero y virus; las placas tienen que ser
incubadas a temperatura ambiente (TR, 20°C +/- 2°C) durante
dos horas debido al bajo rango de sedimentacion de los
glébulos rojos de caballo.
Anélisis estadistico

Se llevaron a cabo analisis estadisticos en tituladores HI
post vacunacién utilizando UNISTAT. El protocolo aplicado para
analisis de varianza puede ser descrito brevemente se indica a
continuacion:

¢ Transformacién de datos Log

¢ Prueba de Shapiro-Wilk en cada poblacién (grupo), con
el objeto de verificar la normalidad de la distribucién de los
grupos

¢ Prueba de Cochran con el objeto de verificar la
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homogenicidad de varianza entre las diferentes poblaciones
(grupos)

¢ Analisis de varianza en datos seleccionados

¢ Prueba para interaccion de ANOVA de dos vias

¢ Prueba de Tukey-HSD para multiples comparaciones

I.1.2.Manchado de citocina intracelular

Esta técnica permite una cuantificacion de linfocitos T
especificos de antigenos de las bases de producciéon de
citocina: células T efectoras y/o células T efectoras-memoria
producen células T de memoria IFN-y y/o central que producen
iL-2. Los PBMCs se recolectaron el dia 7 posterior a la
inmunizacién.

Las células linfoides son re-estimuladas in vitro en la
presencia de inhibidor de secrecién (Brefeldina).

Estas células posteriormente son procesadas mediante un
procedimiento inmunofluorescente convencional utilizando
anticuerpos fluorescentes (CD4, CD8, IFN-y e |IL-2). Los
resultados se expresan como una frecuencia de células
positivas de citocina dentro de células T de CD4/CD8. EI
manchado intracelular de citocinas de células T se llev6 a cabo
en PMBC 7 dias después de la segunda inmunizacion. Se
recolect6 sangre de los ratones y se reunié en un medio
heparinizado RPMI + Add. Para sangre, se elaboraron en capas
suspensiones PBL diluidas con RPM| + Add en un gradiente

Lympholyte-Mammal de acuerdo con el protocolo recomendado
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(centrifugacién durante 20 minutos en 2500 rpm vy R.T.). Las
células mononucleares en la interfase fueron eliminadas,
lavadas 2x en RPMI + Add y las suspensiones PBMCs se
ajustaron a 2 x 10° células/ml en suero de becerro fetal al 5%

RPMI,

La estimulacién de antigeno in vitro de PBMCs, se llevé a
cabo en una concentracién final de 1 x 107 células/ml (tubo
FACS) con FlI Completo (1 ugvHA/cepa) y posteriormente se
incubaron 2 horas a una temperatura de 37°C con la adicién de
anti-CD28 y anti-CD49d (1 ng/mi para ambos).

Después del paso de re-estimulacién de antigeno, las
PBMC se incubaron durante la noche a una temperatura de
37°C en la presencia de Brefeldina (1 pg/ml) a una temperatura
de 37°C para inhibir la secrecién de citocina.

Se llevé a cabo el manchado de IFN-y/IL-2/CD4/CD8 tal
como se indica a continuacién: Se lavaron suspensiones
celulares, se resuspendieron en 50 pl de PBS 1% FCS que
contiene 2% de agente de bloqueo Fc (1/50; 2.4G2). Después
de incubacién de 10 minutos a una temperatura de 4°C, se
agregaron 50 ul de una mezcla de anti-CD4-PE (2/50) y anti-
CD8 perCp (3/50) y se incubaron durante 30 minutos a una
temperatura de 4°C. Después de lavar en PBS 1% FCS, las
cél.ulas fueron permeabilizadas resuspendiendo en 200 pl de
Cytofix-Cytoperm (Kit BD) y se incubaron durante 20 minutos a

una temperatura de 4°C. Posteriormente las células fueron
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lavadas con Perm Wad (Kit BD) y resuspendidas con 50 pl de
una mezcla de anti-IFN-y APC (1/50) + anti-IL-2 FITC (1/50)
diluida en Perm Wash. Después de una incubacién de minimo-
maximo 2 horas durante la noche a una temperatura de 4°C, las
células fueron lavadas con Perm Wash y resuspendidas en PBS
1% FCS + paraformaldehido al 1%. Los analisis de muestra se
llevaron a cabo mediante FACS. Las células vivas fueron
ingresadas (FSC/SSC) y se llevéo a cabo la adquisicion en ~
20,000 eventos (linfocitos) o 35,000 eventos en células-T CD4+.
Los porcentajes de IFN-y + o IL-2+ se calcularon en poblaciones
CD4+ y CD8+ ingresadas.

I.1.3.ELISA Anti-H5N1

Se llevo a cabo la cuantificacién de tituladores de
anticuerpo anti-H5N1 Ig, 1gG1 y 1gG2b mediante ELISA
utitizando H5N1 de divisién como recubrimiento. Se utilizaron
soluciones de virus y anticuerpo en 100 pl por depédsito. Se
diluyé el virus de dilucién H5N1 en una concentracién final de 1
pg/ml en PBS y se absorbié durante la noche a una temperatura
de 4°C para los depdsitos de placas de titulacién de 96
depdsitos (Maxisorb Immunoplate Nunc 439454). Las placas
posteriormente fueron incubadas durante 1 hora a una
temperatura de 37°C con 200 ul por depésito de PBS que
contiene 1% de BSA y 0.1% de Tween 20 (amortiguador de
saturacién). Se agregaron veintidés diluciones de suero de

amortiguador de saturacién a las placas recubiertas con H5N1 y
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se incubaron durante 1.30 horas a una temperatura de 37°C.
Las placas se lavaron cuatro veces con PBS 0.1%, Tween 20.
Se agregd a cada depodsito Ig anti-ratéon biotinilado-conjugado
(Prozan-E0413) diluido 1/500 o IgG1 anti-ratén biotinilado-
conjugado (Imtech 1070-08), o un IgG2b anti-ratén biotinilado
(Imtech 1090-08) diluido 1/4000 en PBS 1% BSA 0.1% Tween
20, y se incub6 durante 1.30 horas a una temperatura de 37°C;
después de un paso de lavado, las placas fueron incubadas
durante 30 minutos con un conjugado de Estreptavidina-Biotina-
Peroxidasa (Prozan P0397) diluido 1/10000 en PBS 1% BSA
Tween 20.

Para la revelacion colorimétrica, las placas se incubaron
durante 20 minutos a una temperatura de 22°C con una solucién
de o-fenildiamina (Sigma P4664) 0.4% H202 0.03% en
amortiguador de citrato 0.1 M pH 4.2. La reaccién se detuvo con
H,SO,4 2N y las microplacas se leyeron en 490 a 630 nm.

1.2 Métodos de hurones

1.2.1.Prueba de Inhibicién de Hemaglutinacién (HI)

Procedimiento de prueba.

Los inhibidores de anticuerpo anti-hemaglutinina para las
tres cepas de virus de influenza, fueron determinados utilizando
la prueba de inhibicién de hemaglutinacién (HI). El principio de
la prueba HI esta basado en la capacidad de los anticuerpos
anti-influenza especificos de inhibir la hemaglutinacién de

células de glébulos rojos de pollo (RBC) a través de

\&o
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hemaglutinina de virus de influenza (HA). Los sueros se
trataron primero con una solucién de neuraminidasa al 25%
(RDE) y se desactivaron por calor para eliminar los inhibidores
no especificos. Después de tratamiento previo, se incubaron
diluciones al doble del suero <con 4 unidades de
hemaglutinacién de cada cepa de influenza. Posteriormente se
agregaron células de glébulos rojos de pollo y se calificé la
inhibicién de aglutinacién. Los tituladores se expresaron como
el reciproco de la diluciébn mas alta de suero que inhibié
completamente la hemaglutinacién. Ya que la primera dilucién
de suero fue de 1:10, se calificd un nivel indetectable como un
titulador igual a 5.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en tituladores
HI (Dia 41, antes del estimulo) utilizando UNISTAT. EI
protocolo aplicado para analisis de varianza puede ser descrito
brevemente como se indica a continuacioén:

» Transformacién de datos Log.

» Prueba de Shapiro-Wilk en cada poblacién (grupo) con el
objeto de verificar la normalidad de la distribucién de los
grupos.

= Prueba de Cochran con el objeto de verificar la
homogenicidad de varianza entre las diferentes poblaciones
(grupos).

* Prueba para interaccién de ANOVA de una via.

IS



10

15

20

25

144

* Prueba de Tukey-HSD para multiples comparaciones.

1.2.2.Monitoreo de temperatura corporal

Se monitorearon temperaturas individuales durante el
periodo de estimulacién con dos transmisores y mediante
registro de telemetria. Todos los implantes fueron revisados y
readaptados y se llevé a cabo una nueva calibracién mediante
DS! (Data Sciences International, Centaurusweg 123, 5015 TC
Tilbur, Holanda) antes de la colocaciébn en la cavidad
intraperitoneal. Todos los animales fueron alojados en forma
individual en una jaula simple durante estas medidas.

Las temperaturas se registraron cada 15 minutos, 4 dias
antes del estimulo hasta 7 dias posterior al estimulo.

I.2.3.Lavados nasales

Se llevaron a cabo lavados nasales mediante la
administraciéon de 5 ml de PBS en ambas fosas naéales en
animales despiertos. Se recolecté el indéculo en un plato de
Petri y se colocé en contenedores de muestra sobre hielo seco.
Titulacién viral en lavados nasales

Todos los lavados nasales fueron primero filtrados en
forma estéril a través de filtros Spin X (Costar) para eliminar
cualquier contaminaciéon bacteriana. Se transfirieron 50 ul de
diluciones en serie de diez veces de lavados nasales a placas
de microtitulacién que contienen 50 pul del medio (10
depésitos/dilucién). Posteriormente se agregaron 100 pul de

células MDCK (2.4 x 10° células/ml) a cada depdsito y se
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incubaron a una temperatura de 35°C durante 5 a 7 dias.

Después de 5 a 7 dias de incubacién, el medio de cultivo
se eliminé generosamente y se agregaron 100 pl de un medio
que contiene 1/20 WST-1 y se incubaron durante otras 18
horas.

La intensidad de la tinta de formazan color amarilla
producida al momento de la reduccién de WST-1 mediante
células viables es proporcional al niumero de células viables
presentes en el depédsito al final del ensayo de titulacién viral y
se cuantifica midiendo la absorbancia de cada depésito en la
longitud de onda adecuada (450 nanédmetros). El corte se define
como el promedio OD de células de control no infectadas - 0.3
OD (0.3 OD corresponde a +/- 3 StDev de OD de células de
control no infectadas). Se define una calificacién positiva
cuando OD es < al corte y en contraste se define una
calificacion negativa cuando OD es > de corte. Se determinaron
tituladores de derrame viral mediante “Reed y Muench” y se
expresaron como Log TCID50/ml.

1.3 Métodos de cerdos

I.3.1.Prueba de Inhibicién de Hemaglutinacion (HI)

Procedimiento de prueba

Se determinaron tituladores de anticuerpo de anti-
hemaglutinina para las tres cepas de virus de influenza
utitizando la prueba de inhibicién de hemaglutinacién (HI). EI

principio de la prueba HI esta basado en la capacidad de los
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anticuerpos anti-influenza especificos de inhibir
hemaglutinacién de células de glébulos rojos de pollo (RBC)
mediante hemaglutinacién de virus de influenza (HA). Los
sueros se trataron primero con una solucién de neuraminidasa
(RDE) al 25 % y se desactivaron por calor para eliminar
inhibidores no especificos. Después de tratamiento previo, se
incubaron diluciones al doble del suero con 4 unidades de
hemaglutinacién de cada cepa de influenza. Posteriormente se
agregaron células de glébulos rojos de pollo y se calificé la
inhibicién de aglutinacién. Los tituladores se expresaron como
el reciproco de la dilucién mas alta de suero que inhibié
completamente.la hemaglutinacién. Ya que la primera dilucién
de suero fue de 1:10, se calificé un nivel indetectable como un
titulador igual a 5.

Anélisis estadistico

Se llevaron a cabo analisis estadisticos en tituladores HI
(Dia 41, antes del estimulo) utilizando UNISTAT. El protocolo
aplicado para analisis de varianza puede ser descrito
brevemente como se indica a continuacién:

. Transformacién de datos Log.

* Prueba de Shapiro-Wilk en cada poblacién (grupo) con el
objeto de verificar la normalidad de la distribuciéon de los
grupos.

» Prueba de Cochran con el objeto de verificar la

homogenicidad de varianza entre las diferentes poblaciones
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(grupos).
= Prueba para interaccion de ANOVA de una via.

» Prueba de Tukey-HSD para multiples comparaciones.

1.4. Ensayos para evaluacion de respuesta inmune en

humanos

1.4.1.Ensayo de Inhibicién de Hemaglutinacién

La respuesta inmune fue determinada midiendo
anticuerpos HI utilizando el método descrito por el Centro de
Colaboracién de la Organizacién Mundial de la Salud para
influenza, Centros de Control de Enfermedad, Atlanta EUA
(1991).

Se llevaron a cabo mediciones de titulador de anticuerpo
en muestras de suero congeladas, descongeladas con un
micrométodo estandarizado y validado en forma integral
utilizando 4 unidades de inhibicién de hemaglutinacién (4 HIU)
de los antigenos adecuados y una suspensién de eritrocito de
ave de corral al 5%. Se eliminaron los inhibidores de suero no
especificos mediante tratamiento con calor y enzimas de
destruccién de receptor.

Los sueros obtenidos fueron evaluados para niveles de
anticuerpo HI. Comenzando con una dilucién inicial de 1:10, se
prepard una serie de dilucién (por un factor de 2) hasta obtener
una dilucién final de 1:20480. Se tomdé el punto extremo de

titulacién como el paso de dilucién méas alto que mostré

pize’



10

15

20

25

148

inhibicién completa (100%) de hemaglutinacién. Todos los
ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

1.4.2 Ensayo de Inhibicién de Neuraminidasa

El ensayo se llevé a cabo en placas de microtitulacién
recubiertas con fetuina. Se prepard una serie de diluciéon al
doble del antisuero y se mezclé con una cantidad estandarizada
de virus de influenza A H3N2, Hi1N1 o influenza B. La prueba
estuvo basada en la actividad biolégica de la neuraminidasa
que libera en forma enzimatica el acido neuraminico de la
fetuina. Después de la disociacién del &cido neuraminico
terminal, se descubri6 B-D-glactosa-N-acetil-galactosamina. Se
agreg6 a los depdsitos aglutinina de cacahuate etiquetada con
peroxidasa de rabano (HPR) de Arachis hypogaea, el cual
enlaza especificamente a las estructuras de galactosa. La
cantidad de aglutinina enlazada puede detectarse 'y
cuantificarse en una reaccién de substrato con tetra-
metilbencidina (TMB). La dilucién de anticuerpo mas alta que
aun inhibe la actividad de neuraminidasa viral en un 50%, fue
indicada como el titulador NI. |

1.4.3.Ensayo de Anticuerpo de Neutralizacién

Se llevaron a cabo mediciones de anticuerpo de
neutralizaciéon en muestras de suero congeladas-
descongeladas. Se determind la neutralizacién del virus
mediante anticuerpos contenidos en el suero en un ensayo de

microneutralizacion. Los sueros se utilizaron sin tratamiento
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adicional en el ensayo. Cada suero fue probado por triplicado.
Se mezcldé una cantidad estandarizada de virus con diluciones
en serie de suero y se incubaron para permitir el enlace de los
anticuerpo al virus. Posteriormente se agregdé a la mezcla del
virus y antisuero, una suspensiéon celular, que contiene una
cantidad definida de células MDCK y se incubé a wuna
temperatura de 33°C. Después del periodo de incubacidn, se
visualizé la réplica del virus durante hemaglutinacién de
glébulos rojos de pollo. Se calculé el titulador de neutralizacion
al 50% de un suero, a través del método de Reed y Muench.

i.4.4.Inmunidad Transmitida por Células fue evaluada mediante

Citometria de Flujo de Citocina (CFC)

Se reestimularon in vitro células T CD4 y CD8 especificas
de antigeno de sangre periférica para producir IL-2, CD40L,
TNF-alfa y IFN se incub6 con su antigeno correspondiente. En
consecuencia, se pueden enumerar células T CD4 y CDS8
especificas de antigeno mediante citometria de flujo,
permitiendo la etiquetacién de inmunofluorescencia
convencional del fenotipo celular asi como produccién de
citocinas intracelulares. En este estudio, el antigeno de vacuna
a la Influenza, asi como péptidos derivados de la proteina de
influenza especificos vfueron utilizados como antigeno para
reestimular las células T especificas de Influenza. Los
resultados se expresaron como una frecuencia de célula T CD4

o CD8 positiva de citocina(s) dentro de la sub-poblacién de
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célula T CD4 o CDS8.

1.4.5.Métodos Estadisticos

1.4.5.1. Puntos extremos primarios

- Porcentaje, intensidad y relacién con la vacunacién de
signos y sintomas locales y generales solicitados durante un
periodo de seguimiento de 7 dias (es decir, el dia de
vacunacién y 6 dias posteriores) después de la vacunacién y en
general.

+ Porcentaje, intensidad y relaciéon con la vacunacién de
signos y sintomas locales y generales no solicitados durante un
periodo de seguimiento de 21 dias (es decir, el dia de la
vacunacién y 20 dias posteriores) después de la vacunacién y
en general.

+ Surgimiento de diversos eventos adversos durante todo
el estudio.
1.4.5.2, Puntos extremos secundarios
Para la respuesta inmune humoral:

Variables observadas:

* Los dias Oy 21: inhibicién-hemaglutinaciéon de suero (HI)
y tituladores de anticuerpo NI, probados por separado contra
cada una de las tres cepas de virus de influenza representada
en la vacuna (anticuerpos anti-H1N1, anti-H3N2 y anti-B).

* Los dias O y 21: tituladores de anticuerpo de
neutralizacién, probados por separado contra cada una de las

tres cepas de virus de influenza representadas en la vacuna.

Qe
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Variables derivadas (con intervalos de confiabilidad al 95%).

« Tituladores por medios geométricos (GMTs) de los
anticuerpos HIl de suero con intervalos de confiabilidad al 95%
(95% CI) pre y post-vacunacién

* Rangos de seroconversion* con 95% Cl en el dia 21

. Factores de conversién ** con 95% Cl el dia 21

* Rangos de seroprotecciéon*** con 95% Cl el dia 21

* GMTs de anticuerpo NI de suero (con un infervalo de
confiabilidad al 95%) en todos los puntos extremos.

* Rango de seroconversién definida como el porcentaje de
vacuna quienes tienen al menos un incremento de 4 veces en
fos tituladores HI de suero el dia 21 en comparacién con el dia
0, pada cada cepa de vacuna.

**Factor de conversién definido con el incremento en
veces en GMTs HI de suero el dia 21 en comparacién con el dia
0, para cada cepa de vacuna.

***Rango de proteccién definida como el porcentaje de
vacuna con el titulador HI de suero =40 después de Ila
vacunacién (para cada cepa de vacuna) que normalmente se
acepta como que indica proteccién.

Debera quedar entendido, que para algunas de las
pruebas clinicas, la reactogenicidad/seguridad pueden ser
puntos extremos secundarios, y la inmunogenicidad puede ser
el punto extremo primario.

Para las respuestas inmune transmitidas pbr células (CMI)
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Variable observada .

Los dias O y 21: frecuencia de células CD4/CD8 positivas
de citocina por 10° en diferentes bruebas. Cada prueba
cuantifica la respuesta de célula T CD4/CD8 para:

* Antigeno de influenza de péptido (pf) (la naturaleza
precisa y origen de estos antigenos necesitan ser
proporcionados/explicada.

* Antigeno de influenza de divisién (sf)

* Antigeno de Influenza completa (wf).

Variables derivadas:

* ceélulas que producen al menos dos diferentes citocinas
(CD40L, IL-2, IFNy, TNFa)

« células que producen al menos CD40L y otra citocina (IL-
2, TNFa, IFNy)

* células que producen al menos IL-2 y otra citocina
(CD40L, TNFaq, IFNy)

* celulas que producen al menos IFNy y otra citocina (1L-2,

TNFa, CD40L)

* células que producen al menos TNFa y otra citocina (1L~ -

2, CD40L, IFNy)
1.3.5.3. Andlisis de inmunogenicidad

El analisis de inmunogenicidad se basé en el cohorte
vacunado total. Para cada tipo de tratamiento, se calcularon los

siguientes parametros (con un intervalo de confiabilidad al

95%):

706
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« Tituladores promedio geométricos (GMTs) de Ilos
tituladores de anticuerpo Hl y NIl los dias Oy 21

+ Tituladores promedio geométricos (GMTs) de tituladores
de anticuerpo de neutralizacién los dias Oy 21.

+ Factores de conversién el dia 21.

* Rangos de seroconversién (SC) el dia 21 definidos como
el porcentaje de vacunas que tienen al menos un incremento 4
veces en tituladores de suero Hl el dia 21 en comparaciéon con
el dia 0.

+ Rango de protecciéon el dia 21 definidas como el
porcentaje de vacuna con titulador HI de suero =1:40.

» Frecuencia de linfocitos-T CD4/CD8 que secretan una
respuesta fue resumida (estadistica de la descripcién) para
cada grupo de vacunacién, en cada punto extremo (Dia 0, Dia
21) y para cada antigeno (influenza de péptido (pf), influenza

de divisién (sf) e influenza completa (Wf)).

+ Las estadisticas descriptivas en diferencia individual

entre respuestas de punto extremo (Post-Pre) para cada grupo
de vacunacién y cada antigeno (pf, sf, y wf) en cada 5 pruebas
diferentes.

* Una prueba sin parametro (prueba de Kruskall-Wallis) se
utilizé para comparar las diferencias de ubicaciones de 3
grupos y se calculé el valor-p estadistico para cada antigeno en
cada una de las 5 pruebas diferentes. Todas las pruebas

significantes fueron de dos colas. Los valores-P menores o

Wiz
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iguales a 0.05 fueron considerados como estadisticamente

significativos.

Ejemplo Il - Preparaciéon de la emulsiéon de aceite en agua y
formulaciones adyuvantes

A menos que se manifieste lo contrario, ta emulsién de
aceite/agua utilizado en ejemplos subsecuentes estda compuesta
de una fase organica elaborada de 2 aceites (alfa-tocoferol vy
escualeno), y una fase acuosa de PBS que contiene Tween 80
™ o Polisorbato 80™ como el agente de emulsificacion. A
menos que se manifieste lo contrario, las formulaciones de
adyuvante de emulsion de aceite en agua utilizadas en los
ejemplos subsecuentes fueron elaboradas comprendiendo el
siguiente componente de emulsién de aceite en agua (que
proporcionan concentraciones finales): 2.5% de escualeno (v/v),
2.5% de alfa-tocoferol (v/v), 0.9% de monooleato de sorbitano
de polioxietileno (v/v) (Tween 80), ver Publicacién de Patente
WO 95/17210. Esta emulsién, denominarda ASO03, en los
ejemplos subsecuentes, se prepar6 como se indica a
continuacién como un concentrado de dos veces.
I1.1. Preparaciéon de emulsién SB62

Este método se utilizé6 en los estudios reportados en las
secciones de ejemplos clinica y pre-clinica. La preparacién de

la emulsién SB62 se realiz6 mezclando bajo agitacién fuerte

%
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una fase de aceite compuesta de componentes hidrofébicos
(DL-a-tocoferol y escualeno) y una fase acuosa que contiene
los componentes solubles en agua (el detergente i6nico Tween
80 y PBS mod (modificado), pH 6.8). Mientras se agitd, la fase
de aceite (volumen total 1/10) se transfiri6 a la fase acuosa
(volumen total 9/10), y la mezcla se agitdé durante 15 minutos
temperatura ambiente. La mezcla resultante se sometio
posteriormente a corte, fuerza de impacto y cavitacién en la
camara de interaccién de microfluidizador (15000 PSl-ciclos 8,
o 3 ciclos en el adyuvante utilizado en la prueba clinica
reportado en el Ejemplo IIl) para producir gotas de submicras
(distribucién entre 100 y 200 nm). El pH es entre 6.8 £+ 0.1. La
emulsién SB62 posteriormente se esterilizan entre filtracién a
través de una membrana de 0.22 ym, y la emulsién en volumen
estéril se almacendé refrigerada en contenedores Cupac a una
temperatura de 2 a 8°C. Se enjuagd gas inerte (nitrégeno o
argdén) en el volumen absoluto del contenedor del volumen final
de la emulsién SB62 durante al menos 15 segundos.

La composicién final se la emulsién SB62 es como se
indica a continuacién:

Tween 80: 1.8 % (v/v) 19.4 mg/ml; Escualeno: 5 % (v/v)
42.8 mg/ml; a-tocoferol: 5 % (v/v) 47.5 mg/ml; PBS-mod: NacCl
121 mM, KC! 2.38 mM, Na2HPO4 7.14 mM, KH2PO4 1.3 mM; pH

6.8 £0.1.

Ejemplo lil - Prueba clinica en una poblaciéon de adultos con
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edades de 18 a 59 afios de edad con una vacuna que
contienen la preparacion de antigeno de influenza y dos

dosis de adyuvante AS03 (Flu-LD-004)

I11.1. Introduccién

A. Se llevo a cabo un estudio ciego simple, aleatorizado,
controlado, de fase || en‘una poblacién de adultos con edades
de 18 a 59 arios de edad en el afio de 2006, con el objeto de
evaluar la inmunogenicidad, seguridad y reactogenicidad de la
vacuna candidata de influenza de baja dosis de
GlaxoSmithKline Biologicals (por ejemplo, que contiene 5§ pg HA
por cepa) con en dos dosis de adyuvante AS03. La respuesta
inmune humoral (es decir, anti-hemaglutinina) se midié 21 dias
después de la administracién intramuscular de una dosis de la
vacuna adyuvantada por AS03. Se utilizé Fluarix™ como
referencia.
I111.2. Disefio de estudio

Tres grupos de sujetos en paralelo recibieron la siguiente

vacuna intramuscular:

un grupo de 100 sujetos que recibieron inyeccién de la
vacuna de influenza de virus de division de baja dosis que
contiene 5ug HA adyuvantada con AS03 (FluLD1/1)

" un grupo de 100 sujetos que recibieron inyeccién de la

vacuna de influenza de virus de division de baja dosis que

contiene 5ug HA adyuvantada con una media dosis de ASO03

2O
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(AS03 %) (FluLD1/2)

* un grupo de 100 sujetos que recibieron una dosis de
Fluarix™ (Fluarix)

Programa: una inyeccién IM de vacuna de influenza el dia
0, las visitas en el sitio de estudio en el dia 0 y el dia 21 con
una recoleccion de muestra de sangre (determinaciéon de
anticuerpo HI) y un contacto telefénico adicional el dia 30
(conclusién del estudio).

La vacuna de influenza de divisiéon trivalente - estandar
Fluarix™ utilizada en este estudio, es una vacuna comercial del
Hemisferio Norte del afdo 2006/2007 y fabricada por
GlaxoSmithKline Biologicals.

I11.3. Objetivo del Estudio

111.3.1. Objetivo primario

- Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por las
vacunas de estudio en términos de tituladores de anticuerpo
anti-hemaglutinina:

Variables observadas los dias 0 y 21: tituladores de
anticuerpo de inhibiciéon de hemaglutinacién de suero.

Variables derivadas (con intervalos de confiabilidad al 95%):

- Tituladores promedio geométricos (GMTs) de anticuerpo
de suero los dias Oy 21

- Rangos de seroconversién* el dia 21

- Factores de seroconversién** el dia 21

-Rangos de seroproteccion*** los dias 0 y 21

2
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*

Rango de seroconversién de respuesta de anticuerpo
Hemaglutinina se define como el porcentaje de vacunas que
tiene ya sea un titulador de pre-vacunacion < 1:10 y un titulador
de post-vacunacién > 1:40 o un titulador de pre-vacunacién >
1:10 y al menos un incremento cuatro veces del titulador de
post-vacunacién

**Factor de seroconversiéon definido por el incremento en
veces en GMTs HI de suero post-vacunacién en comparaciéon
con el dia 0;

***Rango de seroproteccién definido como el porcentaje de
vacunas con el titulador HI de suero >1:40 después de la
vacunacién que normalmente se acepte como que indica
proteccion.

111.3.2. Objetivo secundario

- Evaluar la seguridad y reactogenicidad de las vacunas de
estudio en términos de eventos adversos locales y similares
solicitados, eventos adversos no solicitados y eventos adversos
severos:

1. Surgimiento, intensidad, y relacién con la vacunacién
de los signos y sintomas locales y generales solicitados durante
un periodo de seguimiento de 7 dias (es decir, dia de
vacunacién y 6 dias posteriores) después de cada vacunacién
en cada grupo.

2. Surgimiento, intensidad y relacién con la vacunacién de

signos y sintomas locales y generales no solicitados durante un
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periodo de seguimiento de 30 dias (es decir, dia de vacunacién
y 29 dias subsecuentes) después de la vacunaciéon en cada
grupo.

3. Surgimiento y relacién de eventos adversos severos
durante todo el periodo de estudio en cada grupo.
I11.4. Composicion de vacuna y administracién

111.4.1. Preparacidén de vacuna

La vacuna de influenza no adyuvantada es un virién de
divisién trivalente, la vacuna de influenza desactivada
consistiendo en tres volumenes de antigeno viral monovalente
(preparados a partir de cepas de influenza A/H1IN1, A/H3N2 y
B). Los antigenos presentes en esta vacuna son los mismos que
en la vacuna Fluarix™ con licencia la cual estad disponible en el
mercado como Fluarix ™ (a-Rix®) desde 1992 y contiene 15 ug
de HA/cepa por dosis. Las cepas de influenza incluidas en los
datos clinicos FIuLD son las cepas que fueron elegidas para el
Hemisferio Norte en el afio 2006/2007:

+ Cepa tipo A/New Caledonia/20/99 (H1N1): A/New
Caledonia/20/99 (H1N1) IVR-116

. Cepa tipo A/Wisconsin/67/2005 (H3N2):
A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) NYMCX-161

+ B/Malaysia/2506/2004.

Los antigenos se derivan del virus que crecen en huevos:
la divisién se lleva a cabo con desoxicolato de sodio antes del

paso de desactivaciéon, la cual se lleva a cabo a través de la

2D
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accién subsecuente de desoxicolato de sodio y formaldehido.

La vacuna de influenza de baja dosis adyuvantada con
AS03 (FluLD) (lotes clinicos) estd basada en l|a vacuna
Fluarix™ comercialmente disponible (preparada a partir de
cepas de influenza A/H1IN1, A/H3N2 y B, respectivamente), pero
con un minimo contenido de antigenos y adyuvantada con
sistemas de adyuvante GSK AS03. AS03 consiste en una
emulsién de aceite en agua (SB62) que contiene dos aceites
biodegradables, escualeno y a-tocoferol (Vitamina E), y un
tensoactivo, polisorbato 80 (Tween 80). Los antigenos de
influenza se incorporaron en la fase acuosa del sistema de
adyuvante mediante mezclado simple con la emulsién. Se han
probado dos formulaciones, diferentes por la cantidad de
adyuvante introducida con los antigenos Flu en el lote de
vacuna. Las vacunas adyuvantadas contienen 5 pug de
hemaglutinina (HA) de cada cepa de virus de influenza por
dosis, combinada con una dosis total (AS03) o una media dosis
(AS0314) del sistema de adyuvante AS03. Los excipientes son
los siguientes: polisorbato 80 (Tween 80), octoxinol 10 (Triton
X-100), succinato de hidréogeno de alfa-tocoferilo, cloruro de
sodio, fosfato de hidrégeno de sodio, fosfato de hidréogeno de
sodio, fosfato de dihidrégeno de sodio, cloruro de potasio, agua
para inyeccion. Las vacunas de influenza de baja dosis
adyuvantada con (FluLD, dosis total o media de AS03) son

vacunas libres de conservadores. Sin embargo, contienen

yaLy
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cantidades de trazo de tiomersal (< 1.25 yg de Hg por dosis) de
las etapas anteriores del proceso de fabricacién. Ambas se
presentan como vacunas de monodosis en jeringas de vidrio
llenas previamente (Tipo |) en un volumen de 0.5 mi/dosis.
111.4.1.1. Composicion de vacuna de influenza adyuvantada con
ASO03

Una dosis de FIluLD (dosis total o media de ASO03)
corresponde a 0.5 ml. La composicién se proporciona en la
tabla 3. ElI contenido HA por dosis es 5 pg para ambas
formulaciones, siendo la unica diferencia la cantidad de ASO03
presente en los contenedores finales.
Tabla 3 Composicion de vacuna de influenza de baja dosis

adyuvantada con AS03 (dosis total y media de AS03)

Componente
Viriones de divisiéon desactivados 5 ug HA
- A/New Caledonia/20/99 (H1N1) IVR-116 5 pug HA
- A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) NYMCX-161 5 ug HA
- B/Malaysia/2506/2004 5 ug HA
Adyuvante (dosis Total/Dosis Media)
- Emulsién SB62 (Volumen total) 0.250 mi
* Escualeno 10.70 mg/ 5.35 mg
* DL-a-tocoferol 11.88mg/5.94 mg
* Polisorbato 80 (Tween 80) 4.85mg/ 2.425mg
Polisorbato 80 (Tween 80) 0.122mg
Octoxinol 10 (Triton X-100) 0.0283 mg
Succinato de hidrégeno a-tocoferol 0.01665 mg
Cloruro de sodio 4 mg
Fosfato disédico 0.575 mg
Fosfato de dihidrégeno de potasio 0.100 mg
Cloruro de potasio 0.101 mg
Agua para inyeccién ad 0.50 ml

Abreviaturas: HA = hemaglutinina
El contenido total de Polisorbato 80 corresponde a 4.972 mg por dosis cuando la dosis
total de AS03 se utiliza, y 2.547 mg por dosis cuando se utiliza la dosis media

)8,
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111.4.1.2. Produccién de preparacién de antigeno de influenza
desactivada por divisién

Los antigenos de influenza son idénticos a los incluidos en
Fluarix™ (Vacuna de Virus de Influenza). Los volumenes
monovalentes consisten en viruses de division insaturados
purificados que se preparan de semillas que trabajan de las tres
cepas de virus de virus de influenza, tipo A (HIN1 y H3N2) y
tipo B, los cuales se crecen individualmente en huevos de
gallinas embrionadas. Estas semillas trabajadas se derivan de
cepas que son recibidos de un centro que colabora con WHO
seguido de recomendaciones anuales de WHO. Para los
procesos de preparacién de antigenos, se encuentra una
referencia a manera de ilustracién, en la Publicacion de Patente
WO 02/097072. Los volumenes de los tres volumenes
monovalentes estan basados en el contenido HA medido en
cada volumen monovalente antes de la formulacién y en el
volumen de fabricacion objetivo.

Se diluyé una solucién salina amortiguada por fosfato
concentrada 10 veces (pH 7.4 cuando se concentré 1 vez) y una
pre-mezcla de Tween 80 y succinato de hidrégeno de a-
tocoferilo en agua para inyeccién seguida de agitacién durante
5 a 30 minutos a temperatura ambiente.

Los tres voliumenes monovalentes concentrados

posteriormente se diluyeron en forma sucesiva en la solucién

RANE
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salina amortiguada por fosfato resultante/Tween 80-solucién de
succinato de hidrégeno de a-tocoferilo a una concentracién de
20 ug de HA para cada volumen monovalente A (H1N1, H3N2)
23.32 yg de HA de volumen monovalente B por ml de volumen
trivalente intermedio (5 npg de HA para cada volumen
monovalente A y 5.83 ug de HA de B/500 pl de volumen final
trivalente).

Entre las adiciones de cada volumen monovalente, la
mezcla se agité durante 10 a 30 minutos a temperatura
ambiente y durante 15 a 30 minutos después de la adicién del
ultimo  volumen monovalente. Este volumen trivalente
intermediario también referido como “pre-conjunto” puede
mantenerse a una temperatura de +2-+8°C o0 procesarse en
forma adicional para el paso de formulacién final el mismo dia.
El volumen final de pre-conjunto es de 250 ul por dosis.
111.4.1.3. Preparacién de composiciones de vacuna con
adyuvante AS03

Vacuna adyvuvantada: LD AS03 1/1 (Tabla 4)

Se agregaron en agua para inyeccion PBS mod
concentrado 10 veces (pH 7.4 cuando se concentré6 una vez:
137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na,HPO,, 1.47 mM KH,POy,,
pH 7.4) asi como una mezcla que contiene Tween80, Triton X-
100 y VES (cantidades tomadas en cuenta para el detergente
presente en las cepas). Después de 5 a 30 minutos de

agitacion, se agregaron 20 yg de HA por ml de cada cepa H1N1

LR



10

15

20

25

164

y H3N2 y 23.32ug HA por ml de cepa B con 10 a 30 minutos de
agitaciéon entre cada adicién. Después de 15 a 30 minutos de
agitacién, se desecho un pequefio volumen del denominado
“volumen intermedio” para analisis y almacenar a una
temperatura entre +2 y +8°C. El volumen intermedio esta en el
mod PBS concentrado 1 vez. La concentracién de detergente
objetivo son 488 pg de Tween 80 por ml, 73.6 ug de Triton X-
100 por ml y 66.6 ug de VES por ml.

Posteriormente se preparé la formulacién final: un volumen
igual de SB62 (ver preparacién de Ejemplo |l) se agrega cada
250 pl de volumen intermedio pre-conjunto y se mezclé durante
30 a 60 minutos a temperatura ambiente. Se revisé el pH para
fluctuar entre 6.8 y 7.5. Las formulaciones se enjuagaron con
nitrégeno y posteriormente se almacenaron entre +2 y 8°C

antes del llenado.

Tabla 4 Vacuna de baja dosis adyuvantada con AS03

Componente Concentracion Volumen (ml)
Paso 1: Pre-conjunto
Volumen monovalente A/New Caledonia 104 pg/ml 302.88
Volumen monovalente A/Wisconsin 85 pg/ml 370.59
Volumen monovalente B/Malaysia 110 pg/ml 333.90
PBS mod(1) Ver la nota al final 56.76
Tween 80 48000 pg/ml 5.24
Triton X-100 Residuo de cepa H3N2
Succinato de hidrégeno de a-tocoferilo 26480 pg/ml 1.2
Agua filtrada 504.43

Volumen total = 1575 (ml)

75 ml de muestras de subconjunto son

recuperadas para pruebas

Volumen de pre-conjunto restante = 1500 (ml)

Paso 2: agregado a pre-conjunto

Emulsién

I

1500

Volumen total de volumen final = 3000 (mi)

(1): La composicion de volumen final de amortiguador es: 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI, 8.1

mM NagHPO4, 1.47 mM KH2PO4, pH 7.4
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Vacuna adyuvantada: LD AS03 1/2 (Tabla 5)

Se agregaron al agua para inyeccion mod PBS
concentrada 10 veces (pH 7.4 cuando se concentré una vez -
ver composicién anterior) asi como una mezcla que contiene
Tween 80, Triton X-100 y VES (cantidades tomadas en cuenta
para el detergente presente en las cepas). Después de 5 a 30
minutos de agitacién, se agregaron 20 uyg de HA por ml de cada
cepa H1IN1y H3N2 y 23.32 yg de HA por mi de cepa B, con 10 a
30 minutos de agitacién entre cada adicién. Después de 15 a 30
minutos de agitacién, entre cada adicién. Después de 15 a 30
minutos de agitacién, se desecho un pequeido volumen del
denominado ‘“volumen intermedio” para analisis y
almacenamiento a una temperatura de +2 y +8°C. El mod PBS
esta concentrado 1 vez en el volumen intermedio. La
concentraciéon de detergentes del objetivo son 488 pg Tween 80
por ml, 73.6 pyg Triton X-100 por ml y 66.6 uyg VES por ml.

La formulacién final posteriormente se prepara: SB62 se
diluye primero con el amortiguador mod PBS y se agité durante
15 a 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregd un volumen igual de este SB62 diluido a cada 250 ul de
un pre-conjunto de volumen intermedio. Después de 30 a 60
minutos agitaciéon a temperatura ambiente, se revis6 el pH para

fluctuar entre 6.8 y 7.5. La formulacién se enjuagd con
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nitrégeno vy posteriormehte se almacendé a una temperatura
entre +2 y 8°C antes del llenado.

El volumen final de ambas formulaciones es de 500 ul por
dosis y la concentracién HA final es de 10 ug por cada volumen
monovalente Ay 11.66 pg por cada volumen monovalente B por
ml de volumen final trivalente. Las concentraciones objetivo
finales de Tween 80, Triton X-100 (residuo de fabricacién de
monovolumen H3N2) y succinato de hidrégeno de a-tocoferilo
(succinato de hidrégeno de a-tocoferilo es una forma de éster
de RRR (isémero D)-a-tocoferol) son 244 ug/mi, 58.6 ug/ml y
33.3 pg/ml, respectivamente.

Tabla 5§ Vacuna de baja dosis adyuvantada con AS03 (media

dosis de adyuvante)

Componente Concentracion Volumen (ml)
Paso 1: Pre-conjunto

Paso 1: Pre-conjunto

Volumen monovalente A/New Caledonia 104 pg/ml 300.96
Volumen monovalente A/Wisconsin 85 pg/ml 368.24
Volumen monovalente B/Malaysia 110 pg/ml 331.78
PBS mod(1) Ver nota al final 56.78
Tween 80 48000 pg/ml 5.2
Triton X-100 Residuo de cepa H3N2
Succinato de hidrégeno de a-tocoferilo 26480 pg/ml 1.2
Agua filtrada 501.22

Volumen total = 1575 (ml)

75 ml de muestras de pre-conjunto son
recuperadas para pruebas

Volumen de pre-conjunto restante = 1500 (ml)

Paso 2: agregado a pre-conjunto

Emulsién 750
PBS mod(1) Ver leyenda 75
Agua filtrada 575

Volumen total de volumen final = 3000 (ml)

(1): La composicion de volumen final de amortiguador es de: 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI,
8.1

mM Na,HPO,, 1.47 mM KH,PO,, pH 7.4
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I11.4.2. Administracién de vacuna

La vacuna se llena en jeringas de vidrio Tipo | estériles de
1.25-ml (Ph. Eur.). Cada jeringa se llena a un objetivo de 0.57
ml (rango: 0.54 a 0.60 ml). Las vacunas se administraron en
forma intramuscular en la regién deltoide del brazo no
dominante. Todas las vacunas se presentaron como jeringas
llenas previamente (0.5 ml). Con el objeto de asegurar la
inyeccién IM adecuada de la vacuna, se utilizé una aguja de al
menos 25G y al menos 2.5 cm de longitud.

I11.5 Resultados de poblacion de estudio

Se inscribieron en este estudio un total de 300 sujetos.
100 sujetos en cada uno de los 3 grupos. La edad promedio del
cohorte vacunado total al momento de la vacunacién fue de 36.7
afios con una desviacién estandar de 13.67 afos. La
distribucion de edad y género promedio de los sujetos a través
de los 3 grupos de vacuna fue similar.

I11.6 Resultados de inmunovgenicidad

El analisis de inmunogenicidad se Ilevé a cabo en el

cohorte ATP para inmunogenicidad (297 sujetos).

Respuesta inmune humoral

Con el objeto de evaluar la respuesta inmune humoral
inducida por la vacuna candidata de influenza de baja dosis
adyuvantada con ASO03, se calcularon los siguientes parametros

(con intervalos de confiabilidad del 95%) para cada grupo de
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tratamiento:

+ Tituladores promedio geométricos (GMTs) o tituladores
de anticuerpo Hi los dias 0y 21;

* Rangos de seroconversiéon (SC) el dia 21;

+ Factores de conversién en el dia 21;

* Rangos de proteccién el dia 0y 21,

I11.6.1 Tituladores promedio geométricos HI (GMT)

Los GMTs para anticuerpos HIl con 95% Cl, se muestran en
la tabla 16 y figura 1. Las proporciones GMT ajustadas entre los
grupos se muestran en la tabla 7.

Los GMTs de pre-vacunacién de anticuerpos HIl para las 3
cepas de vacuna estuvieron dentro del mismo rango en los 3
grupos de tratamiento. Los GMTs observados el dia 21 para los
grupos adyuvantados, tienden a ser mayores que el grupo
Fluarix para las 3 cepas con una diferencia estadistica (en
traslape de 95% Cls y una proporciéon GMT ajustada, que no
contuvo el valor 1) entre FlIuLDI/1 y Fluarix para la cepa de
vacuna A/Wisconsin. La diferencia estadistica (proporcién GMT
ajustada que no contiene el valor 1) fue observada también
entre FIuLD1/2 y Fluarix para la cepa de vacuna B/Malaysia.
Tabla 6 - Rangos de seropositividad y tituladores promedios
geométricos (GMTs) para anticuerpo anti-HA el dia 0 y 21

(cohorte ATP para inmunogenicidad)

2oL
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Anticuerpo | Grupo |Progamacion] N 210 1/DIL GMT Min | Max
n | % | 95%Cl |1/DL| 95%Cl
LL | UL LL | UL

FluLD1/1|PRE 99 | 80 {80.871.7/88.0( 31.9 | 23.5 | 43.4 {<10.0{2560.0
PI(D21)| 99 | 99 | 100 |96.3 | 100 {475.4 |352.2 | 641.6 | 20.0 |7240.0
A/New FluLD1/2|PRE 99 | 80 |80.8|71.7/88.0| 36.1 | 26.9 | 48.5 {<10.0{3620.0
Caledonia Pi(D21) | 99 | 98 |99.0 |94.5| 100 |399.0 |294.7 | 540.2|<10.0{7240.0
Fluarix ({PRE 98 | 85 |86.7|78492.7|26.1 |20.5| 33.2 [<10.0{1280.0
PI(D21) | 98 | 98 | 100 [96.3| 100 | 380.6 |274.2|528.4 | 10.0 [7240.0
FluLD1/1\PRE 99 | 61 |61.651.3(71.2| 16.8 | 13.1 | 21.5 |<10.0| 453.0
PI(D21) | 99 | 99 | 100 |96.3| 100 |276.2|223.5|341.3| 28.0 |5120.0
A/Wisconsin|FluLD1/2|PRE 99 | 66 |66.7 |56.5/75.8| 19.9 | 15.2 | 25.9 [<10.0| 640.0
Pi(D21)| 99 | 99 | 100 [96.3| 100 [241.91192.9|303.4| 20.0 {5120.0
Fluarix |PRE 98 | 58 |59.2|48.8(69.0| 14.7 | 11.6 | 18.6 |<10.0| 320.0
PI(D21) | 98 | 97 |99.0 [94.41100 [172.3|136.4|217.6|<10.0/5120.0
FluLD1/1|PRE 99 | 72 | 72.7(629]81.2| 204 | 15.9 | 26.1 [<10.0| 453.0
PI(D21) | 99 | 99 | 100 {96.3| 100 | 268.6 |221.3|326.0| 28.0 |2560.0
B/Malaysia [FIuLD1/2|PRE 99 | 76 |76.8 67.2|84.7| 22.2 | 17.6 | 27.9 {<10.0| 320.0
PI(D21) | 99 | 99 | 100 |96.3| 100 {301.5|246.1369.4| 28.0 |3620.0
Fluarix |PRE 98 | 76 |77.6(68.0|85.4] 26.5|20.9 | 33.6 |<10.0| 320.0
PI(D21) | 98 | 97 |99.0 {94.4| 100 |219.2|171.4]280.2|<10.0(5120.0

FIuLD1/1 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis total de adyuvante AS03

FIuLD1/2 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis media de adyuvante AS03
Fluarix = Vacuna Fluarix

GMT = Titulador de Anticuerpo Promedio Geométrico

N = Numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = nimero/porcentaje de sujetos seropositivos (titulador HI >= 1:10)

95% CI = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = Limite Inferior, UL = Limite Superior
MIN/MAX = Minimo/Maximo

PRE = Vacunacién previa el dia 0

Pl (D21) = Post-vacunacién el dia 21

TABLA 7 - Proporciones GMT ajustadas entre grupos para

cada cepa de vacuna el dia 21 (cohorte ATP para

inmunogenicidad)
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Anticuerpo Grupode | N | Ajuste | Grupode | N | Ajuste Proporcién GMT
descripcién d descripcion d Ajustada
GMT GMT

Orden de Proporcién | Valor 95% CI

LL | UL

A/New FluLD1/1 [ 99| 4724 | FluLD1/2 |99 | 385.0 FluLD1/1 1.23 10.80| 1.88
[FluLD1/2

Caledonia FluLD1/1 199 | 4723 | Fluarix |98 | 396.9 |FluLD1/1/Fluarix | 1.19 |0.78| 1.82

(1/DIL) FluLD1/2 |99 | 385.0 | Fluarx |98| 397.0 |FluLD1/2/Fluarix | 0.97 |0.63] 1.49

AMWisconsin | FluLD1/1 {99 | 277.3 | FluLD1/2 [99| 230.0 FluLD1/1 121 10.90| 1.62
[FluLD1/2

(1/01L) FluLD1/1 {89 | 2775 | Fluarix |98| 180.8 |FiuLD1/1 /Fluarix | 154 [1.14] 2.06

FlLD1/2 199 | 230.0 | Fluarix |98 | 180.6 |FluLD1/2 /Fluarix | 1.27 |0.95] 1.74
B/Malaysia | FIuLD1/1 |99 | 2751 | FluLD1/2 {99 | 303.4 FluLD1/1 0.9110.68| 1.22
[FluLD1/2
(1/DIL) FIULD1/1 |99 | 2752 | Fluarix |98 | 2127 |FluLD1/1 /Fluarix | 1.29 |0.96] 1.74
FluLD1/2 {99 | 3034 | Fluarix |98 | 2126 |FluLD1/2/Fluarix | 1.43 [1.06] 1.92

FIuLD1/1 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis total de adyuvante AS03

FluLD1/2 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis media de adyuvante AS03
Fluarix = Vacuna Fluarix

GMT ajustado = Titulador de anticuerpo promedio geométrico ajustado para titulador de linea de
base

N = Numero de sujetos con resultados disponibles tanto de pre como de post-vacunacién
95% CI = intervalo de confiabilidad al 95% para la proporcion GMT ajustada (modelo Ancova: ajuste

para titulador de linea de base-varianza reunida con mas de 2 grupos); LL = limite inferior, UL =
limite superior

111.6.2 Factores de conversién de tituladores de anticuerpo anti-
HI, rangos de seroproteccién y rangos de seroconversién
(correlaciones para proteccién tal como se establece para
vacuna de influenza en humanos)

Los resultados se presentan en la tabla 8 - figura 2 para

rangos de seroproteccion, Tabla 9 - figura 3 para rangos de
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seroconversién y Tabla 10 - figura 4 para factores de
conversion.

El valor de umbral referido por las Autoridades Europeas
para los rangos de seroprotecciéon (70 %) se alcanzé en todos
los grupos (al menos 94.9 %). Para cada cepa de vacuna, los
rangos de seroproteccién en el dia 21 y para los 3 grupos,
estuvieron dentro de un mismo rango.

El valor de umbral requerido por las Autoridades Europeas
para los rangos de seroprotecciéon (40%) se alcanzdé en todos
los grupos (al menos 65%).

Para la cepa de vacuna A/New Caledonia, el SCR el dia 21
y para los 3 grupos estuvieron dentro del mismo rango.

Para la cepa de vacuna A/Wisconsin, el SCR el dia 21
para el grupo FluLD1/1 tendidé a ser mayor en comparacioéon con
el grupo Fluarix. EIl SCR el dia 21 para el grupo FluLD1/2
estuvo dentro del mismo rango en comparacién con el grupo
Fluarix.

Para la cepa de vacuna B/Malaysia, el SCR el dia 21 para
el grupo FluLD1/2 tendié a ser mayor en comparacién con el
grupo Fluarix. El SCR el dia 21 para el grupo FluLD1/1 estuvo
dentro del rango comparado con el grupo Fluarix.

El valor de umbral requerido por las Autoridades Europeas
para los factores de seroconversion (2.5) se alcanz6 en todos
los grupos (al menos 6.2).

Para la cepa de vacuna A/New Caledonia, el SCF el dia 21
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para los 3 grupos parecié estar dentro del mismo rango. EI
valor observado para el grupo FluLD1/2 fue inferior para el
valor observado para el grupo Fluarix pero podria ser explicado
a través del rango de seroproteccién de pre-vacunacion
superior en el grupo FluLD1/2.

Para |la cepa de vacuna A/Wisconsin, el SCF el dia 21 para
el grupo FluLD1/1 tendié a ser mayor en comparacién con el
grupo Fluarix. EI SCF el dia 21 para el grupo FluLD1/2 estuvo
dentro del mismo rango en comparacién con Fluarix.

Para la cepa de vacuna B/Malaysia, el SCF el dia 21 para
los dos grupos adyuvantados tendié a ser mayor en
comparacién con el grupo Fluarix.

TABLA 8 - Rangos de seroproteccion (SPR) para el titulador
de anticuerpo HI el dia 0 y el dia 21 (cohorte ATP para

inmunogenicidad)

Cepa de vacuna Grupo Programacion| N SPR

n 95% ClI
‘ % | LL | UL
A/New Caledonia FluLD1/1 PRE 99 41 1414|316 |51.8
. PI(D21) 99 95 |96.0(90.0]98.9
FluLD1/2 PRE 99 55 | 556|452 {655
PI(D21) 99 97 198019291 99.8
Fluarix PRE 98 35 | 357 26.3]46.0
PI(D21) 98 93 1949885983
A/Wisconsin FluLD1/1 PRE 99 32 13231233425
PI(D21) 99 97 198.01929 998
FluLD1/2 PRE 99 37 374|279 477
PI(D21) 99 97 |98.01929 1998
Fluarix PRE a8 25 255172353
PI(D21) 98 93 9498851983
B/Malaysia FluLD1/1 PRE 99 31 1313224 414
PI(D21) 99 97 198.0 829 |99.8
FluLD1/2 PRE 99 39 | 394 | 29.7 | 49.7
PI(D21) 99 98 199.0 945 100
Fluarix PRE 98 44 1449|348 | 55.3
PI(D21) 98 94 |95989.9 989
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FiuLD1/1 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis total de adyuvante AS03
FIuLD1/2 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis media de adyuvante AS03
Fluarix = Vacuna Fluarix

N = Numero de sujetos con resultados disponibles n/% = Numero/porcentaje en sujetos
seroprotegidos (titulador HI >= 40 1/DIL)

95% CI = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = Limite Inferior, UL = Limite Superior

PRE = Vacunacioén previa el dia 0

Pl (D1) = Post-vacunacién el dia 21

Fuente de datos= Apéndice tabla llIA

TABLA 9 - Rango de seroproteccion (SCR) para titulador de

anticuerpo HIl el dia 21 (cohorte ATP para inmunogenicidad)

Cepa de vacuna Grupo N SCR
n % 95% ClI

LL | UL

A/New Caledonia FluLD1/1 99 69 |69.7 | 596|785
FluLD1/2 09 64 | 646|544 | 74.0

Fluarix 98 66 | 67.3|57.1176.5

A/Wisconsin FluLD1/1 99 88 | 889 (81.0 943
FluLD1/2 99 79 | 79.8|70.5|87.2

Fluarix 98 73 | 745 | 64.7 | 82.8

B/Malaysia FluLD1/1 99 | 76 |76.8|67.2|84.7
FluLD1/2 99 82 | 8281739897

Fluarix 98 65 | 66.3]56.1 | 75.6

FluLD1/1 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis total de adyuvante AS03
FluLD1/2 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis media de adyuvante AS03
Fluarix = Vacuna Fluarix

Seroconversion definida como:

Para sujetos inicialmente seronegativos, titulador de anticuerpo>= 40 1/DIL después de vacunacion

Para sujetos inicialmente seropositivos, titulador de anticuerpo después de vacunacién >= 4 veces

el titulador de anticuerpo de pre-vacunacién

N = Numero de sujetos con resultados disponibles de pre y post-vacunacion

n/% = Numero/porcentaje de sujetos seroconvertidor

95% Cl = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = Limite Inferior, UL = Limite Superior
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TABLA 10 - Factor de seroconversiéon (SCF) para titulador de

anticuerpo Hl el dia 21 (cohorte ATP para inmunogenicidad)

Cepa de vacuna Grupo N SCF
Valor 95% Cl

LL UL

A/New Caledonia FiuLD1/1 99 14.9 10.4 21.3
FluLD1/2 99 11.0 1.7 15.9

Fluarix 98 14.6 9.9 216

A/Wisconsin FluLD1/1 99 16.5 13.0 20.9
FluLD1/2 99 12.2 9.2 16.1

Fluarix 98 1.7 8.8 15.6

B/Malaysia FluLD1/1 99 13.2 10.0 17.4
FluLD1/2 99 13.6 10.2 18.0

Fluarix 98 8.3 6.2 11.0

FluLD1/1 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis total de adyuvante AS03

FluLD1/2 = Vacuna de influenza de baja dosis (5 ug HA/cepa) con dosis media de adyuvante AS03
Fluarix = Vacuna Fluarix

N = Numero de sujetos con resultados disponibles pre y post-vacunacién

SCF = Factor de Seroconversién o proporcién promedio geométrica (promedioflog10(PI{D21)/PRE)])
95% ClI = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = Limite Inferior, UL = Limite Superior

I11.7 Conclusiones de seguridad

Una mayor reactogenicidad en términos de sintomas
solicitados y no solicitados (locales/generales) en los grupos de
vacuna adyuvantada en comparacién con el Grupo Fluarix, fue
la tendencia global observada en este estudio.

Una reduccién del contenido AS03 en |la vacuna
adyuvantada tiene un impacto significativo en todos 3 sintomas
de grado general y grado local.

El surgimiento de los sintomas no solicitados, tendié a ser
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mayor en los grupos de vacuna adyuvantada (55% y 47% de los
sujetos), en comparacién con el Grupo Fluarix (35%).

A partir de estos resultados, se puede concluir que la
reactogeni-cidad y el perfil de seguridad de las vacunas
candidatas son satisfactorias y clinicamente aceptables.

111.8. Conclusiones generales

111.8.1. Resultados de inmunogenicidad

El objetivo primario de este estudio fue -evaluar Ila
respuesta inmune humoral (tituladores de anticuerpo anti-Hl)
provocada por vacuna de influenza de baja dosis con dos
diferentes concentraciones de adyuvante AS03, y mediante
Fluarix.

El dia 21, las tres vacunas excedieron los requerimientos
de las Autoridades Europeas para el registro anual de vacunas
de influenza de virién de divisién (“Nota para Guia en
Armonizacion de Requerimientos para Vacunas de influenza”
para la evaluacién inmunolégica de los cambios de cepa
anuales-CPMP/BWP/214/96). GMTs tendieron a ser mayores en
los grupos adyuvantados en comparacién con el Grupo Fluarix,
con una diferencia estadisticamente significativa observada
para las cepas de vacuna A/Wisconsin (FIuLD1/1 vs. Fluarix) y
B/Maltaysia (FluLD1/2 vs. Fluarix). Se observaron rangos de
seroproteccién similares en los tres grupos de vacuna,
fluctuando de 94.9% a 99%. Los rangos de seroconversion y

factores de seroconversion se observaron para ser mayores en
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los grupos adyuvantados que en el Grupo Fluarix. Los datos de
esta prueba también revelaron que la inmunogenicidad inducida
por la vacuna con la mitad de l|la dosificacién de adyuvante
AS03, fue comparable a la inducida con la dosis total del
adyuvante.

111.8.2, Resultados de reactogenicidad y seguridad

La administracién de la vacuna candidata de influenza de
baja dosis adyuvantada con AS03, fue segura y clinicamente
bien tolerada en la poblacién de estudio, es decir, personas
adultas con edades entre 18 y 59 afios. La vacuna adyuvantada
de media dosis mostré6 una marcada disminucién en la
incidencia de los sintomas locales y generales solicitados, en
comparaciéon con la vécuna adyuvantada de dosis total.

Ejemplo IV - Evaluacion pre-clinica de vacuna de influenza
de division adyuvantada o no adyuvantada (que comprenden
diversas dosis de adyuvante AS03) en ratones BALB/c
preparados

IV.1. Disefio experimental y objetivo

Los experimentos en ratones preparados para influenza se
levé a cabo con el objeto de evaluar el incremento en
respuestas humorales mediante AS03 inducido por vacunas de
influenza formuladas con este adyuvante de aceite en agua.
Para estar mas cercanas a la situacién humana (las personas
son seropositivas debido a la infeccién repetida con cepas

desplazadas aproximadamente cada dos afnos), este
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experimento se llevo a cabo utilizando animales que fueron
preparados con cepas heterosubtipicas. La preparacién
heterosubtipica también es un modelo mas estricto en
comparacién con la preparacién con cepas homotipicas y es un
mejor modelo para diferenciar entre diferentes adyuvantes

IV.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 11)

Los grupos de 27 ratones hembra BALB/c fueron
preparadas en forma intranasal (20 ul de volumen) el dia 0, con
virus de influenza desactivada por formalina, completa,
trivalente (5 pg de HA para cada cepa). Las cepas de
preparaciéon consistieron en variantes de desplazamiento mas
temprana (5 Hg de HA desactivada por
H1N1A/Johannesburg/82/96, H3N2 A/Sydney/5/97,
B/Harbin/7/94 total) a las incluidas en la vacuna. Veintiocho
dias después, los ratones fueron vacunados con una sola dosis
de candidato de vacuna en forma intramuscular en un volumen
total de 50 ul. Los ratones fueron inmunizados con
formulaciones que contienen vantigenos de divisién solos
(division trivalente simple) o formulaciones que contienen
antigenos de divisién adyuvantados con dos dosis de ASO03
(total O 1/5). Las cepas utilizadas para las inmunizaciones
incluyeron antigenos virales DE H1IN1A/Nueva Caledonia/20/99,
H3N2 A/Panama/2007/99, B/Shangdong/7/ 97 (1.5 ug/cepa,
1/10° de dosis para humano).

Tabla 11
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Gr Antigeno/Formulacion Otro tratamiento

1 Division trivalente/camparfia (no adyuvantada) | Preparacion heterdloga DO
2 Division trivalente/AS03 Preparaciéon heteréloga DO
3 Divisién trivalente/AS03 1/5 Preparacion heteréloga DO

IV.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna

Una pre-mezcla de Tween 80, Triton X100 y Succinatos de
Vitamina E (VES), fue preparada con el objeto de alcanzar una
concentracién final en la vacuna de 750 pg/ml| de Tween 80, 110
Mug/ml de Triton X100 y 100 pg/ml de VES. Las cantidades
utilizadas en la premezcla se calcularon tomando en cuenta las
cantidades de detergente y VES ya presentes en las cepas. La
preparaciéon de un titulador de amortiguador de solucién salina
concentrada 10 veces (PBS pH 7.4): para 0.800 | de agua para
inyeccién, incluyé la adicién de NaCl 80 g, KCI 2 g, Na,HPO,
11.44 g, KH,PO, 2 g. Después de la solubilizacién, se ajusta a
1.0 L con agua para inyeccién. El pH serd de 7.4 cuando se
diluya 10 veces.

Divisién trivalente/simple

La formulacién de una dosis de 50 ul se prepara en forma
extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia: Agua
para Inyeccion + Amortiguador de Solucién Salina (PBS
concentrado 10 veces, pH 7.4) + Premezcla, 5 minutos de
agitacion magnética a temperatura ambiente + 1.5 ug de cepa
HA H1N1, 10 minutos de agitacién magnética a temperatura

ambiente, + 1.5 pyg de cepa HA H3N2, 10 minutos de agitacién
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magnética a temperatura ambiente, + 1.5 pg HA de cepa B, 15
minutos de agitacién magnética a temperatura ambiente. Las
formulaciones se inyectan a la hora después del final de su
preparacién
Divisién trivalente/AS03

Una premezcla de Tween 80, Triton X100 y Succinato de
Vitamina E (VES) se preparé con el objeto de alcanzar una
concentracién final en la vacuna de 750 uyg/ml de Tween 80, 110
pg/ml de Triton X100 y 100 pg/ml de VES. Las cantidades
utilizadas en la premezclia se calculan tomando en cuenta las
cantidades de detergente y VES estan presentes en las cepas.
La formulacién de una dosis de 50 pl se prepara en forma
extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia: Agua
para Inyeccién + Solucién de Amortiguador Salina (PBS
concentrado 10 veces, pH 7.4) + Premezcla, 5 minutos de
agitacion magnética a temperatura ambiente + 1.5 yg de cepa
HA H1N1, 10 minutos de agitacion magnética a temperatura
ambiente, + 1.5 yg de cepa HA H3N2, 10 minutos de agitacién
magnética a temperatura ambiente, + 1.5 uyg de cepa HA B, 15
minutos de agitacién magnética a temperatura ambiente + 25 pl
de emulsiéon SB62 para la dosis total AS03 6 5 yl de emulsién
SB62 para la 1/5 de dosis de AS03, 15 minutos de agitacion
magnetica a temperatura ambiente. Las formulaciones se
inyectaron a la hora después de la finalizacién de su

preparacién.
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IV.1.3. Lecturas (Tabla 12)

La respuesta inmune humoral para la vacunacién se midio
antes de la inmunizacién (dia 28) y 14 dias después de la
inmunizacién (27 ratones/grupo). Las muestras de suero se

probaron a través de |la prueba de inhibicion de hemaglutinacién

(HH).

Tabla 12

Lectura Punto de tiempo | Tipo de muestra Método de anélisis
Respuesta humoral | D28, D42 Suero IHA

IV.2. Resultados

1IV.2.1. Inmunidad humoral

Los resultados se presentan en la figura 5. En este modelo
de ratéon de preparacién heterosubtipica seguida de vacunacién
simple, las AS03 y diluciones de las mismas se mostraron para
inducir tituladores Hl superiores en comparacién con la vacuna
simple. Para todas las cepas de influenza A, se observdé un
incremento estadisticamente significativo de tituladores HI (p <
0.05). Para la cepa H1N1, también se observd una diferencia
significativa en tituladores HI entre AS03 y AS03 1/5 (p < 0.05).
Una dosis reducida de ‘AS03 fallé6 para incrementar los
tituladores Hl de la cepa en comparacién con la vacuna simple.
Se observaron respuestas muy bajas contra la cepa B
(B/Shangdong); esto se debe probablemente al desplazamiento

antigenico significativo entre las cepas B utilizadas para
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preparacién y la vacuna.
IV.3. Resumen de resuitados y conclusiones

En conclusién, se observd un incremento en tituladores HI
en animales preparados con cepas heterosubtipicas cuando se
utilizaron vacunas adyuvantadas con AS0O3 en comparacién con
las vacunas simples. Una dosis total de AS03 fue 6ptima para
obtener tituladores HIl robustos contra las tres cepas de vacuna
de influenza,.
Ejemplo V - Evaluacién pre-clinica de vacunas de influenza
de division adyuvantada y no adyuvantada (comprende
diversas dosis de adyuvante AS03) en ratones C57BIl/6
preparados
V.1. Disefio experimental y objetivo

Se llevaron a cabo experimentos en ratones preparados
para influenza con el objeto de evaluar el incremento en
respuestas humorales y celulares en vacunas de influenza
inducidas por AS03 formuladas con este adyuvante de agua en
aceite.

Para estimular la situacién humana, se Ilevé a cabo un
experimento utilizando ratones preparados con cepas
heterosubtipicas.

V.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 11)

Los grupos de 25 ratones C57BI/6 hembra humano se
prepararon en forma intranasal (volumen 20 ul) el dia 0 con

virus de influenza desactivada por formalina, completo,

3B
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trivalente (5 upg de HA para cada cepa). Las cepas de
preparacién consistieron en variantes de desplazamiento
anteriores (5 wuyg de H1N1 A/Beijing/262/95, H3N2 A/
Panama/2007/99, B/ Shangdong/7/97desactivado por HA
completo) a las incluidas en la vacuna. Veintiocho dias
después, los ratones fueron vacunados con una sola dosis de la
vacuna candidata en forma intramuscular en un volumen total
de 100 ul. Los ratones fueron inmunizados con formulaciones
gue contienen antigenos de divisién solos (division trivalente
simple) o formulaciones que contienen antigenos de divisién
adyuvantados con tres dosis de AS03 (completa 1/2 6 1/5). Tres
de las cepas  utilizadas para inmunizaciones incluyeron
antigenos virales H1N1 A/Nueva Caledonia/20/99, H3N2
A/Nueva York/55/2004, B/Jiangsu/10/2003 (1.5 ug/cepa, 1/10°

de la dosis humana).

Tabla 13
Gr. | Antigeno/Formulacién Otro tratamiento
1 Divisién trivalente/campafia (no adyuvantado) | Preparacién heteréloga DO
2 Divisién trivalente/AS03 Preparacion heteréloga DO
3 Divisién trivalente/ASQ03 1/2 Preparacion heteréloga DO
4 Division trivalente/AS03 1/5 Preparacion heteréloga DO
5 PBS Preparacién heteréloga DO

V.1.2. Preparacién de las formulaciones de vacuna

Divisiéon trivalente/simple

136
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Lés formulaciones para una dosis de 100 pl se preparan
en forma extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para Inyeccién + Amortiguador Salino (PBS concentrado
10 veces, pH 7.4, preparado como se considera en el ejemplo
IV + Fluarix Lote DFLUAQ14 (1.5 ug por cepa en la dosis final.
Division trivalente/AS03

Las formulaciones para una dosis de 100 pyl se prepararon
en forma extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para Inyeccién + Amortiguador Salino (PBS concentrado
10 veces, pH 7.4, preparado como se considera en el ejemplo
IV) + Fluarix lote DFLUAO14 (1.5 yg por cepa en la dosis final)
+ 25 pl de emulsién SB62 para la dosis total de 12.5 pl de
emulsién SB para la % dosis o 5 pl de emulsién SB62 para 1/5
dosis. Laé formulaciones se inyectaron a la hora después de la
finalizacién de la preparacion.

V.1.3. Lecturas (Tabla 14)

Se midié la respuesta inmune humoral para la vacunacién
21 dias después de la inmunizacién (10 ratones/grupo) y se
probaron las muestras de suero a través de la prueba de
inhibicion de hemaglutinacién (HI). La respuesta inmune celular
(15 ratones por grupo) se probé 7 dias posteriores a la

inmunizacién mediante manchado de citocina intracelular (ICS).

Tabla 14
Lectura Punto de tiempo | Tipo de muestra | Método de analisis
Respuesta humoral | D49 Suero IHA
Respuesta celular D35 PBMCs : ICS

T3
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V.2. Resultados

V.2.1. Inmunidad humoral (10 ratones/grupo)

Los resultados se presentan en la figura 6. En este modelo
de ratén de preparacion heterosubtipica seguido de vacunacion
simple, se mostr6 que AS03 y diluciones (1/2 y 1/5) de la
misma, induce a tituladores Hl mayores en comparacién con la
vacuna simple. Para las tres cepas, no se observd diferencia de
tituladores HI entre ratones que recibieron la vacuna
adyuvantada con una dosis total de AS03 o dosis reducidas de
ASO03.

V.2.2. Inmunidad celular (15 ratones/grupo).

Los resultados se presentan en figura 7. Cualquiera que
sea la diluciobn de AS03, se observaron respuestas de célula T
CD4+ superiores en ratones inmunizados con vacuna de divisién
trivalente adyuvantada con ASO03, en comparacién con ratones
inmunizados con divisién trivalente simple. En comparacién con
la respuesta inducida en ratones inmunizados con division
trivalente adyuvantada con dosis total de AS03, se observd una
tendencia a respuestas celulares inferiores cuando los ratones
fueron inmunizados con division trivalente adyuvantada con
dosis inferiores de ASO03.
V.3. Resumen de resultados y conclusiones

En conclusién, se observé un incremento en respuestas

humorales y celulares en animales preparados con cepas
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heterosubtipicas cuando se utilizan vacunas adyuvantadas con
AS03 en comparacién con la vacuna simple. Se observdé una
magnitud similar de respuesta humofal entre ratones
inmunizados con dosis totales o dosis de fraccién de adyuvante
AS03. Sin embargo, se asocié6 wuna reduccién en dosis
adyuvante con una tendencia a una magnitud reducida de
respuesta de célula T CD4+,
Ejemplo VI - Evaluaciéon pre-clinica de la respuesta inmune
celular inducida por vacunas de influenza de divisidn
adyuvantada y no adyuvantada (que comprende varias dosis
de adyuvante AS03 y baja dosis de antigeno) en ratones
C57Bl/6 preparados.
VI.1. Diseiio experimental y objetivos

Se llevaron a cabo experimentbs en ratones preparados
para influenza con el objeto de evaluar el incremento en
respuestas inmunes celulares mediante AS03 inducida mediante
vacunas de influenza que contienen baja dosis de antigeno (0.5
pug/cepa, 1/30° dosis humana) y se formularon con este
adyuvante de aceite en agua. Para simular la situacion humana,
se llevé a cabo un experimento utilizando ratones preparados
con cepas heterosubtipicas.

VI.1.1. Tratamiento/qrupo (Tabla 15)

Se prepararon grupos de 15 ratones C57Bl/6 hebra
humanos, en forma intranasal (volumen de 20 ul) el dia 0 con

virus de influenza desactivado por formalina, completo,
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trivalente (5 ug de HA para cada cepa). Las cepas de
preparacién consistieron en variantes de desplazamiento
anteriores (5 Hg de H1N1 A/Beijing/262/95, H3N2
A/Panama/2007/99, B/ Shangdong/7/97 desactivados por HA
completo) a las incluidas en la vacuna. Veintiocho dias
después, los ratones fueron vacunados con una sola dosis de la
vacuna candidata en forma intramuscular en un volumen total
de 50 ul. Los ratones fueron inmunizados con formulaciones que
contienen antigenos de divisién solos (division trivalente
simple) o formulaciones que contienen antigenos de divisién
adyuvantados con tres dosis de ASO03 (total, 1/2 6 1/5). Las
cepas utilizadas para las inmunizaciones incluyeron antigenos
virales H1NA1 A/Nueva Caledonia/20/99, H3N2 A/Nueva
York/556/2004, B/Jiangsu/10/2003 (0.5 upg/cepa, 1/30° de |la

dosis humana).

Tabla 15
Gr | Antigeno/Formulacion Otro tratamiento
1 Division trivalente/plana (no adyuvantado) | Preparacion heteréloga DO
2 Divisién trivalente/AS03 Preparacion heteréloga DO
3 Division trivalente/AS03 1/2 Preparacién heteréloga DO
4 Divisién trivalente/AS03 1/5 Preparaciéon heteréloga DO
5 PBS Preparacién heteréloga DO

VI.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna

Divisién trivalente/simple
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Las formulaciones para una dosis de 50 pl se prepararon
en forma extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para Inyecciéon + Solucion de Amortiguador Salino (PBS
concentrado 10 veces, pH 7.4 preparado como se considera en
el ejemplo IV) + Fluarix Lote DFLUAO14 (0.5 ug por cepa en la
dosis final).

Divisién trivalente/AS03

Se prepararon formulaciones para una dosis de 50 pl en
forma extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para Inyeccion + Solucién de Amortiguador Salino (PBS
concentrado 10 veces, pH 7.4 preparado como se considera en
el ejemplo IV) + Fluarix Lote DFLUAO14 (0.5 ug por cepa en la
dosis final) + 25 pyl de emulsién SB62 para la dosis total o 12.5
Ml de emulsién SB62 para la % dosis 6 5 ul de emulsién SB62
para la dosis1/5. Las formulaciones se inyectaron a la hora
después del final de la preparacién.

VI1.1.3. Lecturas (Tabla 16)

Se prob6 la respuesta inmune celular 7 dias posteriores a

la inmunizacion mediante manchado de citocina intracelular.

Tabla 16
Lectura Punto de tiempo | Tipo de muestra | Método de analisis
Respuesta celular D35 PBMCs ICS

VI.2. Resultados

VI.2.1. Inmunidad celular

Z8)
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Los resultados se presentan en la figura 8. Se observaron
respuestas de célula T CD4+ marginalmente superiores en
ratones inmunizados con vacuna de divisién trivalente
adyuvantada con ASO03 (total o % dosis), en comparacién con
ratones inmunizados con divisién trivalente simple. En
comparacién con la respuesta inducida en ratones inmunizados
con divisiéon trivalente simple o adyuvantados con una dosis
total o media dosis de AS03, se observaron respuestas
celulares mayores cuando los ratones se inmunizaron con
division trivalente adyuvantada con 1/5 de una dosis de ASO03.
VI1.3. Resumen de resultados y conclusiones

En conclusién, se observé un minimo incremento en
respuestas de <célula T CD4+ en animales preparados
heterosubtipicos cuando se utilizaron vacunas adyuvantadas
con AS03 en comparacién con la vacuna simple. No se observd
respuesta de dosis adyuvante en este experimento y de hecho,
un 1/5 de dosis ASO03 indujo mayores frecuencias de células T
CD4+ especificas de antigenos a las observadas con dosis de
adyuvante mayores. En general, estos datos generados
utilizando 0.5 pg de HA por cepa, no son similares a los datos
de otros experimentos pre-clinicos generados utilizando 1.5 pg
de HA por cepa.

Ejemplo VII - Evaluacién pre-clinica de vacunas H5N1 de
division adyuvantada y no adyuvantada (que comprende

diversas dosis de adyuvante AS03 y antigeno) en ratones

g
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C57BIl/6 naive
VIil.1. Diseiio experimental y objetivo

Se llevaron a cabo experimentos en ratones naive-H5N1
con el objeto de evaluar el incremento en respuestas inmune
humorales y celulares mediante ASO3 inducida por vacunas de
division HS5N1 formuladas con este adyuvante de aceite en
agua. En el caso de una pandemia, se espera que toda la
poblacién sea inmunolégicamente naive para la cepa de
influenza pandémica recientemente en circulacién. Debido a
esto, los estados inmune naive de una vacuna pandémica,
requeriran probablemente dos dosis de vacuna para proteger
individuos contra infeccién y enfermedades severas originadas
por una nueva cepa de influenza. Para representar esta
carencia de exposicién previa, se desarrollé6 un modelo de ratédn
naive para evaluar la inmunogenicidad de la vacuna.

VIl.1.1. Tratamiento/qgrupo (Tabla 17)

Se inmunizaron grupos de 15 ratones C57BIl/6 naive
femeninos adultos en los dias 0 y 28 con vacuna candidata
H5N1 pandémica, en forma intramuscular en un volumen total
de 50 pl. Los ratones fueron inmunizados con formulaciones que
contienen antigenos H5N1 de divisién solos (divisién H5N1
simple) o formulaciones que contienen antigenos de divisién
adyuvantados con diferentes dosis de AS03 (doble, total, 1/2 6
1/58). Las cepas utilizadas para las inmunizaciones incluyeron

antigeno viral H5N1 A/Vietnam/1194/04 (1.5 6 0.38 ug/cepa que
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corresponde a 1/10° de la dosis humana). No se elabor6é una
formulacién con una dosis doble de ASO03, sino mas bien una
inyeccién concomitante de una cepa H5N1 de 50 pl/dosis total

de ASO03 + una dosis de AS03 de 50 ul.

Tabla 17

Gr. Antigeno/Formulacion Dosis de antigeno
1 Division H5N1/campafa (no adyuvantada) 1.5 pg
2 Divisién H5N1/doble dosis de AS03 1.5 ug
3 Division HSN1/AS03 1.5 ug
4 Division HSN1/AS03 1/2 1.5 pg
5 Division HSN1/AS03 1/5 1.5 ug
6 Divisién H5N1/plana (no adyuvantada) 0.38 ug
7 Division H5N1/doble dosis AS03 0.38 g
8 Divisiéon H5N1/AS03 0.38 pg
9 Division H5N1/AS03 1/2 0.38 ug
10 Divisién HSN1/AS03 1/5 0.38 pg
11 PBS

VIl .2. Preparacién de formulaciones de vacuna

Preparaciéon de un litro de Amortiguador de Volumen Final
(PBS pH 7.2 £ 0.2): a 0.800 | de agua para inyeccién,
agregando NaCl 7.699 g, KCI 0.200 g, MgCl, x 6H,0 0.100 g,
Na,HPO, x 12 H,0 2.600 g, KH,P0,0.373 g. Después de la
solubilizacién, ajustar a 1.0 L con agua para inyeccién.

Divisién H5N1/simple

200
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Preparacién de una dosis de 50 ul

Se agregaron tiomersal (cantidades tomando en cuenta su
concentracién en la cepa) y Triton X100 al Amortiguador de
Volumen Final. No se agregé Tween 80 ya que se alcanzé el
contenido objetivo en la formulacién a través de |la
concentracién Tween de la cepa. Las concentraciones finales
son 10 pg/ml de Tiomersal, 368 ug/ml de Tween 80 y 35 ug/ml
de Triton X100 en las dosis de formulacién de 1.5 ug. Son de 10
Hg/ml de Tiomersal, 83 uyg/ml de Tween 80 y 8.9 pg/ml de Triton
X100 en la dosis de formulacién de 0.38 ug. Después de 5 a 30
minutos de agitacién magnética, se agregaron 1.5 6 0.38 ug de
HA (cepa H5N1). Las formulaciones se agitaron durante 30 a 60
minutos. El pH fue revisado. Las inyecciones ocurrieron a la
hora después de la finalizacién de la formulacién.

Division H5N1/AS03

Preparacién de una dosis de 50ul:

Se agregaron tiomersal (cantidades tomando en cuenta su
concentraciéon en las cepas) y Triton X100 al Amortiguador de
Volumen Final. No se agregé 80 ya que se alcanzé el contenido
objetivo en la formulacién a través de la concentracién de
Tween de la cepa. Las concentraciones finales son 10ug/ml de
tiomersal, 368 pyg/ml de Tween 80 y 35 pg/ml de Triton X100 en
la dosis de formulacién de 1.5 upg. Son de 10 ug/ml de
tiomersal, 93 pg/m! de Tween 80y 8.9 pg/ml de Triton X100 en

la dosis de formulacién de 0.38 ug. Después de 5 a 30 minutos

85



10

15

20

25

192

de agitacién magnética, se agregaron 1.5 6 0.38 pyg de HA (cepa
H5N1). Después de 30 a 60 minutos de agitacién magnética, se
agregaron 25 6 12.5 6 5 puyl de emulsién SB62. Las
formulaciones se agitaron durante 30 a 60 minutos. El pH se
revisé. Las inyecciones ocurren a la hora después de la
finalizacién de la formulacién.

VII.1.3. Lecturas (Tabla 18A)

Se midi6é la respuesta inmune humoral 14 dias después de
inmunizacién (10 ratones/grupo) mediante tituladores de
anticuerpo anti-lg, I1gGl y 1gG2b (figura 9, A-F). La respuesta
inmune humoral también se midié6 21 dias después de la
inmunizacién (10 ratones/grupo) mediante ensayo de inhibicién
de hemaglutinaciéon anti-H5N1 (Figura 10, A-B).

Se probo la respuesta inmune celular 6 dias posteriores a
la inmunizacién (5 conjuntos de 3 ratones por grupo) mediante
manchado de citocina intracelular (ICS) de células T CD4+
especificas de antigeno numeradas mediante citometria de flujo

(figura 11, A-B).

Tabla 18A

Lectura Punto de tiempo | Tipo de muestra | Método de analisis

Respuesta humoral | D39 Sueros ELISA, is6topos vy
tituladores HI

Respuesta celular | D34 PBMCs ICS

VIl.2. Resultados

VII.2.1. Respuesta inmune humoral: ELISA e isétopos.
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18B.
Tabla 18B
Campafia  |Division  |Division  |Division  |Divisisn  |PBS
division H5N1 2 X |H5N1 H5N1 H5N1
H5N1 AS03 AS03 AS03/2 AS03/5
Respuesta Ig (Tituladores punto medio ELISA
1.5 pyg/Ratén 177 81680 59734 67772 57697 |50
0.38 pg/Ratédn 120 91319 76144 49162 54566
Respuesta IgG1 (Tituladores punto medio ELISA)
1.5 pyg/Ratén 124 54683 44965 40558 39854 |50
0.38 pg/Ratén 144 62445 44381 31855 39269
Respuesta IgG2b (Tituladores punto medio ELISA)
1.5 pyg/Ratén 190 10928 10625 11215 7903 79
0.38 pg/Ratén 60 20993 12617 9352 9565
Proporcion 1gG1/1gG2b
1.5 pg/Ratén 0.7 4.2 3.6 5 0.6
0.38 pg/Ratén 2.4 3.5 3.4 4.1

En cada dosis de la vacuna de division H5N1, todos los

grupos adyuvantados indujeron tituladores de anticuerpo Ig,

IgG1 y 1gG2b anti-H5N1 superiores en comparacién con la

vacuna de divisiéon H5N1 no adyuvantada (figuras 9-A a F). En
cada dosis de vacuna de divisién

H5N1; la respuesta de

anticuerpo 1gG1 anti-H5N1 fue 4 veces mayor que la respuesta
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de anticuerpo IgG2b anti-H5N1 (figuras 9C a F). Con una dosis
de 1.5 yg de HA de vacuna de divisién H5N1 y combinada con
cada dosis de adyuvante, no se observaron diferencias de
respuestas de anticuerpo Ig, 1gG1 y 1gG2b anti-HS5N1 (figuras
9A, Cy E).

Con una dosis de 0.38 ug de HA de vacuna de division
H5N1, se obtuvo una tendencia de tituladores Ig anti-HS5N1
superiores después de inmunizacién con vacuna de divisién
H5N1 adyuvantada con una dosis total-2x en comparacién con
respuesta inducida por vacuna de divisién H5N1 adyuvantada
con AS03/2 (p = 0.7315) y AS03 1/5 (p = 0.9744) (figura 9-B).
Esta tendencia también se observé para la respuesta de
anticuerpo 1gG1 anti-H5N1 (figura 9-D). Sin embargo, |la
potencia no fue suficiente para observar una diferencia
estadisticamente significativamente (25% de potencia para
diferencia de 1.7 veces, 0 47% para una diferencia de 2 veces).

VII.2.2. Respuesta inmune humoral: tituladores HI.

Con una dosis de1.5 pg H.Alratén:

En cada dosis de adyuvante, todos Ilos ratones
inmunizados con vacuna de division H5N1 adyuvantada con
ASO03, indujeron tituladores Hl superiores en comparacién con la
respuesta obtenida en ratones inmunizados con la vacuna de
division H5N1 no adyuvantada (figura 10-A). No se observo
diferencia estadisticamente significativa de los tituladores HI

cuando la vacuna de division H5N1 se adyuvanté con un rango

U



10

15

20

25

195

de dosis AS03 (figura 10-A).
Con una dosis de 0.38 pg HA/dosis

En cada dosis de adyuvante, todos los ratones
inmunizados con vacuna de division H5N1 adyuvantada con
ASO03 indujeron tituladores HI superiores en comparacién con la
respuesta obtenida en ratones inmunizados con la vacuna de
division H5N1 no adyuvantada (figura 10B).

Se observaron tituladores HI significativamente superiores
con vacuna de division H5N1 adyuvantada con dosis total 2x de
AS03 en comparacién con la respuesta obtenida con vacuna de
divisién HS5N1 adyuvantada con AS03/2 (p = 0.032 para una
diferencia de 4 veces) (figura 10B).

No se observé diferencia estadisticamente significativa de
tituladores H! en ratones inmunizados con vacuna de divisiéon
H5N1 adyuvantada con dosis total 2x de AS03 o una dosis total
de AS03 o entre ratones inmunizados con vacuna de divisiéon
H5N1 adyuvantada con AS03/2 6 AS03/5 (figura 10B).
Comparacién entre dosis de antigenos (1.5 uyg 6 0.38 ug):

No se observé diferencia estadisticamente significativa de
tituladores HI entre ratones inmunizados con cada dosis HA de
vacuna de divisién H5N1 adyuvantada con AS03, AS03/2 6
AS03/5, excepto entre ratones inmunizados con 1.5 ug de
division HA HS5N1 adyuvantada con AS03/5 que mostré un
titulador HI significativamente inferior (p = 0.01) que con

ratones inmunizados con 0.38 ug de divisiébn HA H5N1
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adyuvantada con dosis total 2x de AS03 (figura 10).

VII.2.3. Respuesta inmune celular

Para la evaluaciéon de las respuestas inmune celulares
inducidas a través de una vacuna de influenza de temporada
trivalente, se utilizaron 1 uyg de HA de antigeno de divisiéon por
cepa para la re-estimulacién de células T CD4. Con el objeto de
mantener las mismas condiciones de re-estimulacién para la
vacuna de influenza H5N1 monovalente, se utilizaron 3 ug de
HA de antigeno de divisién monovalente en este experimento.
Esta concentracion también mostré ser O6ptima para la
discriminacion entre diferentes adyuvantes. Los resultados se
presentan en la figura 11.

En cada dosis de vacuna de division H5N1 (1.5 6 0.38 ug)
se observaron respuestas de célula T CD4+ superiores en
ratones inmunizados con vacuna de divisién H5N1 adyuvantadas
con diversas dosis de AS03 en comparaciéon con ratones
inmunizados con la vacuna de divisién H5N1 no adyuvantada.
En una dosis de 1.5 yg de vacuna de divisién H5N1, se observd
una reduccién de dosis de AS03 que corresponden a una
disminucién en frecuencias de célula T CD4+ (figura 11A). Sin
embargo, en una dosis de 0.38 pg de vacuna de division HS5N1,
no se observd diferencia entre respuestas de célula T CD4+
entre diferentes dosis de adyuvante en ratones inmunizados con
vacunas de divisién H5N1 adyuvantadas con AS03 (figura 11B).

VII.3. Resumen de resultados y conclusiones
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Los estudios de inmunogenicidad en ratones mostraron
que la vacuna de divisién H5N1 adyuvantada indujo respuestas
humorales (y tituladores HI ELI.SA anti-H5N1) y celulares
(células T CD4 +) significativamente mayores a las inducidas
por la la vacuna de divisién H5N1 no adyuvantada.

No se observé efecto de respuesta de dosis de antigeno
para la respuesta inmune humoral entre ratones inmunizados
con 1.5 uygy 0.38 uyg de vacuna de divisién H5N1 adyuvantada,
excepto para los dos grupos mencionados en la seccién VIIl.2.2,
lo que sugiere que en la presencia de adyuvante, se pueden
requerir dosis de HA incluso inferiores, para observar un efecto
de respuesta de dosis en este modelo..

Se observé un fuerte incremento en respuestas de célula T
CD4+ en ratones naive cuando se utilizan vacunas pandémicas
H5N1 adyuvantadas con AS03 en comparacién con la vacuna
H5N1 simple. No se observé impacto de la dilucién ASO03
cuando se utilizé una dosis de 0.38 ug de vacuna de divisién
H5N1 como candidato de vacuna, en tanto que se observdé una
disminuciéon de respuestas de célula T CD4 cuando 1.5 pg de
vacuna de divisién H5N1 fue adyuvantada con la dosis reducida
de AS03. Tal como se observd anteriormente, no se observd
diferencia en las respuestas inmune humorales.y celulares entre
ratones inmunizados con vacuna de divisién H5N1 (en cualquier
dosis de antigeno) adyuvantada con dosis total de AS03 o con

AS03/2. Se detect6 cierta mejoria en la respuesta inmune
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cuando se utilizé una dosis total 2x de AS03 en la formulacién
de vacuna, y por consiguiente, se detecté una disminucién en la
respuesta inmune cuando se utilizé6 AS03/5 en la formulacién de
vacuna.

En general, los datos reportados en la presente invencién,
soportan la potencia de este sistema adyuvante novedoso en
esta formulacién de vacuna.

Ejemplo VIII - Evaluacién pre-clinica de vacuna de influenza
adyuvantada y no adyuvantada en cerdos Large White
preparados

VIlIl.1. Disefio experimental y objetivos

Se |llevé a cabo un experimento en cerdos preparados para
influenza con el objeto de evaluar el incremento en respuestas
humorales mediante vacunas de influenza inducidas por AS03,
formuladas con este adyuvante de aceite en agua.

Los cerdos fueron utilizaron con el objeto de evaluar un
rango de dosis de ASO03 en un modelo animal cercano a
humanos. Los cerdos muestran una larga lista de analogias
biolégicas que esfablecen a este animal como fisiolégicamente
el mas cercano al hombre, con muy pocas excepciones (Douglas

R., 1972). Ademas, comunmente se observa la manifestacién de

infeccién de influenza en cerdos.
VIII.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 19)
Se prepararon grupos de 10 cerdos hembra Large White

adulto el dia 0 con virus de influenza desactivado con

wz
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formalina, completo, trivalente (25 pyg de HA para cada cepa) en
forma intranasal en un volumen total de 200 ul. Las cepas de
preparacién consistieron en cepas homélogas a las cepas de
vacuna (25 upg de H1N1 A/Nueva Caledonia/20/99, H3N2
A/Panama/2007/99 y B/Shangdong/7/97 desactivado por HA
completo). Veintiocho dias después, los cerdos fueron
vacunados con una dosis simple de la vacuna candidato, en
forma intramuscular en un volumen total de 500 pl. Los cerdos
se inmunizaron con formulaciones que contienen antigenos de
division solos (divisién trivalente simple) o formulaciones que
contienen antigenos de divisién adyuvantados con un rango de
dosis de ASO03 (total, 1/2 6 1/5). Las cepas utilizadas para las
inmunizaciones incluyeron antigenos virales H1N1 A/Nueva
Caledonia/20/99, H3N2 A/Panama/2007/99 y B/Shangdong/7/97
(15 npyg HA para cepas H1N1A/Nueva Caledonia/20/99, H3N2

A/Panama/2007/99 y 17.5ug de cepa B/Shangdong/7/97 como en

una dosis humana).

Tabla 19
Gr | Antigeno/Formulacion Otro tratamiento
Division H5N1/simple (no adyuvantada) Preparacion heteréloga DO

2 Division H5N1/ AS03 Preparaciéon heteréloga DO

3 Division HSN1/AS03 1/2 Preparacién heteréloga DO

4 Divisiéon HSN1/AS03 1/5 Preparacion heteréloga DO

VIII.1.2. Preparacién de las formulaciones de vacuna

5
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Divisién trivalente/simple

Se prepardé una premezcl.a de Tween 80, Triton X100 vy
Succinato de Vitamina E (VES) con el objeto de alcanzar una
concentracion final en la vacuna de 750 uyg/ml de Tween 80, 110
pg/ml de Triton X100 y 100 pg/ml de VES. Las cantidades
utilizadas en la premezcla tomaron en cuenta su contenido en
las cepas.

La formulacién de una dosis de 500 pl se prepard en forma
extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia: Agua
para Inyeccién + Solucién de Amortiguador Salino (PBS
concentrado 10 veces, pH 7.4 preparado como se considera en
el ejemplo IV) + Premezcla, 5 minutos de agitacién magnética a
temperatura ambiente + 15 pg de cepa HA H1N1, 10 minutos de
agitacién magnética a temperatura ambiente + 15 ug de cepa
HA H3N2, 10 minutos de agitacion magnética a temperatura
ambiente, + 17.5 uyg de cepa HA B, 15 minutos de agitacién
magnéetica a temperatura ambiente. Las formulacioneé se
inyectaron a la hora después de la finalizacién de su
preparacioén.

Divisién trivalente/AS03

Se prepardé una premezcla de Tween 80, Triton X100 vy
Succinato de Vitamina E (VES) con el objeto de alcanzar una
concentracién final en la vacuna de 750 uyg/ml de Tween 80, 110
Mg/ml de Triton X100 y 100 upg/m! de VES. Las cantidades

utilizadas en la premezcla tomaron en cuenta su contenido en
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las cepas.

La formulacién de una dosis de 500 ul fue preparada en
forma extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para Inyeccién + Solucién de Amortiguador Salino (PBS
concentrado 10 veces, pH 7.4 preparado como se considera en
el ejemplo IV) + Premezcla, 5 minutos de agitacién magnética a
temperatura ambiente, + 15 uyg de cepa HA H1N1, 10 minutos de
agitacién magnética a temperatura ambiente, + 15 ug de cepa
HA H3N2, 10 minutos de agitacién magnética a temperatura
ambiente, + 17.5 yg de cepa HA B, 15 minutos de agitacién
magnética a temperatura ambiente, + 250 ul de emulsiéon SB62
para la dosis completa de AS03 6 125 ul de emulsién SB62 para
la 1/2 dosis de AS03 6 50 ul de emulsiéon SB62 para la 1/5 dosis
de ASO03, 15 minutos de agitacion magnética a temperatura
ambiente. Las formulaciones se inyectaron a la hora después de
la finalizacién de su preparacioén.

VIII.1.3. Lecturas (Tabla 20)

La respuesta inmune humoral a la vacunaciéon se midié
antes de la preparacién intranasal (dia 0), antes de la
inmunizacién (dia 28) 14 dias después de inmunizacién (10
cerdos/grupo). Se probaron muestras de suero a través de la

prueba de inhibicion de hemaglutinacién (HI).

Tabla 20
Lectura Punto de tiempo Tipo de muestra | Método de analisis
Respuesta humoral DO, D28, D42 Sueros IHA
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IV.2. Resultados y conclusiones

VIIl.2.1. Inmunidad humoral

Se presentaron los resultados en la figura 12. Cualquiera

que sea la dilucion del adyuvante, las formulaciones de divisidn
trivalente adyuvantadas con AS03 indujeron una respuesta HI
mas fuerte para todas las cepas que la formulacién trivalente
simple en este modelo de preparacién homéloga, aunque la
significancia estadistica no siempre alcanzé para las tres
cepas. Se observé un efecto de dosis adyuvante con ligeras
diferencias de cepa a cepa. Para cepas menos inmunogénicas,
tal como B/Shangdong, uUnicamente la vacuna de division
trivalente adyuvantada con una dosis total de ASO03, fue
significativamente diferente a la vacuna simple. En contraste
con la vacuna de divisién trivalente adyuvantada con una dosis
total de AS03, una dosis reducida de ASO03 fallé en incrementar
tituladores HI para las tres cepas arriba de las observadas con
la vacuna simple.
Ejempllo IX - Evaluacién pre-clinica de vacunas trivalentes o
cuadrivalentes de divisiéon adyuvantadas o no adyuvantadas
(que contiene una segunda cepa B) en ratones naive C57BI1/6
I1X.1. Disefio experimental y objetivo

Los experimentos en ratones naive preparados se llevaron
a cabo con el objeto de evaluar el incremento en la respuesta

inmune humoral inducida por vacunas trivalentes o]
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cuadrivalentes de division de influenza (que contiene una
segunda cepa B) formuladas con este adyuvante de emulsion de
aceite en agua (AS03 o media dosis de ASO03). El anélisis
filogénico de los genes HA de virus de influenza B aislado
recientemente, demostré que desde mediado de los afios 1980s,
este gen ha evolucionado antigénicamente en dos distintos
linajes representados por viruses tipo B/Victoria/2/87 y tipo
B/Yamagata/16/88. Estos experimentos evaluaron el impacto de
la presencia de una segunda cepa B en la vacuna de influenza
cuadrivalente (QIV) en la respuesta inmune humoral en
comparacién con la respuesta inducida por la vacuna de
influenza trivalente (TI1V).

I1IX.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 21)

Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando grupos
de 10 ratones naive C57BI/6 hembra adultos o ratones
preparados con cepas heterélogas en comparacién con cepas
de vacuna. Los ratones naive fueron inmunizados los dias O vy
28 con candidatos de vacuna de influenza trivalente o
cuadrivalente en forma intramuscular en un volumen total de
1000 pl.

Los ratones preparados recibieron primero una
administracién intranasal (20 yl de volumen) el dia O con virus
de influenza desactivada por formalina, completa trivalente (5
pg de HA para cada cepa). Las cepas de preparacion

consistieron en variantes de desplazamiento (5 upg de HA
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A/Beijing/262/95, H3N2 A/Wellington/1/04 y B/Brisbane/32/02
desactivado por H1N1 total) para las incluidas en la vacuna.
Veintiocho dias después, los ratones fueron vacunados con una
dosis simple de!l candidato de vacuna en forma intramuscular en
un volumen total de 100 pl.

Los ratones fueron inmunizados con formulaciones que
contienen TIV o QIV solos (vacuna simple) o formulaciones que
contienen TIV o QIV adyuvantado con diferentes dosis de AS03
(total o media (1/2)). Las cepas utilizadas para Ilas
inmunizaciones incluyeron H1N1 A/New Caledonia/20/99, H3N2
A/Wisconsin/52/05 'y B/Shangdong/7/97 (linaje B/Victoria
incluido tanto en TIV como ‘en QIV) y para la vacuna QlV

B/Jiangsu/10/03 también (linaje B/Yamagata incluido

Unicamente en QIV) (1.5 ug/cepa que corresponde a 1/10° de la

dosis humana).

Tabla 21
Grupo | Antigeno/Formulaciéon Dosis de antigeno
1 Campaiia TIV (no adyuvantada) 1.5 ug
2 TIV ASO3 1.5 ug
3 TIV AS03/2 1.5 pg
4 Campafia QIV (no adyuvantada) 1.5 ug
5 QIV AS03 1.5 ug
6 QIV AS03/2 1.5 pg
7 PBS 1.5 ug

(222



10

15

20

25

205

IX.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna

TIV simple (no adyuvantada)

Preparacién de una dosis de 100 ul

Se agregaron al agua para inyeccién PBS concentrado 10
veces y una premezcla de Tween 80, Triton X-100 y VES
(cantidades que toman en cuenta los detergentes presentes en
la cepa). Las concentraciones finales son 354 uyg/ml para Tween
80, 52 pg/ml para Triton X-100, 47.37 pg/ml para VES en la
formulacion. Después de 5 minutos de agitacion magnética, se
agregaron 1.5 yg de cada cepa (cepas H1N1, H3N2, B) con 10
minutos de agitacién magnética entre cada adicidon.
Posteriormente la formulacién se agité durante 15 minutos. Se
revis6é el pH. Las inyecciones ocurrieron a la hora después de la
finalizacién de la formulacién.

TIV AS03 o AS03 1/2

Preparacién de una dosis 100 ul

Se agregaron al agua para inyeccién PBS concentrado 10
veces y una premezcla de Tween 80, Triton X-100 y VES
(cantidades que toman en cuenta los detergentes presentes en
la cepa). Las concentraciones finales son 354 pg/ml para Tween
80, 52 pg/ml! para Triton X-100, 47.37 pg/ml para VES en la
formulacion. Después de 5 minutos de agitacién magnética, se
agregaron 1.5 yg de cada cepa (cepas H1N1, H3N2, B) con 10
minutos de agitacién magnética entre cada adicién. Después de

15 minutos de agitacion magnética, se agregaron 25 ul 6 12.5 M

2
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de emulsién SB62. La formulacién posteriormente se agito
durante 15 minutos. Se revisd el pH. Las inyecciones ocurrieron

a la hora después de la sefializacién de la formulacion.

QIV simple (no adyuvantada)

Preparacién de una dosis de 100 ul

Se agregaron al agua para inyeccién PBS concentrado 10
veces y una premezcla de Tween 80, Triton X-100 y VES
(cantidades que toman en cuenta los detergentes presentes en
la cepa). Las concentraciones finales son 472 pg/ml| para Tween
80, 69.44 ug/ml para Triton X-100, 63.16 pg/ml para VES en la
formulacién. Después de 5 minutos de agitacién magnética, se
agregaron 1.5 pg de cada cepa (cepas H1N1, H3N2, B) con 10
minutos de agitacién magnética entre cada adicion. La
formulaciéon posteriormente se agité durante 15 minutos. El pH
se revis6. Las inyecciones ocurrieron a la hora después de la
finalizacién de la formulacién.

QIV AS03 6 AS03 1/2

Preparacién de una dosis 100 pl:

Se agregaron al agua para inyecciéon PBS concentrado 10
veces y una premezcla de Tween 80, Triton X-100 y VES
(cantidades que toman en cuenta los detergentes presentes en
la cepa). Las concentraciones finales son 472 pg/ml vpara Tween
80, 69.44 pg/ml para Triton X-100, 63.16 pg/ml para VES en la

formulacién. Después de 5 minutos de agitacién magnética, se

pA%S
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agregaron 1.5 uyg de cada cepa (cepas H1N1, H3N2, B) con 10
minutos de agitacion magnética entre cada adicién. Después de
15 minutos de agitacién magnética, se agregaron 25 pl 6 12.5 pl
de emulsién SB62. La formulacién se agité posteriormente
durante 15 minutos. Se revis6 el pH. Las inyecciones ocurrieron
a la hora después de la finalizacién de la formulacién.

1X.1.3. Lecturas (Tabla 22)

En ratones naive, se midié la respuesta inmune humoral,
veintiocho dias después de la primera inmunizacién (D28 Post-
1) y 21 dias despu'és de la segunda inmunizacién (D21 Post-Il)
en 10 ratones por grupo, mediante ensayo de inhibicién de
hemaglutinacién (Figura 13).

En ratones preparados, se midié la respuesta inmune
humoral veintiocho dias después de la preparacién (Dia 28
Post-1) y 21 después de la segunda inmunizacién (D21 Post-I)
en 10 ratones por grupo, mediante ensayo de inhibicién de
hemaglutinacién (Figura 14).

En ratones preparados, se midié la respuesta inmune
humoral 28 dias después de la preparacién (dias 28 Post-Prim)
y 21 después de la inmunizacién simple (D21 Post-Imm) en 10
ratones por grupo mediante ensayo de inhibicién de
hemaglutinacién (figura 14).

Con el objeto de simplificar y enfocar el objetivo de este
experimento, Unicamente se describen las respuestas inmune

humorales contra cepas B.

26|
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Tabla 22
Lectura Punto de tiempo Tipo de muestra | Método de analisis
Respuesta humoral | Dias 28y 49 Suero Tituladores Hi

1X.2 Resultados

IX.2.1 Respuesta inmune humoral en ratones naive: tituladores

Hi:

Los ratones Naive inmunizados con vacunas de divisién de
influenza adyuvantadas, ind.ujeron tituladotes HI superiores en
comparacién con la respuesta obtenida en ratones inmunizados
con las vacunas de divisién de influenza no adyuvantadas
(figura 13, Ay B).

Cualquiera que se el adyuvante (AS03 o AS03/2), los
ratones naive inmunizados con TIV adyuvantada o QlV
adyuvantada indujeron tituladores HI similares contra
B/Shangdong/7/97 virus (virus tipo B/Victoria-like incluidos
tanto en TIV como QIV) (figura 13; B).

Cualquiera que sea el adyuvante (AS03 o AS03/2), los
ratones naive inmunizados con QIV adyuvantado indujeron
tituladores HI superiores contra B/Jiangsu/10/03 (virus tipo
B/Yamagata incluido unicamente en QIV) en comparacién con la
ausencia de tituladores HI observados en ratones naive
inmunizados con el TIV adyuvantado (figura 13; B).

{IX.2.2. Respuesta inmune humoral en ratones preparados:

tituladores HI

5 6L
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Los ratones preparados con virus tipo B/Victoria e
inmunizados con vacunas de divisién de influenza adyuvantadas
indujeron tituladores HI superiores en comparacién con la
respuesta obtenida en ratones inmunizados con las vacunas de
division de influenza no adyuvantada (figura 14, Ay B).

Cualquiera que sea el adyuvante (AS03 y AS03/2), los
ratones preparados con virus tipo Victoria e inmunizados con el
TIV adyuvantado o el QIV adyuvantado, indujeron tituladores HI
similares contra virus B/Shangdong/7/97 (virus tipo B/Victoria
incluidos tanto en TIV como QlV) (figura 14, B).

Cualquiera que sea el adyuvante (AS03 o AS03/2), los
ratones preparados con virus tipo Victoria inmunizados con el
QIV adyuvantado, indujeron tituladores HI superiores contra
B/Jiangsu/10/03 (virus tipo B/Yamagata unicamente incluido en
QlV) en comparacién con la ausencia de tituladores HI
observados en ratones naive inmunizados con el TIV
adyuvantado (figura 14; B).

IX.3. Resumen de resultados y conclusiones

Los ratones naive, o ratones preparados con un virus tipo
B/Victoria, inmunizados c¢on la vacuna (AS03 o AS03/2)
adyuvantada TIV o QIV mostraron .reactividad cruzada contra el
virus tipo B/Victoria homotipico incluido en la vacuna o un virus
heterosubtipico que pertenece al mismo linaje B/Victoria. Los
ratones Naive o ratones preparados con un virus tipo B/Victoria,

inmunizados con la vacuna TIV adyuvantada (AS03 o AS03/2)

762
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no mostraron reactividad cruzada alguna contra un virus
heterosubtipico que pertenece a otro linaje (virus tipo
B/Yamagata en este ejemplo) en comparacién con virus B
incluido en la vacuna.

Estos experimentos demostraron que una segunda cepa B
y el adyuvante (AS03 o AS03/2) son necesarios con el objeto de
inducir una reaccién cruzada contra un virus B que pertenece a
linajes tanto B/Victoria como B/Yamagata.
Ejemplo X - Prueba clinica en una poblacion con edad de 18
a 64 aifos con una vacuna que contiene preparacion de
antigeno de influenza de division y varias dosis de
adyuvante AS03 (Flu-LD-012)
X.1. Introduccién

Se llevé a cabo un estudio ciego simple, aleatorizado,
controlado, de fase Il en una poblacién adulta de 18 a 64 afios
de edad en el afio de 2007, con el objeto de evaluar la
inmunogenicidad, seguridad y reactogenicidad de la vacuna
candidata de influenza de baja dosis de GlaxoSmithKline
Biologicals (por ejemplo que contiene 5 uyg de HA por cepa) con
diversas dosis de adyuvante ASO03, administrado en forma
intramuscular, en comparacién con Fluarix™™ (GIéxoSmithKIine
Biologicals) utilizada como una referencia.
X.2. Disefio de estudio

Cinco grupos de sujetos (200 por grupo) en paralelo

recibieron las siguientes vacunas IM:
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- FluLD1/1: 5 uyg HA/cepa de vacuna flu adyuvantada con
1/1 dosis de ASO03

- FluLD1/2: 5 yg HA/cepa de vacuna flu adyuvantada con
1/2 dosis de ASO03

- FluLD1/4: 5 ug HA/cepa de vacuna flu adyuvantada con
1/4 dosis de ASO03

- FluLD1/8: 5 uyg HA/cepa de vacuna flu adyuvantada con
1/8 dosis de ASO03

- un grupo de 200 sujetos que recibe una dosis total de
Fluarix™ 15 yg HA/cepa

Programa: una inyecciéon IM de vacuna de influenza el dia
0, recoleccién de muestra de sangre el dia 0, dia 21, y dia 180
posterior a la vacunacién.

La vacuna de influenza de divisiéon trivalente estandar -
Fluarix™ utilizada en este estudio, es una vacuna comercial del
Hemisferio Norte del afo 2007/2008 desarrollada y fabricada
por GlaxoSmithKline Biologicals.

X.2. Objetivos del estudio

X.2.1. Objetivo primario: inmunogenicidad

Para demostrar la no inferioridad inmunolégica (GMT) de
la vacuna de influenza de dosis baja adyuvantada con ASO03
(dosis 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 de ASO03) versus Fluarix, 21 dias
después de la vacunacién en todos los sujetos.

Variable observada:

e Los dias Oy 21: titulador de anticuerpo de inhibicién de
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hemaglutinacién (HI) de suero, contra cada una de las tres
cepas de vacuna en todos los sujetos.
Variable derivada:

e Tituladores promedio geométricos (GMTs) de tituladores
de anticuerpo HI los dias Oy 21.

X.2.2. Objetivos Secundarios

e Evaluar la respuesta inmune humoral en términos de
tituladores de anticuerpo de antihemaglutinina (H!) provocados
mediante la vacuna de influenza de dosis baja adyuvantada con
AS03 ASO03 (dosis 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 de AS03) y mediante Fluarix
21 dias después de la vacunacion en todos los sujetos.

e Evaluar la persistencia de anticuerpos HI de la vacuna
de influenza de dosis baja adyuvantada con AS03 (dosis 1/1,
1/2, 1/4, 1/8 de AS03) y mediante Fluarix, 180 dias después de
la vacunacion en todos los sujetos.

e Evaluar la respuesta inmune transmitida por célula,
inducida mediante la vacuna de influenza de dosis baja
adyuvantada con AS03 (dosis 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 de AS03) y
Fluarix en términos de frecuencia de linfocitos T CD4/CD8
especificos de influenza, el dia 0, 21 y 180 en un subconjunto
de sujetos.

e Evaluar la respuesta inmune humoral en términos de
tituladores de anticuerpo de neutralizacién inducidos mediante
la vacuna de influenza de dosis baja adyuvantada con ASO03

(dosis 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 de AS03) y Fluarix el dia 0, 21 y 180 en
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un subgrupo de sujetos.

e Evaluar la seguridad y reactogenicidad de la vacuna de
influenza de dosis baja adyuvantada con ASO03 (dosis 1/1, 1/2,
1/4, 1/8 de ASQ03) y Fluarix durante todo el periodo de estudio
en todos los sujetos (seguimiento de sintomas solicitados
durante 7 dias, seguimiento de sintomas no solicitados durante
21 dias, seguimiento de eventos adversos severos Yy
condiciones médicamente significativas durante 6 meses.
Variables observadas para la respuesta humoral:

e En el dia 0, 21 y 180: titulador de anticuerpo de
inhibicion de hemaglutinacién de suero (Hl) contra cada una de
las tres cepas de vacuna, en todos los sujetos.

En los dias 0, 21 y 180: tituladores de anticuerpo de
neutralizaciéon, probados por separado contra cada una de las
tres cepas de virus de influenza representadas en la vacuna, en
un subgrupo de sujetos.

Variables derivadas:

e Tituladores promedio geomeétricos (GMTs) de tituladores
de anticuerpo HIl los dias 0, 21y 180

e Rangos de seroconversién* el dia 21

e Factores de seroconversion** el dia 21

e Rangos de seroproteccion *** los dias Oy 21

e Rango de seroconversién se define como el porcentaje
de vacunas de quienes tienen ya sea un titulador de

prevacunacién <1:10 y un titulador de post-vacunacién 2 1:40 o
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un titulador de pre-vacunacién 21:10 y al menos un incremento
de cuatro veces en el titulador post-vacunacién.

**Factor de seroconversién se define como el incremento
en veces de GMTs HIl en suero post-vacunacién en comparacion
con el dia 0.

***Rango de seroproteccién se define como el porcentaje
de vacunas con un titulador HIl de suero 21:40 que normalmente
se aceptan como indicando proteccién.

Variables observadas para respuesta CMI (en un subgrupo
de sujetos):

e Los dias 0, 21 y 180:

- Frecuencia de células CD4/CD8 positivas de citocina por
10° en pruebas que producen al menos dos diferentes moléculas
de sefial (IL-2, IFN-y, TFN-a y CD40L).

- Frecuencia de células CD4/CD8 positivas de citocina
para 10° en pruebas que producen al menos CD40L y otra
molécula de sefal (IL-2, {FN-y, TFN-a).

- Frecuencia de células CD4/CD8 positivas de citocina por
10° en pruebas que producen al menos IL-2 y otra molécula de
sefial (CD40OL, IFN-y, TFN-a).

- Frecuencia de células CD4/CD8 positivas de citocina por
10® en pruebas que producen al menos IFN-y y otra molécula de
sefal (IL-2, IFN-y, CD40L).

- Frecuencia de células CD4/CD8 positivas de citocina por

10°% en pruebas que producen al menos IFN-y v otra molécula de
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sefal (CD40L, IL-2, TNF-a).
Variables derivadas

e Para cada prueba, el promedio geométrico (GM) de
linfocitos T CD4/CD8 de influenza especificos los dias 0, 21,
180.

X.2.3. Objetivos adicionales:

e Evaluar la respuesta inmune humoral en términos de
tituladores heterélogos de vacuna (HI) (titulador de anticuerpo
de inhibicién de hemaglutinacién de suero (HI), contra cepas
desplazadas, el dia 0, 21y 180 en un subgrupo de sujetos.

e Evaluar la respuesta inmune humoral en términos de
tituladores de anticuerpo de neutralizacién heterdloga de
vacuna (cepas de virus especificos de influenza reactivas
cruzadas (cepas desplazadas)), los dias 0, 21 y 180 en wun
subgrupo de sujetos.

e Evaluar la respuesta CMI| en términos de frecuencia de
linfocitos T CMI especificos de influenza reactivos cruzados
(cepas heterélogas) (cepas desplazadas o epitopes de influenza
conservados), el dia 0, 21y 180 en un subgrupo de sujetos.

Las variables y criterios derivados (seroproteccién, rangos
de seroconversién y factores de seroconversién) son tal como

se describen anteriormente.
X.3. Composiciéon y -administracion de vacuna

X.3.1. Preparaci6én de vacuna

La vacuna de influenza de dosis baja adyuvantada con

269
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AS03 utilizada en el estudio, es una mezcla liquida de
cantidades iguales (por ejemplo 3x5 pg HA) de tres diferentes
antigenos de influenza desactivados por divisién adyuvantados
con AS03. Se presenta como una vacuna de monodosis en
jeringas de vidrio llenas previamente (Tipo 1) en un volumen de
0.5 ml/dosis. Las formulaciones candidas de influenza de dosis
baja adyuvantadas con AS03, contuvieron las siguientes cepas.

e Cepa tipo A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1): A/Solomon
Islands/03/2006 (IVR-145),

. Cepa tipo A/Wisconsin/67/2005 (H3N2):
A/Wisconsin/67/2005 (NYMCX)-161B,

e Cepa tipo B/Malaysia/2506/2004: B/Malaysia/2506/2004.

Las ‘vacunas contuvieron 5 pg de hemaglutinina (HA) de
cada cepa de virus de influenza por dosis, combinada con una
dosis total, media dosis, 1/4 de dosis o0 1/8 de dosis del sistema
de adyuvante ASO03. Los antigenos de influenza estan
incorporados en la fase acuosa del sistgma adyuvante mediante
mezclado simple con la emulsién.

La vacuna contiene los siguientes residuos que se derivan
del proceso de fabricacion de la substancia de farmaco:
timerosal, ovalbumina, sacarosa, formaldehido y desoxicolato
de sodio y niveles residuales de timerosal (<1 ug por dosis) de
las etapas tempranas del proceso de fabricacién. La produccién
de tres volumenes monovalentes de antigenos de virién de

divisién desactivados, se llevé a cabo siguiendo el proceso de

farts
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fabricacién de la vacuna comercial Fluarix™. Se realiz6 como
se explica en la seccién 111.4.1.2. La divisién se llevé a cabo
con desoxicolato de sodio antes del paso de desactivacion, el
cual se llevdé a cabo con formaldehido.

X.3.2. Composicién de vacuna

Una dosis de FluLD (dosis total, media dosis, 1/4 de dosis
o 1/8 de dosis de AS03) corresponde a 0.5 ml. La composicion
se proporciona en la tabla 23. El contenido HA por dosis es de
aproximadamente 5 pg para todas las formulaciones, siendo la
unica diferente la cantidad de AS03 presente en |los
contenedores finales.
Tabla 23 Composicion de vacuna de influenza de baja dosis

adyuvantada con AS03

Componente Cantidad por dosis (0.5 ml)
Viriones de division desactivados
- A/Solomon Islands/03/2006 (IVR-145) 5.0 ug HA
- A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) 5.0 yg HA
NYMCX-161B 5.0 pg HA
- B/Malaysia/2506/2004

Dosis Media 1/4 de 1/8 de

Adyuvante total dosis dosis dosis
Emulsién SB62 (Volumen Total) 0.250mL | 0.125 mL | 0.0625mL | 0.0.31 mL
» escualeno 10.70mg | 535mg | 2.675mg | 1.337 mg
¢ DL-a-tocoferol 11.88mg | 594mg | 2.97 mg 1.5mg
e Polisorbato 80 (Tween 80) 485mg | 2425mg | 121mg | 06mg
PBS mod ad 0.250 mL
Excipientes (valor objetivo)
Polisorbato 80 (Tween-80) 0.40 mg
Octoxinol 10 (Triton® X-100) 0.05 mg
succinato de hidrégeno de alfa-tocoferilo | 0.05 mg
Cloruro de sodio 4 mg
Cloruro de magnesio 0.03 mg
Fosfato disédico 1.30 mg
Fosfato de dihidrégeno de potasio 0.19 mg
Cloruro de potasio 0.10 mg
Agua para inyeccién ad 0.50 mL

Abreviaturas: HA = Hemaglutinina; el contenido total de Polisorbato 80 corresponde a 4.972

por dosis cuando se utiliza una dosis completa de AS03, y 2.547 mg cuando se utiliza media
dosis de AS03.
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X.3.3. Preparacién de composiciones de vacuna con adyuvante

AS03

Preparacién de antigeno (“‘volumen de intermediario”):
Tween 80, Triton X-100 y VES se agregaron a PBS mod Na/K
(132.7 mM NacCi, 2.7 mM KCI, 1.1 mM MgCl,, 7.26 mM
Na,HPO,, 2.72 mM KH,PO4, pH 7.2) en cantidades tales que las
concentraciones finales en un volumen de intermediario fueron
respectivamente de 952.5 ug/mL, 130.9 pug/ml y 119.1 pg/mL.
Después de 15 a 45 minutos de agitacién, se agregaron 35.71
Mg de HA por ml de cada cepa H1N1, 36.90 pg/mL de cepa
H3N2 y 39.29 ug HA por ml de cepa B.
| Vacuna adyuvantada: se agregaron al agua para inyeccion
PBS mod Na/K (132.7 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.1 mM MgCl,,
7.26 mM Na,HPO,, 2.72 mM KH,PO,, pH 7.2) para lograr un
vo|Qmen final de 0.5 mL por dosis para humano. Después de 15
a 45 minutos de agitacion, se agregé un volumen del
denominado “volumen intermediafio" y se mezclé durante 15 a
45 minutos. Posteriormente se agregé un PBS mod concentrado
20 x (2.74 M NacCl, 54 mM KCI, 142.8 mM Na2HPO4, 26 mM
KH2PO4, pH 6.8) y se mezclé durante 15 a 45 minutos. Este

PBS mod 20 concentrado 20 x como |la misma composicién que

32,
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la emulsién AS03 y la cantidad agregada, es una funcion de la
dosis AS03 y se calcula para mantener la composicién ionica de
la constante de vacuna aunque se reduzca el contenido de
emulsién. Finalmente, lo requerido de la emulsi6on se agrega
(31.25 6 62.5 0 125 6 250 pyl/dosis) y se mezcla durante 15 a 45
minutos para alcanzar los valores objetivo finales ilustrados en
la tabla 23.

X.4. Resultados de inmunogenicidad - respuesta inmune
humoral

X.4.1. Tituladores promedio geométricos HI (GMT)

Los GMT's de los anticuerpos HI con 95% CI| se muestran
en la tabla 24 y figura 15. Los GMT’'s de anticuerpos HI con
95% por grupo (18 a 49 aflos y 50 a 64 afios) se muestran en la
tabla 25.

Tabla 24 - Rangos de seropositividad y GMTs para el
titulador de anticuerpo Hl el dia 0 y dia 21 (cohorte ATP para

inmunogenicidad)
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>= 10 1/DIL GMT
95% Cl 95% Cl
Anticuerpo | Grupo |Programacién|N  |n % LL uL valor |LL UL Min |Max
A/Solomon |FluLD11 |PRE 187 194  (50.3 42.9 [57.6 |13.0 10.9 |15.5 [<10.01905.0
PI(D21) 187 [187 [100 {98.0 {100 [203.2 [171.7|240.3 [10.0 [5120.0
FluLD12 |PRE 189 183  |43.9 [36.7 [51.3 |12.3 |10.2 [14.8 [<10.011280.0
PI(D21) [189 (185 197.9 [94.7 |99.4 |155.8 [128.2189.4 1<10.0|2560.0
FluLD14 [PRE 190 (84 |44.2 137.0 |51.6 |12.9 10.6 [15.8 |<10.0 |1280.0
PI(D21) [190 [186 [97.9 |94.7 [99.4 |164.9 |137.6,197.8 |<10.0|2560.0
FluLD18 |PRE 102 (100 |52.1 |44.8 |59.3 [14.9 12.3 |18.2  |<10.0 {640.0
10 PI(D21) [192 [187 [97.4 [94.0 |99.1 |151.1 |124.7 [183.1 [<10.0 |3620.0
Fluarix {PRE 185 {106 |57.3 |49.8 [64.5 |15.1 12.5 [18.2  [<10.0 1640.0
PI(D21) [185 (183 198.9 96.1 [99.9 [191.0 [158.5{230.2 |<10.0]3620.0

AMisconsi |FluLD11 |PRE 187 [142 |759 [69.2 |81.9 [294 |23.8 (36.4 |<10.0|1280.0
n

PI(D21) |187 [187 100 98.0 |100 [380.1 |321.3 |449.8 [14.0 |5120.0
FIULD12 [PRE _ [189 [141 |74.6 |67.8 |80.6 |30.0 |24.3 |37.2  |<10.0]1280.0
PI(D21) 1189 [188 |99.5 |97.1 (100 |326.4 |275.6 |386.7 |<10.0 [5120.0
FlULD14 [PRE  [190 [141 |74.2 [67.4 |80.3 |29.9 |24.5 1365 |<10.0 |640.0
PI(D21) [190 [188 [98.9 |96.2 |99.9 [319.9 [270.0 |379.1 |<10.0 |20480.0
15 FIULD18 |PRE 192|149 [77.6 [71.0 183.3 |27.2 1226 |32.8 |<10.0/905.0

PI(D21) [192 {191 |99.5 |97.1 100 |273.9 |232.0323.3 |<10.0 [5120.0
Fluarix |PRE __ |185 155 183.8 |77.7 |88.8 |37.4 30.2 |46.4  |<10.0[1280.0
PI(D21) [185[185 |100 |98.0 |100 |335.3 |286.2 |392.7 |20.0 |5120.0
B/Malaysia [FIULD11 |PRE __ |187 1142 |759 (69.2 |81.9 |25.8 [21.3 |31.3  |<10.0 |2560.0
PI(D21) [187 [187 [100 |98.0 (100 |[225.8 |195.3 [261.1 |20.0 |2560.0
FIULD12 [PRE _ |189 [145 |76.7 |70.0 |82.56 |27.3 |22.6 |32.9 |<10.0|3620.0
PI(D21) [189 [188 199.5 [97.1 |100 |246.1 |210.9 |287.2 |<10.0 |3620.0
FILLD14 [PRE  [190 [138 |72.6 |65.7 |78.8 |22.6 |18.8 [27.1 |<10.0 |1280.0
PI(D21) [190 [188 |98.9 |96.2 |99.9 |195.5 |165.1|2314 [<10.0 |2560.0
FIULD18 |PRE 192 [142 [74.0 [67.1 |80.0 [23.2 1195 |27.8  1<10.0]1280.0
20 PI(D21) [192[188 |97.9 |94.8 [99.4 |171.2 |144.2{203.2 1<10.0 [5120.0
Fluarix |PRE _ |185 139 |75.1 |68.3 181.2 |27.0 |22.2 |32.7 |<10.0]1280.0
PI(D21) 185|183 (98.9 196.1 |99.9 |217.8 |184.3|257.4 |<10.03620.0

FluLD11 = 5pg HA/cepa con dosis 1/1 de AS03; FiuLD12 =
S5uyg HA/cepa con dosis 1/2 de AS03; FiuLD14 = 5ug HA/cepa
con dosis 1/4 de ASO03; FluLD18 = 5ug HA/cepa con dosis 1/8

25 ASO03; Fluarix = Fluarix (15ug HA/cepa)
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N = Numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = nUmero/porcentaje de sujetos seropositivos
(titulador HI >= 1:10)

95% CIl = intervalo de confiabilidad de 95%, LL = Limite
Inferior, UL = Limite Superior

GMT = Titulador de Anticuerpo Promedio Geométrico; PRE
= Pre-vacunacién el dia 0, MIN/MAX = Minimo/Maximo

PI(D21) = Post-vacunacién el dia 21
Tabla 25 - Rangos de seropositividad y GMTs para el

titulador de anticuerpo Hl el dia d0 y dia d21 por categoria

de edad
>= 10 1/DIL GMT
95% ClI 95% Cl
Anticuerpo |Sub- Grupo |Pogrmacin(N  In  |% LL (UL {valor |[LL UL [Min [Max

grupo

A/Solomon |18-49y |FluLD11 |PRE (129 |68 |52.7 |43.7161.6/114.7 [11.7 |185 [<10.0]905.0

PI(D21) 129 [129 {100 [97.2]100 |271.6 |224.5 [328.5 |10.0 15120.0

FluLD12 |PRE__ [128 |58 |46.3 |36.5/54.3/14.1 11.0 |18.0 |<10.0 {1280.0

PI(D21).128 {125 |97.7 |93.3 99:5 1954 1153.3 [249.0 [<10.0 |2560.0

FluLD14 |PRE  [130 162 [47.7 [38.9/56.6/153 [11.7 120.0 |<10.0 1280.0
PI(D21) {130 |128 |98.5 194.6/99.8/1205.5 [167.0 |252.8 {<10.0 12560.0

FluLD18 |PRE__ 132 |73 |55.3 46:4‘64017.2 13.4 122.0 |<10.0 1640.0

PI(D2T)[132 1130 [98.5_|04.6]99.8195.7 [156.2 |245.1 [<10.0 [3620.0

Fluarix [PRE (130 |70 153.8 |44.9/62.6{15.1 [12.0 |19.2 |<10.0 640.0

PI(D21) [130 {128 {98.5 94:6 99.81247.6 (197.7 |1310.0 |<10.0 |3620.0

50-64y |FluLD11 |[PRE_ |58 |26 [44.8 |31.7|58.5/9.9 78 125 [<10.0(113.0

PI(D21)(58 |58 (100 [93.8{100 [106.5 86.5 141.0 110.0 1905.0

FluLD12 |PRE 161 (25 [41.0 |28.6/54.3|9.3 74 [11.8 [<10.080.0

PID21) |61 160 1984 ]01.21100 969 |71.9 [130.8 ]<10.0 [1810.0

FluLD14 [PRE 160 |22 |36.7 |24.6(50.1]9.0 714 1114 1<10.0[160.0

Pi(D21)|160 |58 |96.7 [88.5/99.6/102.5 7&3.2 1434 1<10.0 11280.0

FluLD18 |PRE |60 |27 [45.0 [32.1|58.4|11.0 181 |14.8 |<10.0 |453.0

PI(D21)|60 |57 [95.0 {86.1(99.0/85.6 6.1.7 118.8 1<10.0 |1280.0

Fluarix |PRE |55 |36 (655 [51.4|77.8/149 [11.2 |19.9 [<10.0 |226.0

Pi(D21)}55 |55 |100 [93.5100 |103.5 [77.9 {137.3 |20.0 |2560.0

AlWisconsi 1849y |FluLD11 |PRE  |129 198 |76.0 |67.7(83.1|28.7 122.2 |37.1 |<10.0{1280.0
n

PI(D21) 129 1129 [100 [97.2]100 |360.1 {294.7 |440.1 |14.0 15120.0

FluLD12 |PRE_ |128 |95 {74.2 165.7|81.5[31.2 |23.9 140.6 |<10.0 |1280.0

PI(D21)|128 |127 |99.2 |95.7(100 [335.0 [271.4 14134 |<10.0 5120.0

FluLD14 |PRE 130 (99 [76.2 167.9/83.2|132.1 [25.2 [41.0 |<10.0 |640.0

PI(D21) {130 |130 {100 97.2|100 [334.8 |276.0 |406.1 {10.0 |20480.0

FluLD18 [PRE (132 |105 |79.56 |71.7|86.1]27.7 |22.2 |34.5 |<10.0 |905.0

PI(D21) 132 [131 199.2 195.9]100 |273.2 |223.8 |333.6 |<10.0 [3620.0

Flnarix  IPRF 1130 110A IR1 5 [T3RIRT RIR4N  19RA 1434 11NN 112800

S
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50-64y [FILLD1T [PRE_ |58 |44 [75.9 |62.886.1]31.1 [20.9 |46.4 |<10.0 [1280.0
PI(D21)[58 |58 [100 |93.8{100 [428.8 [312.7 [567.9 [20.0 |2560.0
FIULD12 |PRE_ [p1 |46 |754 [62.7/85.5/27.8 _ |19.2 |40.2 |<10.0 |640.0
PIDAY 61 |61 |100 |94.1]100 309.2 [231.0 [413.9 [20.0 |5120.0
21)
FILLD14 [PRE__ |60 |42 [70.0 [56.8/81.2[256  |17.9 |36.6 |<10.0 |640.0
PI(D21)[60 |58 |96.7 |88.5/99.6]290.0 |205.5 |409.1 |<10.0 [2560.0
FILLD18 |PRE_ |60 |44 |73.3 160.3/83.9[26.2|18.3 |37.6 |<10.0[640.0
5 PI(D21)[60 |60 [100 |94.0[100 [275.3 |202.4 [374.4 [10.0_|5120.0
Fluarix |PRE_ |55 |49 [89.1 |77.8/95.9/47.1 [30.4 [72.9 [<10.0[1280.0
PI(D21)[55 |55 [100_|93.5[100 [282.0|208.9 [380.6 40.0 |2560.0
B/Malaysia [18-49y |FIuLD11 |PRE_ [129 [101 [78.3 |70.2]65.1]26.3 _ |20.8 |334 |<10.0 |2560.0
PI(D21)[129 [129 [100 |97.2[100 [281.2 [237.9 |332.4 |40.0 [2560.0
FIULD12 [PRE__ [128 |98 |76.6 |68.3/83.6]127.2_[215 |34.4 |<10.0 [3620.0
PI(D21)[128 [128 [100_[97.2]100 [335.9 |283.3 [398.3 [28.0 |3620.0
FIULD14 [PRE_ [130 |04 [72.3 [63.879.8]122.7 _[18.2 [28.2 |<10.0 [640.0
PI(D21)[130 [128 [98.5 |94.6[99.8]219.1 [179.8 |266.9 |<10.0 [2560.0
FIULD18 |PRE_ 132 95 [72.0 163.5(79.4[23.9 [19.1 [30.0 [<10.0|1280.0

10 PI(D21)]132 |130 198.5 |94.6/99.8]203.5 |166.7 |248.5 1<10.0 |5120.0
>=10 1/DIL GMT
95% Cl | 95%Cl
AnticuerpoSub- |Grupo |Prog. [N [(n (% |LL |UL |valor [LL (UL IMin [|Max
grupo

Fluarix |PRE__ |130 (98 |754 167.1|82.51274 [21.7 344 |<10.01453.0
Pi(D21) 1130 {129 199.2 [95.8/100 |250.9 |206.9 [304.3 [<10.0 12560.0
50-64y [FluLD11 |PRE |58 141 |70.7 |57.3/81.9|24.8 117.7 |34.7 |<10.0|320.0
PI(D21)}58 |58 {100 [93.8|100 |138.6 |108.1 {177.6 [20.0 |1280.0
15 FluLD12 |PRE__ |61 (47 |77.0 [64.586.827.5 |19.9 [37.8 [<10.0|640.0
PI(D21)161 160 [98.4 [91.2/100 [128.1 99.3 [165.1 [<10.0 |1280.0
FluLD14 |[PRE 160 |44 |73.3 [60.3183.9]224 1159 {31.6 |<10.0]1280.0
PI(D21)160 160 |100 [94.0{100 [152.7 |110.9 |210.3 {10.0 |2560.0
FluLD18 |PRE 160 |47 |78.3 |65.8/87.921.8 |16.2 [29.2 |<10.0 |453.0
PI(D21)160 |58 |96.7 {88.5/99.6(117.0 (854 (160.3 |<10.011810.0
Fluarix |PRE |55 141 745 161.0|85.3{26.0 [18.0 (376 |<10.011280.0
P(D21)[55 |54 198.2 {90.3|1100 |155.9 [113.0{215.0 [<10.0 13620.0

Conclusién intermediaria

20 Para A/Solomon Island (H1N1), los GMTs estuvieron en el
mismo rango para todos los grupos de estudio. Todos los
grupos adyuvantados son no inferiores al grupo Fluarix para
todas las cepas y todas las categorias de edad. Para
A/Wisconsin (H3N2), se mostré6 una tendencia hacia una

25 respuesta inmune disminuida con una concentracién de AS03 en
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disminucién, sin diferencia estadisticamente significativa. Para
B/Malaysia, también se mostré6 una tendencia hacia una
respuesta inmune disminuida con una concentracién AS03 en
disminucién, aunque la uGnica diferencia estadisticamente
significativa fue mostrada entre GMT inducido con FluLD1/2 vy
FIluLD1/8 para esta cepa (ver figura 15).

Se mostraron resultados similares cuando los datos fueron
analizados mediante grupo de edades. Sin embargo, para
B/Malaysia, GMT inducido con FluLD1/2, fue estadisticamente
significativamente mayor que con FluLD1/4 en el grupo de
edades mas jévenes (18 a 49 afos).

X.4.2. Factores de seroconversion de tituladores de anticuerpo

anti-Hl, rangos de seroproteccién y rangos de seroconversién

(correlaciones para proteccidon tal como se establece para

vacuna de influenza en humanos

Los resultados se presentan en las tablas 26 y 26 - figura
16 para rangos de seroproteccién, tablas 28 y 29 - figura 17A y
17B para rangos de seroconversion y tablas 30 y 31 - figura 17
para factores de conversién.

Tabla 26 - Rangos de seroproteccién (SPR) para titulador de

anticuerpo Hl en DO y D21

SPR
95% Cl
Vaccine strain Group Timing N n % |LL UL
AlSolomon FlulD11  |PRE 187 145 1241 [181 308
PI(DIA21)[187 177 {947 (904 (974

HF
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SPR

95% Cl
Cepa de vacuna Grupo 'Prog. N n % LL (UL
FluLD12 PRE 180 |46 243 [18.4 {31.1
PI(DIA21)|189 (170 [89.9 (84.7 193.8
FluLD14 PRE 190 143 226 116.9 [29.2
PI(DIA21){190 |16  188.9 |83.6 [93.0
FluLD18 PRE 192 |52 271 209 [34.0
PI(DIA21)[192 [166  |86.5 [80.8 [91.0
Fluarix PRE 185 |50 27.0 [20.8 [34.0
PI(DIA21){185 [172 193.0 |88.3 |9.2
A/Wisconsin FluLD11 PRE 187 190 48.1 |40.8 {55.5
PI(DIA21)[187 |183 979 [94.6 |99.4
FluLD12 PRE 189 190 476 140.3 [65.0
PI(DIA 21)[189 [186 984 (954 [99.7
FluLD14 PRE 190 196 50.5 [43.2 [57.8
PI(DIA21)[190 [185 1974 194.0 [99.1
FluLD18 PRE 192 |91 474 1402 {54.7
PI(DIA21)1192 (184 [958 [92.0 |98.2
Fluarix PRE 185 195 514 439 [58.8
PKDIA21)[185 [183 1989 [96.1 [99.9
B/Malaysia FluLD11 PRE 187 |80 428 |356 |50.2
PI(DIA21){187 183 979 (946 (994
FluLD12 PRE 189 |88 46.6 139.3 [53.9
PI(DIA21)|189 [186 [98.4 [95.4 {99.7
FluLD14 PRE 190 |81 426 (355 [50.0
PI(DIA21)1190 180 |94.7 [90.5 [97.4
FluLD18 PRE 192 |86 448 [376 [52.1
PI(DIA21){192 [180 |93.8 (89.3 [96.7
Fluarix PRE 185 |88 476 140.2 |55.0
PI(DIA21)]185 [178 196.2 1924 |98.5

FluLD11 = 5ug HA/cepa con dosis 1/1 de AS03
FluLD12 = 5ug HA/cepa con dosis 1/2 de AS03
FluLD14 = 5ug HA/cepa con dosis 1/4 de AS03
FiluLD18 = 5pyg HA/cepa con dosis 1/8 de AS03

Fluarix = Fluarix (15uyg HA/cepa)
Rango de seroprotecciéon definido como el porcentaje de

vacunas con titulador Hl en suero 2 1:40

248



10

15

20

225

N = Numero de sujetos con'resultadds disponibles pre y post-
vacunacién

n/% = NUumero/porcentaje de sujetos seroprotegidos

95% CI| = intervalo de confiabilidad, LL = Limite inferior, UL =
Limite superior

PRE = Pre-vacunacién dia 0; PI(DIA21) = Post-vacunacién el
dia 21.

Tabla 27 - Rangos de seroproteccion (SPR) para titulador de

anticuerpo HI en DO y D21 por categoria de edad

SPR
95% Cl
Cepa de vacuna Sub-grupo | Grupo Prog. N n % LL UL
AlSolomon 18-49y FluLD11 PRE 129 36 27.9 1204 1365

PIDIA21)1129 127 984 (945 [99.8
FluLD12 PRE 128 36 273 198 (359
PI(DIA21){128 117 914 {85.1 (956
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SPR
95% Cl
Cepa de vacuna Sub-grupo |Grupo Prog. N n % LL UL
FluLD14 PRE 130 135 26.9 |19.5 |354
PI(DIA21)i{130  [119 1915 |854 [95.7
FluLD18 PRE 132 |43 326 247 |41.3
PI(DIA21)[132 [119  |90.2 |83.7 [94.7
Fluarix PRE 130 |34 262 [18.8 (346
PI(DIA21){130 [124 [954 ]90.2 198.3
50-64y FluL.D11 PRE 58 9 155 (1.3 1274
PI(DIA21) |58 50 86.2 [74.6 [93.9
FluLD12 PRE 61 11 180 94 (300
PI{DIA21) |61 53 86.9 |75.8 |94.2
FluLD14 PRE 60 8 13.3 |58 (246
Pi(DIA21) 160 50 83.3 [71.5 |91.7
FluLD18 PRE 60 9 150 7.1 (266
PI(DIA 21) [60 47 78.3 1658 |87.9
Fluarix PRE 55 16 201 176 142.9
PI(DIA21) |55 48 87.3 (755 |94.7
A/Wisconsin 18-49y FluLD11 PRE 128 162 48.1 139.2 157.0
PI(DIA21)[129 |127 |984 {945 {99.8
FluLD12 PRE 128 |62 484 1395 |574
PI(DIA21)[128 (126  |98.4 |94.5 |99.8
FluLD14 PRE 130 |68 52.3 (434 |61.1
PI(DIA21)1130 1128 98,5 (946 |99.8
FluLD18 PRE 132 |62 470 |38.2 [55.8
PI(DIA21)[132 127 |96.2 1914 [98.8
Fluarix PRE 130 |66 508 1419 |59.6
PI(DIA21)1130 {128 |98.5 1946 [99.8
50-64y FluLD11 PRE 58 28 48.3 |350 |61.8
PI(DIA 21) |58 56 96.6 [88.1 |99.6
FluLD12 PRE 61 28 459 1331 [59.2
PI(DIA21) 61 60 984 191.2 100
FluLD14 PRE 60 28 46.7 133.7 160.0
PI(DIA21) |60 57 95.0 [86.1 [99.0
FluLD18 PRE 60 29 48.3 135.2 |616
PI(DIA21) 60 57 95.0 186.1 {99.0
Fluarix PRE 55 29 52.7 |38.8 166.3
PI(DIA21) |55 55 100 [93.5 (100
B/Malaysia 18-49y FlulL.D11 PRE 129 |53 411 1325 |50.1
PI(DIA21)(129 [129  [100 |97.2 |100
FluLD12 PRE 128 |59 46,1 137.2 |55.1
PI(DIA21)1128  |127  |99.2 (95.7 [100
FluLD14 PRE 130 |57 438 |35.2 |52.8
PI(DIA21)[130  [125 |96.2 [91.3 [98.7
FluLD18 PRE 132 161 46,2 1375 {55.1
PI{DIA21)|132 128 197.0 |924 (99.2
Fluarix PRE 130 |61 46.9 [38.1 |55.9
PI(DIA21)1130  [126  |96.9 192.3 [99.2
50-64y FluLD11 PRE 58 27 466 133.3 160.1
PI(DIA21) |58 54 93.1 [83.3 |98.1
FluLD12 PRE 61 29 475 346 [60.7

280
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SPR

95% Cl

cepa de vacuna Sub-grupo | Grupo Prog. N n % LL UL
PI{DIA 21) |61 59 96.7 |88.7 199.6
FluLD14 PRE 60 24 40.0 276 |[53.5
PI(DIA 21) |60 55 91.7 |816 [97.2

FluLD18 PRE 60 25 41.7 1291 [55.1

PI(DIA 21} 160 52 86.7 754 1941
Fluarix PRE 55 27 491 |354 1629
PH{DIA 21) |55 52 945 1849 1989

misma leyenda que en la tabla 24

Conclusién de intermediario

SPR cumple con los criterios CHMP (promedio > 70) y FDA
(LL de 95%, CI > 70) para todos los grupos y las tres cepas.

SPR mostraron estar dentro del mismo rango para todos los

grupos.

. Tabla 28 - Rango de seroconversion (SCR) para titulador de

anticuerpo Hl en PI(DIA 21)

SCR

95% ClI

Cepa de vacuna Grupo Prog. N n % LL UL
AJSolomon FluLD11 PI(DIA21) [187 |154 824 [76.1 (875
FluLD12 PI(DIA21) [189 1141 746 1678 180.6
FluLD14 PI(DIA21) {190 1133 |70.0 62.9 [76.4
FluLD18 PIDIA21) [192 119 162.0 |54.7 |68.9
_ Fluanx PI(DIA21) [185 |131 170.8 163.7 [77.2
-AWisconsin FluLD11 PDIA21) [187 [150 180.2 |73.8 [85.7
5 FluLD12 PI(DIA21) [189 [147 77.8 |71.2 [83.5
FluLD14 PI(DIA21) [190 |142 (74.7 1679 [80.7
FluLD18 PI(DIA21) [192 [142 (74.0 167.1 [80.0
, Fluarix PI(DIA21) [185 |118 (63.8 1564 [70.7
B/Malaysia FluLD11 PI(DIA21) (187 1136 [72.7 657 |79.0
FluLD12 PI(DIA21) [188 127 [67.2 60.0 |73.8
FluLD14 PIDIA21) 190 |128 674 160.2 [74.0
FluLD18 PDIA21) [192 127 166.1 [59.0 [72.8
Fluarix PI(DIA21) (185 [125 676 [60.3 {74.3

78\
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FluLD11 = 5ug HA/cepa con dosis 1/1 de AS03; FluLD12 = 5ug
HA/cepa con dosis 1/2 de AS03; FluLD14 = 5ug HA/cepa con
dosis 1/4 de ASO03; FluLD18 = 5ug HA/cepa con dosis 1/8 de
ASO03; Fluarix = Fluarix (15 pyg HA/cepa)

Seroconversién definida como:

Para sujetos inicialmente seronegativos, titulador de anticuerpo
>=4 después de la vacunacién

Para sujetos inicialmente seropositivos, titulador de anticuerpo
después de vacunacién >=4 veces el titulador de anticuerpo de
pre-vacunacién

N = Numero de sujetos con resultados disponibles pre- y post-
vacunacién

n/% = Numero/porcentaje de sujetos seroconvertidos

95% Cl = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = limite inferior,
UL = limite superior

PI(DIA 21) = Post-vacunacién el dia 21

Tabla 29 - Rango de seroconversiéon (SCR) para el titulador

de anticuerpo Hl en PI(DIA 21) por categoria de edad

%
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SCR

95% ClI

iCepa de vacuna Sub-grupo |Grupo Prog. N n % iLL (UL
1AfSolomon 18-49y FiuLD11 PIDIA21) [129 113 87.6 |80.6 (927
FluLD12 PIDIA21) 128 (96 75.0 |66.6 |82.2
FluLD14 PI(DIA21) 1130 |91 700 |61.3 [717.7
FluLD18 PI(DIA21) [132 |84 636 |548 |71.8
Fluarix PDIA21) [130 1101 77.7 696 (845
50-64y FluLD11 PI(DIA 21) |58 41 70.7 |57.3 {819
FluLD12 PI(DIA21) |61 45  73.8 160.9 [84.2
FluLD14 PI{DIA21) |60 42 700 |56.8 181.2
FluLD18 PI(DIA21) 160 35  58.3 144.9 |70.9
Fluarix PI(DIA21) |55 30 545 1406 168.0
A/Wisconsin 18-49y FiuLD11 PI(DIA21) (129 104 80.6 [72.7 |87.0
FluLD12 PI(DIA21) (128 101 789 |70.8 (856
| FluLD14 PI(DIA21) [130 |97 746 66.2 (818
' FluLD18 PI(DIA21) (132 196 727 i64.3 [80.1
: Fluarix PI(DIA21) {130 |89 68.5 |59.7 [76.3
i 50-64y FluLD11 PI(DIA21) |58 46 79.3 |66.6 (888
FiuLD12 PI({DIA21) [61 46 754 |62.7 1855
FulD14__ |PIDIA21) |60 |45 75.0 |62.1 |85.3
FIuLD18 PI(DIA 21) |60 46  76.7 |64.0 |866
Fluarix PI{DIA 21) |55 29 52.7 |38.8 166.3
B/Malaysia 18-40y FluLD11 PIDIA21) 1129 102 791 171.0 |85.7
FluLD12 PI(DIA21) [128 |96 75.0 |66.6 |82.2
_ FlulLD14 PI(DIA21) 130 193 715 |63.0 |7941
5 FlulLD18 P(DIA21) 132 196 72.7 |64.3 1801
! Fluarix PI(DIA2T) [130 |94 723 1638 [79.8
5060y |FlULD1T__ |PDIA21) |58 |34 586 |44.9 [T14
FluLD12 PI(DIA21) |61 31 50.8 |37.7 1639
FluLD14 PI(DIA 21) {60 35 583 44.9 709
FluLD18 PI(DIA21) 160 31 517 {384 |64.8
Fluarix PI(DIA21) |55 31 564 |42.3 |69.7

misma leyenda que en tabla 26
Conclusién de intermediario

SCR cumple con los criterios CHMP (promedio > 40) y FDA
(LL de 9% CI > 40) para todas las vacunas de estudio y para las
3 cepas. Se mostré una tendencia de un SCR disminuido con
contenido de ASO03 disminuido, excepto para B/Malaysia (en
donde todos los resultados mostraron estar dentro del mismo

rango). Para A/Solomon Island, indujo FluLD1/1 un SCR

738%
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estadisticamente significativamente mayor en comparacion con
FluLD1/8. Para todos los grupos, SCR inducido mediante
FluLD1/2 y FluLD1/4 estuvo dentro del mismo rango.

Tabla 30 - Factor de seroconversion (SCF) para titulador de

anticuerpo HIl el D21

SCF

i 95% CI

‘Cepa de vacuna Grupo Prog. N Valor |LL uL

{A/Solomon (1/DIL) FluLD11 PI(DIA 21) [187 15.6 12.7 19.2
FluLD12 PI(DIA 21) {189 12.7 10.2 15.8
FluLD14 PI(DIA 21) {190 12.8 10.1 16.1
FluLD18 PI(DIA 21) [192 10.1 8.0 12.8
Fluarix PI(DIA 21){185 127 9.9 16.2

A/Wisconsin (1/DIL) FluLD11 PI(DIA 21) |187 12.9 10.5 16.0
FluLD12 PI(DIA 21) [189 10.9 8.9 13.3
FluLD14 PI(DIA 21) {190 10.7 8.6 13.2
FluLD18 PI(DIA 21) {192 10.1 8.2 12.3
Fluarix PI(DIA 21) |185 9.0 1.2 11.2

B/Malaysia (1/DIL) FluLD11 PI(DIA 21) [187 8.7 7.2 10.6
FluLD12 PI(DIA 21) [189 9.0 7.3 11.2
FluLD14 PI( DIA21) {190 8.7 7.0 10.8
FluLD18 PI(DIA 21) [192 14 6.1 8.9
Fluarix PI(DIA 21) {185 8.1 6.6 9.9

FluLD11 = 5ug HA/cepa con dosis 1/1 de AS03; FluLD12 = 5Sug
HA/cepa con dosis 1/2 de AS03; FluLD14 = 5ug HA/cepa con

dosis 1/4 de ASO03; FluLD18 = 5ug HA/cepa con dosis 1/8 de

ASO03; Fluarix = Fluarix (1549 HA/cepa)

N = Numero de sujetos con resultados disponibles pre y post-

vacunacién
SCF = Factor de Seroconversion o proporcién promedio
geomeétrica (promedio[log10(POST/PRE)])

95% CIl = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = Limite inferior,
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UL = Limite superior
PI(DIA21) = Post-vacunacién el dia 21.
Tabla 31 - Factor de seroconversion (SCF) para titulador de

anticuerpno Hl el D21 por cateaoria de edad

SCF

S 95% Gl
Cepa de vacuna Sub-grupo |Grupo Prog. N Valor LL UL
A/Solomon (1/DIL) 18-4%y FluLD11 PI(DIA21) 129 185  114.3 23.8
FluLD12 PI(DIA21)[128 13.9 10.5 18.4
FluLD14 PI(DIA 21) [130 134 101 17.8
FluLD18 PI(DIA21)|132 114 8.4 154
Fluarix PI(DIA21)[130 16.3 121 221
50-64y FluLD11 PI(DIA 21)158 108 7.7 15.1
FluLD12 PI(DIA 21) |61 10.4 74 14.6
10 FlDi4__ PDIA2N)[60 (114 7.7 1174
FluLD18 PI(DIA 21) 60 7.8 9.5 11.2
Fluarix PI(DIA 21) (55 6.9 46 104
AMWisconsin (1/DIL) 18-4%y FluLD11 PI(DIA21) (129 125 9.8 i16.0
FluLD12 PI(DIA 21) 128 107 85 13.7
FluLD14 PI(DIA 21) 1130 104 8.0 13.5
FluLD18 PI(DIA 21) 132 9.9 7.8 12.5
Fluarix PI(DIA'21) 1130 106 8.2 13.8
50-64y FluLD11 PI{DIA21) |58 13.8 9.0 21.2
15 : FuLD12__ |PI(DIA 21)]61 111 75 164
FluLD14 PI(DIA 21) |60 11.3 7.7 116.7
FluLD18  [PI(DIA 21} |60 105 7.0 115.7

Fluarix PI(DIA 21|55 6.0 4.0 8.9
B/Malaysia (1/DIL) 18-4%y FluLD11 PI{DIA 21)[128 107 84 13.5
FluLD12 PI(DIA 21)1128 124 195 16.1

SCF
95% CI
Cepa de vacuna Sub-grupo |Grupo Prog. N Valor |LL UL

FulD14__ |PIDIA21T)|130 |97 174 126
FulD18 __ |PIDIA2D)[132 85 68 10.7
Fluaix ___ |PIDIA20[130 92 172 117
50-6dy  |FuLD1T__ |PDIA21)[58 156 140 7.7
FluLD12__ |PI(DIA 21) 61 47 34 65
FuLD14 __PDIA21)[60 68 146 __ 10.0
FuLD18__ |PIDIA21)[60 |54 138 75
Fluaix ___ PDIA21)[55 6.0 141 88

misma leyenda que en tabla 28
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Conclusién de intermediario

Para todas las vacunas de estudio SCF estuvieron muy por
arriba de los criterios CHMP (>2) para las 3 cepas. SCF
estuvieron dentro del mismo rango para todas las vacunas de
estudio.

X.4.3. No inferioridad de las vacunas de dosis baja adyuvantada

con respecto a Fluarix (GMT)

La no inferioridad de las vacunas de dosis baja
adyuvantada con respecto a Fluarix en términos de
proporciones GMT el dia 21 para las 3 virales, se muestra en la
tabla 32.

Tabla 32 - No inferioridad de vacunas de baja dosis
adyuvantadas con respecto a Fluarix en términos de

proporciones GMT el D21 para las 3 cepas virales

Dosis de Lento Flujo Fluarix
95% Cl 95% Cl
Dosis |Proporcién |Anticuerpo)

AS03 (yL) | de Dosls N GMT LL uL N GMT LL UL
250 11 A/H1N1 187 | 202.3 | 168.3 | 243.2 | 185 | 191.0 | 158.7 | 2299
A/H3N2 187 | 3786 | 3200 | 4478 | 185 3353 | 286.5 | 392.3
B 187 | 236.0 | 2061 | 2704 | 185 | 217.8 | 1845 | 257.2
125 112 AH1IN{ 189 160.5 | 1367 | 1899 | 185 | 191.0 | 158.7 | 2299
A/H3N2 189 | 336.0 | 288.2 | 391.8 | 185 | 3353 | 286.5 | 392.3
B 183 | 226.2 | 204.8 | 249.7 | 185 | 217.8 | 184.5 | 257.2
62.5 114 A/H1N1 190 195.5 | 139.2 | 173.7 | 185 | 191.0 | 158.7 | 2299
A/H3N2 190 | 302.0- | 2729 | 3341 [ 185 | 3353 | 286.5 | 392.3
B 190 | 2057 | 1819 | 2326 | 1851 2178 | 1845 | 257.2
312 118 AJH1N1 192 1563 | 1328 | 1838 | 185 | 191.0 | 158.7 | 229.9
AJH3N2 192 | 2829 | 2440 3281 | 185 | 3353 | 2865 | 3923
B 192 169.4 | 1451 | 197.7 | 185 | 217.8 | 1845 | 257.2

LD/Fluarix
90%

PASS
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Cl

Dosis Proporcién | Anticuerpo indice n UL
AS03 (L) de Dosis

250 11 AH1IN1 1.06 0.85 1.32

A/H3N2 1.13 0.93 1.37

B 1.08 0.91 1.30

125 112 A/HIN1 0.84 0.68 1.04

A/H3N2 1.00 0.83 1.20

B 1.04 088 | 1.22

62.5 1/4 A/HINT 0.81 0.68 0.98

AH3N2 0.90 0.77 | 1.05

B 0.94 0.79 1.12

31.2 1/8 AH1NT 0.82 0.67 1.01

A/H3N2 0.84 0.70 [ 1.01

B 0.78 064 | 094

N = Numero de sujetos con resultados disponibles
95% CIl = intervalo de confiabilidad del 95%, 90% Ci = intervalo

de confiabilidad de 90%, LL

Limite inferior, UL = Limite
superior
GMT = Titulador de anticuerpo promedio geométrico
Conclusién del intermediario

FluLD1/1, 1/2, 1/4 mostraron ser no inferiores a Fluarix en
términos de proporciones GMT para las tres cepas. FluLD 1/8
mostro ser no inferior a Fluarix para la cepa H1N1 y H3N2 pero

no para B.
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X.5. Conclusiones generales

X.5.1 Conclusiones de seguridad

Se mostrdé una mayor reactogenicidad con
las vacunas adyuvantadas, en comparacién con las mostradas
con vacuna Fluarix comercialmente disponible. Para Ilas
vacunas adyuvantadas, se mostré una tendencia hacia
disminucién de reactogenicidad con una cantidad disminuida de
AS03. En general, se obtuvo un perfil de reactogenicidad
similar con FluDL1/4 y FluDL1/8.

Los sintomas no solicitados fueron los mismos para todos
los grupos de vacuna.

X.5.2. Conclusiones de inmunogenicidad

El objetivo primario de este estudio fue evaluar la no
inferioridad (GMT) de las formulaciones de vacuna LD versus
Fluarix en D21.

El dia 21 posterior a la vacunacién con una dosis de la
vacuna adyuvantada FluDL1/1, FluDL1/2 y FluDL1/4, las
proporciones GMT para las tres cepas mostraron ser no
inferiores a las obtenidas con Fluarix. En dicho estudio, la
proporcién GMT obtenida con la vacuna FluDL1/8 se mostré
como no inferior a Fluarix para las cepa H1N1 y H3N2 pero no
para la cepa B.

A pesar de la tendencia mostrada para disminuir la

respuesta inmune con cantidades en disminucién de adyuvante,

288
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todas las vacunas mostraron cumplir con los tres criterios
CHMP con respecto a aprobacién de regulacién para todas las
cepas.
Ejemplo XI - Prueba clinica en poblacion con edades
mayores a 65 afos con una vacuna que contiene una
preparacion de antigeno de influenza de divisién y diversos
adyuvantes.
X1.1. Introduccién

La eficacia de la vacuna de influenza de divisién clasica,
tal como Fluarix'™ en adultos de edad avanzada es
significativamente menor a la de una poblacién de adultos o
jovenes. Se supone que el envejecimiento del sistema inmune
(es decir inmunosenectud) es la causa subyacente de la relativa
carencia de eficacia observada en adultos de edad avanzada,
dejando por lo tanto lugar para mejorar la vacuna, estimulando
respuestas inmune mas fuertes. De esta forma se llevé a cabo
un estudio ciego simple, aleatorizado, controlado, de fase Il en
una poblacién de edad avanzada mayores de 65 afios de edad
en el afio de 2007 con el objeto de evaluar la inmunogenicidad,
seguridad y reactogenicidad de una vacuna candidata de
influenza con ocho diferentes formulaciones adyuvantes,
administradas en forma intramuscular, en comparacién con
Fluarix™ (GlaxoSmithKline Biologicals) utilizada como una

referencia.

Ya se ha probado una vacuna de influenza adyuvantada

Z89
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que comprende una emulsién de aceite en agua y 25 pg de 3D-
MPL por dosis y probé eficacia (Publicacién de Patente WO
2006/100111). En dicho estudio, se fijaron las cantidades de
cada componente a 250 yl de una emulsién de aceite en agua y
25 yg de MPL. El presente estudio tiene como objeto determinar
una formulacién de vacuna éptima que equilibre la capacidad de
aceptacion del perfil de reactogenicidad/seguridad observado
con el del perfil de inmunogenicidad.
X1.2 Disefio y objetivos de estudio

Diez grupos de sujetos (200 por grupo con edades
mayores o iguales a 65 afos excepto para el grupo de Fluarix
YNG con edades de 18 a 40 afios) en paralelo, recibieron las
siguientes vacunas de influenza i.m.:

e FIUASO3 1/1: vacuna adyuvantada con dosis total de
emulsién a/a (AS03 1/1)

e FIUASO3 1/2: vacuna adyuvantada con 1/2 dosis de
emulsién a/a (AS03 1/2)

e FIUASO3 1/4: vacuna adyuvantada con 1/4 dosis de
emulsién a/a (AS03 1/4)

e FIUAS25 1/1: vacuna adyuvantada con 25ug MPL + dosis
total de emulsién a/a (AS25A)

e FIUAS25 1/2: vacuna adyuvantada con 25ug MPL + 1/2
dosis de emulsién a/a (AS25B)

e FIUAS25 1/4: vacuna adyuvantada con 25ug MPL + 1/4

dosis de emulsién a/a (AS25C)

780



10

15

20

25

237

e FIUASS50 1/2: vacuna-adyuvantada con 50ug MPL + 1/2
dosis de emulsién a/a (AS25E)

e FIUAS50 1/4: vacuna adyuvantada con 50pg MPL + 1/4
dosis de emulsién a/a (AS25F)

e Fluarix ELD (265 afios de edad): Fluarix'"

e Fluarix YNG (18 a 40 afios de edad): Fluarix'"

Programa: una inyeccion IM de vacuna de influenza el dia
0, recoleccién de muestra de sangre el dia 0, dia 21 y dia 180
post vacunacién. La vacuna de influenza de division trivalente
estandar - Fluarix'™ utilizada en este estudio es la misma que
se utilizé en el ejemplo X.

Las formulaciones de vacuna se describen en las tablas
31-32.

X1.2.1. Objetivo primario: inmunogenicidad

Para identificar una formulaciéon 6ptima (combinacion de
una dosificaciéon de emulsién a/a y una dosificacion MPL) de la
vacuna de influenza adyuvantada comparada con Fluarix,
proporcionada en forma intramuscular en sujetos con edades de
265 afos, con base en la inmunogenicidad (GMT) para las tres
cepas de vacuna 21 dias después de vacunacién. Las variables
son como en el ejemplo X2.1. y para los sujetos 65 + (titulador
de anticuerpo HI y GMTs de tituladores de anticuerpo HI el dia
21).

X.2.2. Objetivos secundarios para evaluar:

e la seguridad y reactogenicidad en todos los sujetos

29
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vacunados con las vacunas de influenza

e la inmunogenicidad (GMT, SCF, SCR y SPR) de las
vacunas de influenza en todos los sujetos, 21 dias después de
la vacunacioén.

e |la persistencia de anticuerpos HI 180 dias después de la
primera vacunacién, en todos los sujetos.

e la respuesta inmune transmitida por célula (CMI)
inducida a través de las vacunas de influenza en términos de
frecuencia de linfocitos T CD4/CD8 especificos de influenza que
producen al menos dos diferentes citocinas (IFN-y, IL-2, CD40L,
o TNF-a), los dias 0, 21 y 180 (para un subgrupo de sujetos
unicamente).

Las variables observadas y derivadas (y definiciones) son
tal como se describen en el ejemplo X.

X1.3. Composicion y administracion de vacunas

La vacuna de influenza adyuvantada estd basada en la
vacuna Fluarix comercialmente disponible, comercializada
desde 1992 por GSK Bio. Las formulaciones candidatas
consisten en el virién de division trivalente, antigenos de
influenza desactivados compuestos de 3 volumenes de antigeno
viral monovalente (preparados respectivamente de cepas .de
influenza A/H1N1, A/H3N2 y B recomendados para el Hemisferio
Norte 2007/2008, ver ejemplo X), combinada con sistemas de

adyuvante basados en MPL y/o emulsiéon de aceite en agua

(ala).
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Se'probaron en dicho ensayo dos familias de sistema de
adyuvante de propietario GSK Bio:

- La familia AS03 categorizada (1/1 - %2 - ...) a través de la
cantidad de emulsion por dosis para humano de vacuna
adyuvantada.

- La familia AS25 para la emulsién de aceite en agua
suplementada con MPL y categorizada (A, B, ...) a través de las
cantidades de cada componente por dosis para humano de
vacuna adyuvantada.

X1.3.1. Composicién de vacuna

La produccion de los tres monovolumenes de antigenos de
virion desactivados por division preparados de semillas en
operacién de las tres cepas de virus de influenza, tipo A (H1N1
y H3N2) y tipo B, creciendo individualmente en huevos de
gallina embrionados tal como se describié (ver ejemplo X). Los
datos clinicos contienen 15 pug de hemaglutinina (HA) de cada
cepa de virus de influenza por dosis. Los antigenos de
influenza son adyuvantados con lipido A de 3-O-desacil-4'-
monofosforilo (MPL) y/o una emulsién de aceite en agua (a/a)
AS03. Se combinaran ocho diferentes formulaciones de AS con
los antigenos de influenza de virién de divisién. El método de
preparaciéon de los adyuvantes se adapta a partir del descrito
en el ejemplo |l de la Publicacién de Patente WO 2006/100111,
en donde la cantidad de componentes individuales se adaptan

de acuerdo con la informacién proporcionada en las tablas 31 vy

2%
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32. Los excipientes son los siguientes: Polisorbato 80 (Tween-
80), Octoxinol 10 (Triton® X-100), succinato de hidrégeno de a-
tocoferilo, cloruro de sodio, cloruro de magnesio, fosfato de
hidrégeno disddico, fosfato de dihidrégeno de potasio, cloruro
de potasio, y agua para inyeccién. Las diferentes formulaciones
de la vacuna de influenza adyuvantada son formulaciones libres
de conservadores. Sin embargo, contienen cantidades de trazo
de tiomersal (< 1.25 pg de Hg por dosis) de las etapas
tempranas del proceso de fabricacién de sustancias de
farmacos en donde es agrega, para reducir la biocarga.

La vacuna de influenza adyuvantada es una emulsién
blancuzca estéril de virus de influenza purificado de divisién,
adyuvantado para inyeccién. Se presenta como una vacuna de
dos componentes que consiste en un frasco de vidrio tipo | que
contiene el antigeno (suspensién) y una jeringa de vidrio llena
previamente tipo 2 (PFS) que contiene el adyuvante (emulsién).
La vacuna se almacena a una temperatura de 2 a 8°C. Al
momento de la inyeccién, se inyecta el contenido de la jeringa
Illena previamente con antigeno en el frasco que contiene los
antigenos de virién de divisién desactivados trivalentes

concentrados. Después de mezclar el contenido se extrae la

jeringa y la aguja se reemplaza por una aguja intramuscular.

Una dosis de vacuna candidata de influenza adyuvantada

reconstituida, corresponde a 0.7 mL (tablas 33 y 34).

A
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Tabla 33 Formulaciones de vacuna

Sistema de advuvante Volumen de Cantidad de Antigenos Flu NH
y emulsion ala MPL 2007/2008
AS25A (AS25_1 1) 250 i 25 ug AlSolomon
AS25B (AS25_1_2) 125 i 25 ug (:jza,fj‘f)s‘ﬁ’/’é?ffs
AS25C (AS25 1 _4) 62.5 yl 25 pg . .
ASO3 1/1 (AS03 1. 1) 250 4l 0 ug A/Wisconsin/67/2005
AS03 1/2 (AS03_1_2) 125 yl 0 pg (H3N2) NYMCX-161B
AS03 1/4 (AS03_1_4) 62.5 0 ug )
AS25E-AS50 1/2 (AS50 1_2) 125 4l 50 g B/Malaysia/2506/2004
AS25F-AS50 1/4 (AS50 1_4) 62.5 i 50 g
- Tabla 34 Composicion de la vacuna de influenza
adyuvantada
Componente | Cantidad por dosis (0.7 mL)
INGREDIENTES ACTIVOS
Viriones de
divisién 15 pg HA
desactivados 15 ug HA
-H1IN1 15 ug HA
-H3N2
B
ADYUVANTE | AS25A | As25B | As25¢ Af‘/23 A1s/(2)3 A1S/23 AS25E | AS25F
- emulsion (pl) 250 125 | 625 | 250 125 | 625 | 125 | 62.5
ng) escualeno | 1069 | 534 | 267 | 1069 | 534 | 267 | 534 | 267
ng'-'°"°°°fer°' 1186 | 593 | 297 | 118 | 593 | 297 | 593 | 297
e Polisorbato 80
(Tween.80) (mg) | 486 | 243 | 122 | 486 | 243 | 122 | 243 | 122
-MPL 25pug | 25ug | 25ug / / / S0 pg | 50 ug |
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EXCIPIENTES (VALORES OBJETIVO)
Polisorbato 80 (Tween-80) 0.40 mg
Octoxinol 10 (Triton® X-100) 0.05 mg
succinato de hidrégeno de a-Tocoferilo 0.05 mg
Cloruro de sodio 3.92 mg
Cloruro de magnesio 0.03 mg
Fosfato disédico 0.54 mg
Fosfato de dihidrégeno de potasio 0.16 mg
Cloruro de potasio 0.10 mg
| Agua para inyeccién ad 0.70 ml

X1.3.2. Preparacién de vacuna

Se prepararon formulaciones ASO03 diluyendo el
amortiguador de fosfato (Na/K 191.4 mM (Na/K 191.4 mM PO,
2.74 mM NaCl, 54 mM KCL, pH 6.8, ad 9.57 mM PO,®%) con agua
para inyeccién (agitando durante 15 a 45 minutos a temperatura
ambiente hasta lograr la homogeneidad). Posteriormente se
agrega la cantidad adecuada de volumen de emulsién de aceite
en agua. La mezcla se agita durante 15 a 45 minutos a
temperatura ambiente, y se mide el pH. Posteriormente la
mezcla se esteriliza mediante filtracion a través de una
membrana de 0.2 ym. Se llevé a cabo el enjuague con gas
inerte estéril (nitrégeno) para producir un espacio superior
inerte en los contenedores llenos durante minimo 1 minuto. EI
adyuvante ASO03 estéril se almacendé a una temperatura de +2 -
8°C hasta que se obtuvo llenado aséptico en jeringas de vidrio
estériles tipo | de 1.25-ml (Ph-Eur.). Cada jeringa contiene un
volumen promedio de 60 pl (280 pyl + 60 pl de sobrellenado).

Las formulaciones AS25 se preparan diluyendo el
amortiguador de fosfato con agua para inyecciéon (agitando

durante 15 a 45 minutos a temperatura ambiente hasta la

=i



10

15

20

25

243

homogeneidad). Posteriormente se agregaron las cantidades
adecuadas de volumen SB62 y volumen liquido MPL. EIl resto
del procedimiento es tal como se describié anteriormente.

Una dosis de la vacuna de influenza adyuvantada
reconstituida corresponde a 0.7 mL. La concentracién HA final
es de 21.4 g de cada volumen monovalente por mL de volumen
final trivalente.. El volumen final de antigenos (Ags) se llena en
frascos de vidrio de 3 ml, una dosis de antigenos de flu
trivalente que corresponde a un volumen de 0.28 ml. El volumen
final de adyuvante se Ilena en PFS de vidrio de 1.25 ml,
correspondiendo una dosis a un volumen de 0.28 ml. La dosis
de vacuna final después de la reconstitucién sera de 0.7 ml.

Para permitir la inyeccién del volumen nominal (0.7 mLlL)
después de la reconstitucién, cada frasco Ag se llena con un
volumen objetivo de 0.51 ml y cada jeringa AS se llena con un
volumen objetivo de 0.34 ml.

X1.4. Resultados de inmunogenicidad - Respuesta inmune
humoral

X1.4.1. Tituladores promedio geométricos HI (GMT)

Los GMT’'s para los anticuerpos HI con 95% CI| se
muestran en la tabla 35 y figura 19.
Tabla 35 - Rangos de seropositividad y GMTs para titulador
de anticuerpo HI los dias 0 y 21 (cohorte ATP para HI de

inmunogenicidad)

AaEs
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>=101/DIL GMT
95% ClI 95% CI
Anticuerpo | Grupo Prog. |N n % (LL |UL valor |LL UL Min |Max
A/Solomon |AS03_1_4 |PRE {191 |97 [50.8(43.5/58.1(10.6 9.3 122 |<10.0 |453.0
islands
Pi(D21) 191 1184 [96.3/92.6(98.5(82.3 [69.7 (971 <10.0 {2560.0
AS03_1_2 [PRE  [191 |91 |47.6|40.4|55.0({10.8 [9.4 124 [<10.0(226.0
PI(D21) [192 [188 [97.994.8199.4(102.2 [87.0 [119.9 {<10.0[1280.0
AS03_1_1 [PRE  |189 86 [455/38.3!52.9]10.1 8.8 1.5  [<10.0(320.0
PI(D21) [189 |185 |97.9/94.7199.4198.2 [84.3 |114.3 [<10.0/3620.0
AS25_1 4 |PRE 194 |97 150.00142.8|57.2(10.6 19.3 12.1 <10.0'[226.0
PI(D21) 194 [189 [97.4(94.1199.2]91.7 [76.9 [109.3 [<10.011810.0
AS25 1.2 |PRE  |192 |97 |50.5/43.2(57.8/12.0 [10.3 [14.0 ([<10.0(320.0
PI(D21) |192 [190 199.0196.3199.9]113.2 [96.0 1336 [<10.0[2560.0

B
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>=101/DIL GMT
95% Cl 95% Cl

Anticuerpo | Grupo Prog. (N n % (LL |UL | wvalor |LL UL Min 1Max

AS25_1_1 |PRE 193 (88 145.6(38.4|52.919.9 8.6 1.3 <10.0 [320.0
Pi(D21) [193 [188 [97.4194.1199.2|114.4 197.1 134.8 |<10.0 {1810.0

AS50_1_4 |PRE 192 187 145.3138.1(52.6(10.2 18.9 11.7 <10.0 1160.0
PI(D21) [192 1183 i95.3/91.3/97.8|78.5 659 |93.5 |[<10.0]1280.0

AS50_1_2 |PRE  |189 {91 |48.1140.8(55.,5[10.3 [9.0 11.9 <10.0 {640.0
PI(D21) [189 {183 196.8193.2198.8]111.8 [93.3 134.0 {<10.0]1280.0
Flu_ELD |PRE |187 {88 |47.1139.7 [54.5|10.7 9.2 12.4 <10.0 [2560.0
PI(D21) [188 1177 |94.1(89.8197.0159.6 |49.6 71.7 <10.013620.0
Flu_YNG |PRE 197 {122 [61.9154.8 68.7121.3 17.1 26.5 <10.0 11810.0
PI(D21) 197 {195 (99.0196.4(99.91271.6 (2246 |328.4 |<10.0(5120.0
A/Wisconsin [AS03_1_4 |PRE  [191 [176 [92.1]87.4(95.5(59.9 |485 [724 <10.0 {1280.0
PI{D21) [191 190 [99.5(97.1[100 {276.2 |238.8 |319.6 |<10.0(5120.0

AS03_1_2 |PRE 191 [168 [88.0/82.5|92.2|51.2 [41.9 62.4 <10.0905.0
PI(D21) 192 [192 {100 |98.1 /100 |350.2 |298.0 (411.4 |14.0 [14480.0
AS03_1_1 |PRE __ [189 [168 [88.9/83.5]193.0/444 {365 [54.0 <10.0 {2560.0
PI(D21) [189 (189 {100 /98.11100 {351.3 [304.8 [404.8 [28.0 [5120.0
AS25_1_4 {PRE  [194 [175 190.2(85.1194.0165.7 |53.7 80.4 <10.0 [2560.0
PI(D21) {194 1194 {100 [98.1 /100 |309.2 |264.9 [361.0 [10.0 [5120.0
AS25_1_2 {PRE 192 1174 190.6 {85.6 |94.3(61.1 50.6 73.8 <10.0 [1280.0
PI(D21) [192 (192 |100 198.1 /100 1331.1 [289.6 13786 140.0 [5120.0
AS25_1_1 |PRE  |193 |173 |89.6184.4/93.6(55.8 462 674  [<10.0{1280.0
PI(D21) 1193 (192 |99.5/97.1|100 |438.1 |379.7 |505.4 |[<10.013620.0
AS50_1_4 |PRE 192 |168 |87.5(82.0191.8|546 (445 [67.0 <10.0 |12560.0
PI(D21) [192 [191 [99.5(97.1]100 {263.3 [225.3 |307.7 |<10.0(5120.0
AS50_1_2 |PRE 189 [166 |87.8/82.3192.1|57.8 |47.1 70.9 <10.0 {2560.0
Pi(D21) [189 (188 1[99.5(97.1|100 |347.5 {296.4 1407.3 [<10.0|2560.0
Flu_ELD |[PRE  [187 [169 190.4 [85.2(94.2161.0 [49.8 |74.7 <10.0 |1810.0
PI(D21) [188 188 |100 |98.1/100 |186.7 |158.0 [220.7 [10.0 [2560.0
FluYNG |PRE  |197 (166 |84.3(78.4189.1|47.8 [39.2 |58.4 <10.0 {1280.0
PI(D21) {197 |197 1100 |98.1 1100 |380.2 [331.6 [435.9 140.0 |5120.0
B/Malaysia |AS03_1_4 |PRE (191 [|178 [93.2188.6(96.3{58.6 |49.8 |68.9 <10.0 |2560.0
PI(D21) 1191 [180 |99.5(97.1 100 {147.1 |129.1 |167.6 |[<10.0(2560.0

AS03_1_2 |PRE 191 180 [94.2189.9|97.1]53.7 |45.7 63.2 <10.0 |640.0
PI(D21) [192 192 [100 /98.1]100 1163.1 [1425 [186.6 [14.0 [2560.0
AS03_1_1 |PRE 189 |177 [93.7]89.2|96.7(57.0 |48.2 87.5 <10.0 [2560.0
PI(D21) [189 [189 100 [98.1/100 {172.1 [149.9 (1976 |14.0 |2560.0
AS25_1_4 |PRE 194 1183 194.3/90.1/97.1]62.6 53.3 734 <10.0 |1810.0
PI(D21) 194 [194 [100 /98.1 /100 |152.4 [1344 [172.7 [20.0 [2560.0
AS25_1.2 |PRE  |192 |184 [95.8(92.0(98.2{77.8 |66.0 |91.7 [<10.011280.0
Pi(D21) {192 (192 [100 [98.11100 11814 [158.9 1207.1 }10.0 |2560.0
AS25 1_1 |PRE  |193 |186 196.4(92.7|985(62.9 [53.9 |734 <10.0 |12560.0
PI(D21) {193 (193 [100 [98.1]100 |202.0 [179.7 [227.1 [20.0 [3620.0
AS50_1_4 |PRE 192 (179 {93.2(88.7196.3/58.2 |49.0 69.1 <10.0 [1280.0
PI(D21) 1192 {192 [100 [98.11100 |155.7 |134.8 [179.8 [20.0 [5120.0
AS50_1_2 |PRE  [189 176 193.1188.5196.31626 [53.0 [74.0 <10.0 |1280.0
PI(D21) {189 1189 {100 [98.1 /100 |174.6 |152.0 |200.7 [10.0 |2560.0

Flu_ELD |PRE 187 1179 195.7 191.7 [98.1(66.5 56.5 78.3 <10.0 1905.0
PI(D21) (188 (188 |100 |98.11100 |153.0 (1352 [173.1 120.0 [1280.0
Flu_YNG |PRE 197 1135 168.5161.5{74.9|23.4 19.1 28.7 <10.0 |1280.0
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>=10 1/DIL GMT

95% Cl 95% Cl

Anticuerpo | Grupo Prog. |N n % JLL |UL |valor [LL UL Min [Max

PI(D21) [197 197 (100 |98.1{100 |281.9 |241.7 [328.7 120.0 [5120.0

Flu ELD = Fluarix personas de edad avanzada (edades de 65
afios); FIU_YNG = personas jovenes Fluarix (edades 18 a 40
afios)

GMT = titulador de anticuerpo promedio geométrico calculado
en todos los sujetos

N = numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = numero/porcentaje de sujetos con titulador dentro del
rango especifico
95% CI! = intervalo de confiabilidad al 95%; LL = Limite Inferior,
UL = limite superior; MIN/MAX = Minimo/Maximo
PRE = Dosis 1 de pre-vacunacién (dia 0); PI(D21) = Dosis 1
post-vacunacién (dia 21)
Conclusién del intermediario

La vacuna de influenza adyuvantada con una dosis
completa de AS03 y 25 pg de MPL (AS25_1_1) provoca una
mejor respuesta HI estadisticamente significativa para la cepa
B/Malaysia en comparacién con Fluarix en sujetos con edades
de =265 afios. Para las otras dos cepas, todas las vacunas
adyuvantadas, excepto las que tienen un cuarto de una dosis de
AS03, se compararon bien con Fluarix en sujetos con edades de

265 aflos en este estudio.
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X1.4.2. Factores de seroconversion de tituladores de anticuerpo

anti-HI, rangos de seroproteccién y ranqgos de seroconversién

(correlaciones para protecciéon tal como se establece en la

vacuna de influenza en humanos)

Los resultados se presentan en las tablas 36 - figura 20
(una por cepa) para rangos de seroproteccion, tabla 37 - Figura
21 para rangos de seroconversion y tabla 38 - figura 22 para
factores de seroconversion.

Tabla 36 - SPR para titulador de anticuerpo Hl en DO y D21

(cohorte ATP para HI)

SPR
95% CI
Cepa de vacuna Grupo Prog. N n % LL UL
A/Solomon Islands AS03_1_4 PRE 191 27 14.1 9.5 19.9

PD21) [191 |60 |83.8 |77.8 887
AS03_12  |PRE__ [191 |31 162|113 |22.2
PID21) [192 _ [168 __ |875 |82.0 191.8
AS03_1_1 PRE_ [189 |25 132 8.7 |18.9
PID21) [189 171|905 [854 943
AS25. 14  |PRE_ |194 |33 170|120 1234
PID21) |194  |158 814 [15.2  |86.7
AS25. 12  |PRE_ |192 |44 229 172|295
PID21) |92 |169 __ [88.0 [82.6 [92.3
AS25_1_1 PRE_ 1193 |23 19 7.7 113
PID21) [193 |72 [891 |83.8 931
AS50_1.4  |PRE 192 |2 15 7.3 |16.8
PID21) (192 [153 (797 [73.3_ 851
AS50_1.2  |PRE_ [189 |26 138 (9.2 195

PID21) 189 [163 862|805 190.8
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SPR

95% ClI

Cepa de vacuna Grupo Prog. |N n % LL UL
Flu_ELD PRE 187 31 166 116 [22.7
PI(D21) {188 132 702 631 |76.6
FIU_YNG PRE 197 69 350 (284 (421
PI(D21) (197 182 924 [87.8 1957
AMWisconsin AS03_1.4 PRE 191 133 696 1626 |76.1
5 PI(D21) [191 188 984 (955 |99.7

AS03_12  |PRE 191 124|649 [57.7 |77
PID21) [192__ [189 __ [984 (955 [99.7
AS03_1_1 PRE__[189 __ [113___ |59.8 504 [66.8
PI(D21) [189 188 [99.5 [97.1 100
AS2514  |PRE 194 139|716 |648 |77.9
PID21) [194 190 (979 948|994
AS251.2  |PRE__[192_ [131 682 [61.1_ [747
PI(D21) [192 192 (100 [98.1 100
AS25_1_1 PRE__ [193 __ [139 720 |51 |78.2
PID21) [193 _ [191 _ |99.0 96.3 |99.9
10 AS50_1.4  |PRE_ [192__ [130 __ [67.7 _|60.6_ |74.3
PID21) [192 _ [187 _ [974 (940  |99.1
AS50_12  |PRE__ [189 _ [134 709 [63.9 |77.3
PID21) [189 _ [185 (970 947 (994
Flu_ELD PRE 187|132 |706_ [63.5_|77.0
PID21) (188 [179 952 [91.1_|97.8
Flu_YNG PRE 197 [122 619 [54.8 |68
PID21) [197 197 [100 _[98.1 100
B/Malaysia AS03_1.4  |PRE__[191 _ [138 723 [65.3 |185
PID21) 1191 |83 1958 [91.9 |98.2
AS03_1.2  |PRE 191 140 733|664 794
15 PID21) [192__ [183 __ |953 (913 [97.8

AS03_1_1 PRE  [189 (138|730 [66.1 |79.2
PID21) [189 184|974 (938 199
AS25.14  |PRE |194  [148  |763 [69.7 |82.4
PID21) [194 _ [187 __ |964 (927 985
AS25_12  |PRE_ [192 _ [156 813 (750 |86.5
PID21) [192 _ [186 __ |96.9 [93.3 988
AS25_1_1 PRE_ 193 (149|772 (706 [82.9
PID21) 193 [192 (995 971 [100
ASS0_14  |PRE_ [192 139|724 [65.5 |786
PID21) |92 [182 _ |948 (906 1975

20 AS50_1_2 PRE 189 145 767 700 825
PI(D21) 189 184 974 1939 991
Flu_ELD PRE 187 144 770 703 |82.8

PI(D21) [188 183 97.3 1939 1994
Flu_YNG PRE 197 77 391 1322 463
PI(D21) 197 195 990 1964 1999

Tabla 37 - SCR para titulador de anticuerpo HI el dia 21
(cohorte ATP para Hl de inmunogenicidad)
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SCR
[ 95%Cl
Cepa de Vacuna Grupo N n % LL UL
A/Solomon Islands AS03 1. 4 191 133 69.6 62.6 76.1
AS03.1.2 191 138 723 65.3 78.5
AS03 1.1 189 154 81.5 75.2 86.7
AS25 1 4 194 130 67.0 50.9 73.6
AS25 1.2 192 142 74.0 67.1 80.0
AS25 1 1 193 151 78.2 7.7 83.8
AS50 1 4 192 129 67.2 60.1 73.8
AS50 1.2 189 146 77.2 70.6 83.0
Flu_ELD 187 99 52.9 45.5 60.3
Flu_YNG 197 135 68.5 61.5 749
A/Wisconsin AS03_1.4 191 108 56.5 49.2 63.7
AS03_1.2 191 124 64.9 51.7 71.7
AS03_ 1.1 189 141 74.6 67.8 80.6
AS25 1 4 194 104 53.6 46.3 60.8
AS25 1.2 192 124 64.6 57.4 71.3
AS25 1 1 193 142 736 66.8 79.6
AS50 1 4 192 110 57.3 50.0 64.4
AS50 1.2 189 131 69.3 62.2 75.8
Flu_ELD 187 69 36.9 30.0 44.2
Flu_YNG 197 130 66.0 58.9 726
B/Malaysia AS03.1.4 191 47 246 18.7 31.3
AS03 1 2 191 73 38.2 31.3 455
AS03_1_1 189 65 34.4 21.6 41.6
AS25 1 4 194 44 22.7 17.0 29.2
AS25 1 2 192 45 234 17.6 30.1
AS25 1 1 193 79 40.9 33.9 48.2
AS50 1 4 192 50 26.0 20.0 329
AS50 1 2 189 55 29.1 2.7 36.1
Flu_ELD 187 47 251 19.1 32.0
Flu_YNG 197 147 74.6 67.9 80.5

Seroconversién definida como:

Para sujetos inicialmente seronegativos, titulador de anticuerpo

>=40 1/DIL después de vacunacion

Para sujetos inicialmente seropositivos, titulador de anticuerpo
después de vacunacién >=4 veces el titulador de anticuerpo

prevacunacién

N = Numero de sujetos con resultados disponibles pre y post-

vacuhacién
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n/% = Numero/porcentaje de sujetos seroconvertidos

95% CI| = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = Limite Inferior,
UL = Limite Superior

Tabla 38 - SCF para titulador de anticuerpo Hl el dia 21

5 (cohorte ATP para Hl de inmunogenicidad)

SCF
85% Cl
Cepa de Vacuna Grupo N ‘Valor LL UL
AlSolomon Islands AS03_1_4 191 1.7 6.5 9.2
AS03.1.2 191 9.4 78 11.3
AS03_1 1 189 9.8 8.3 11.5
AS25 1 4 194 8.6 7.2 10.4
AS25 1.2 192 9.4 8.0 1.1
10 AS25_1_1 193 11.6 9.7 13.9
AS50_1 4 192 7.7 6.5 9.2
AS50 1 2 189 10.8 9.0 13.0
Flu_ELD 187 5.6 4.7 6.8
Flu_YNG 197 12.8 10.0 16.3
SCF
95% Cl
Cepa de Vacuna " Grupo N "Valor LL UL
AWisconsin AS03 1 4 191 4.6 3.9 5.4
15 AS03 1.2 191 6.8 5.6 81
AS03_1_1 189 7.9 6.6 9.5
AS25_1_ 4 194 47 4.0 5.5
AS25 1 2 192 5.4 4.8 6.3
AS25 1 1 193 7.8 6.5 9.5
AS50_1 4 192 4.8 4.1 5.7
AS50 1.2 189 6.0 5.1 7.1
Flu_ELD 187 3.1 2.6 3.6
Flu_YNG 197 7.9 6.4 9.8
B/Malaysia AS03 1 4 191 25 2.2 28
20 AS03_1.2 191 3.0 2.6 3.5
AS03 1.1 189 3.0 26 3.5
AS25 1 4 194 2.4 2.2 2.8
AS25 1.2 192 2.3 2.1 2.6
AS25 1 1 193 3.2 2.8 3.7
AS50_1 4 192 27 2.3 3.1
AS50 1.2 189 2.8 24 3.2
Flu_ELD 187 2.3 2.0 26
Flu_YNG 197 12.0 9.7 15.0

25 N = Numero de sujetos con resultados disponibles pre y post-
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vacunacién

SCF = Factor de seroconversion o proporcién promedio
geométrica (promedio[log10(POST/PRE)])

95% CL = intervalo de confiabilidad al 95%, LL = Limite Inferior,
UL = Limite Superior

Fuente de datos = Apéndice tabla IIIA

Conclusién del intermediario para la respuesta inmune humoral

Es visible un claro efecto de la dosis de AS03 (emulsién
de aceite en agua) en los datos HI.

Los GMTs fueron estadistica y significativamente
superiores en los grupos de vacuna de influenza adyuvantados
en comparacién con el grupo Flu_ELD para la cepa A/Solomon
Islands (excepto para AS03 1_4 vy AS50_1_4) y la cepa
A/Wisconsin. Para la cepa B/Malaysia, los GMTs fueron
estadisticamente y significativamente superiores en el grupo
AS25_1_1 en comparacién con el grupo Flu_ELD. Para la cepa
H3N2 (A/Wisconsin), la respuesta humoral se incrementa al
nivel observado en adultos jovenes para todos los grupos de
vacuna de influenza adyuvantados, excepto en los grupos en
donde se utilizé % de dosis de la emulsidn.

Los SCRs fueron estadisticamente vy significativamente
superiores en el grupo de vacuna de influenza adyuvantados en
comparacién con el grupo Flu_ELD para Ia cepa A/Solomon
Islands (excepto para AS25_1_4 y AS50_1_4) y la cepa

A/Wisconsin. Para la cepa B/Malaysia, los SCRs fueron
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estadistica y significativamente superiores en el grupo

AS25_1_1 en comparacién con el grupo Flu_ELD.

X1.5. Analisis de la respuesta inmune transmitida por célula
Las frecuencias de células-T CD4 especificas de influenza

que producen al menos dos citocinas (todas dobles) el dia 0 y

dia 21 se presentan en la tabla 39 y figura 23 para células

reestimuladas con cepas de vacuna agrupadas.

Tabla 39 - Frecuencia de células-T CD4 positiva-citocina

(por millén de células-T CD4) para cepas reunidas los dias 0

y 21 (cohorte ATP para CMI de inmunogenicidad)
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Descripcién Grupo Programaclénl N GM SD Min Q1 | Media |Q3 Max
Prggt_)g N Faltante
CD4-ALL  |AS03_1_4|PRE |42[1 1013.57|679.94 (1.00 |819.00 |1202.00{1790.00{2841.00
DOUBLES
PI(D21)!43|0 2038.17(1508.79/422.00{1479.00|2156.00/3215.00|6834.00
AS03_1_2|PRE |38|1 1085.68/912.10 |1.00 1939.00 [1382.50{1921.00|3502.00
PI(D21)(39]0 2780.75|1529.68426.00|2023.00{2851.00{4126.00/8108.00
AS03_1_1|PRE  |48]1 870.96 (1342.41/1.00 |685.00 |1035.50(1534.50(6956.00
PI(D21)|49]0 2563.84(1840.16/280.00/1907.00/2826.00(3636.00(8830.00
AS25_1_4|PRE |47/0 1089.72(853.67 |139.00(664.00 [1177.00|1933.00(3321.00
PI(D21)/47|0 2186.84(1776.15/506.00/1447.00|2155.00|3234.00/9385.00
AS25_1_2|PRE |41]2 1124.53]1071.90|384.00(674.00 11194.00(1717.00/4917.00
PI(D21)/43/0 2153.42|1871.41]348.00/1383.00{1978.00{3751.00|8426.00
AS25_1_1/PRE |44]0 1106.74(3071.01]140.00(669.00 {1140.50{1731.00/20615.00
PI(D21)|44/0 2771.86|2784.80(526.00|1742.00{2773.50{4855.00|15247.00
AS50_1_4PRE 4112 867.17 |666.69 {77.00 [559.00 (835.00 |1364.00(2671.00
PI(D21)|4310 2067.82|1008.33/303.00/1560.00/2142.00/2949.00/5044.00
AS50_1_2,PRE 4116 1067.79(1038.58/169.00(794.00 [{1192.00/1512.00(6122.00
PI(D21)|47]0 2421.78)6581.38|202.00/1447.00(2389.0014010.00(46387.00
Flu_ELD |PRE |42i3 960.35 [998.67 {189.00/561.00 [863.50 |1706.00]4356.00
PI(D21)|45]0 1509.05|2074.14/211.00/897.00 [1452.00{2818.00{11117.00
Flu_YNG |PRE |40i6 1681.05]1196.39|225.00(1144.00{1907.50/2611.00(5110.00
PI(D21)/46/0 2687.64/2151.901830.00{1900.00{2459.5014241.00{11758.00
CD4-CD40L|AS03_1_4/PRE  |421 967.13 |664.97 [1.00 |842.00 |1186.50{1742.00|2748.00
P1(D21)}43|0 1916.56/1502.81{168.00/1353.00/2102.00/3122.0016538.00
AS03_1_2|PRE |38]1 1060.88/878.50 [1.00 1891.00 |1384.00/1921.00!3398.00
PI(D21)|39|0 2714.74/1519.80{486.00{1957.00/2829.00|4076.00{8038.00
AS03_1_1|PRE  |48|1 762.13 11329.02]11.00 |645.00 {1022.50(1541.00{6797.00
PI(D21)|49/0 2428.541856.48|210.00{1862.00/2733.00{3589.00 {8809.00
AS25_1_4|PRE  |47[0 994.17 |865.71 |35.00 |579.00 {1076.00/1912.00|3340.00
P1(D21)/4710 1982.33/1801.26{73.00 |1293.0012055.00/3159.00/9312.00
AS25_1_2|PRE |41{2 1039.631062.10|116.00(596.00 [1152.00{1715.00/4899.00
PI(D21)|43(0 1998.6911842.77|309.00{1396.00|1946.00/3459.00 (8149.00
AS25_1_1|PRE  |44/0 1048.77/1485.48|145.00/674.00 {1108.50|1632.50|8844.00
PI{D21)/44|0 2529.59|2189.87/102.00{1599.50/2763.00(4419.50(9999.00
AS50_1_4PRE |41]2 847.56 |663.49 95.00 [549.00 [842.00 |1350.00(2588.00
PI(D21)}43|0 1673.39|1043.51/11.00 {1413.00{2062.00{2880.00(4884.00
AS50_1_2|PRE |41|6 1037.41/982.61 [171.00/799.00 |1168.00/1492.00/5650.00
PI(D21)|47]0 2268.52|6584.73|117.00/1447.00(2245.00{3739.00/46410.00
Flu ELD |PRE |42}3 923.98 976.85 [110.00/607.00 816.50 |1597.00{4296.00
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'Descripclén |Grupo Programacion|| N |GM SD Min  |Q1 [‘Media Q3 Max
de N Faltante|
Prugba
PI(D21)|45/0 1299.05/2034.85/1:00 1896.00 (1545.0012818.00110836.00
Flu_YNG |PRE |40/6 1636.72|1186.79]233.00{1068.0011878.50|2418.00|5088.00
PI(D21)(46/0 2575.50(2169.43|456,00/1862.00|2331.50|4178.00{11718.00
CD4-IFNy |AS03_1_4|PRE 142/1 721.19 |483.64 |114.00{475.00 |772.00 |1142.00{2052.00
PI(D21)|43/0 1394.52{1096.51|347.00|898.00 |1305.00|2261.0015075.00
AS03_1_2/PRE |38|1 712.34. [598.18 [1.00 |566.00 [936.50 [1412.00 2422.00
PI(D21)(39]0 1894.63(1156.37|581.00(1297.00|2083.00|3016.00(6342.00
AS03_1_1|PRE  |48|1 527.46 (1053.9611.00 |395.00 |544.00 |985.50 |6583.00
P1(D21){49]0 1623.21/1383.09/104.00{1208.00{1652.00,2380.006983.00
AS25_1_4|PRE 47{0 741.88 |643.41 |36.00 |430.00 {770.00 |1401.00/2602.00
PI(D21)|4710 1433.90{1206.49]246.001861.00 {1374.00/2301.00]5754.00
AS25_1 2|PRE  |41/2 670.69 [656.68 (218.00/380.00 |596.00 |1151.00{3664.00
Pi(D21)143}0 1279.87|1279.29(173.00/617.00 (1330.0012402.00/5385.00
AS25_1_1/PRE |44|0 597.78 12794.11{1.00 (372,50 |652.50 |1226.00(18946.00
PI(D21)(44/0 1802.95/2189.251258.00(1133.50{1970.00/3238.00|13164.00
AS50_1_4|PRE |41|2 571.79 |448.58 1134.001335.00 |597.00 |945.00 |1901.00
Pi(D21){4310 1325.52|769.76 |188.00/936.00 [1428.00|1959.0013841.00
AS50_1_2/PRE  [41]6 601.27 |513.44 132.00 |485.00 1743.00 |1025.00(2283.00
PI(D21)|47]0 1550.7916051.21|41.00 {1016.00{1624.00|2710.00|42697.00
Flu_ELD |PRE |42|3 58491 |588.62 {77.00 |396.00 |598.00 |955.00 |2680.00
Pi(D21)45]0 980.97 |1396.79{137.00/614.00 |876.00 [1662.00{6633.00
Flu_YNG |PRE {40{6 1156.67(945.24 [126.00(731.50 |1248.002152.50|3774.00
PI(D21)/4610 1811.65/1618.60|411.00{1162.00|1813.00(2524.00|8432.00
CD4-IL2  |AS03_1_4|PRE |42/1 805.41 {572.67 [1.00 1683.00 [971.50 [1429.00{2562.00
PI(D21)43]0 1563.40(1203.93{296.00{1116.00|1509.00|2516.00|5786.00
AS03_1_2|PRE |38|1 881.32 |713.88 [1.00 [727.00 [1191.50/1605.00]2791.00
PI(D21)(39]0 2057.5811251.53|205.00/1522.00{2184.0013140.00,7019.00
AS03_1_1|PRE |48|1 640.10 [1098.72/1.00 {513.50 |813.50 |1240.50/6391.00
PI(D21)|49]0 1955.75(1528.091232.00/1407.00|2088.00|2874.00(7173.00
AS25_1_4|PRE 4710 864.60 |696.78 {117.00/557.00 |896.00 [1612.0012771.00
PI(D21)147]0 1629.80(1344.02|330.00{1080.00|1595.00|2504.00|6819.00
AS25_1_2|PRE |41)2 887.73 (863.40 (275.00/554.00 {924.00 11431.00/4256.00
PI(D21)|43|0 1656.36|1486.45|316.00|1128.00|1617.00{2760.00|6311.00
AS25_1_1|PRE |44|0 834.27 |755.62 [131.00/537.00 |877.00 [1457.50(4105.00
PI(D21)|44/0 2028.18(1595.73/325.00(|1334.00|2044.50|3624.00/7175.00
AS50_1_4PRE |41|2 690.38 |574.37 |35.00 |466.00 1730.00 |1132.00{2423.00
PI(D21){43[0 1533.43|780.68 [194.00(1145.00|1477.00{2269.00/3752.00
AS50_1_2|PRE |41]6 831.91 (720.68 [102.00|620.00 {879.00 11221.00{3918.00
PI(D21)|47]0 1862.3715848.13|158.00(1154.00(1852.00{3278.00|41253.00
Flu_ELD \PRE |[42]3 729.05 (856.17 {177.00|369.00 |716.00 |1299.00(3514.00
PI(D21)|45]0 1191.28(1688.15/145.001620.00 |1301.00]2414.00{9166.00
Flu_YNG [PRE |40/6 1210.88(920.74 1138.00{747.00 |1308.50]1909.50|3925.00
PI(D21)|46|0 2033.00(1700.20/684.00(1429.00(1940.50(3296.00(9375.00
CD4-TNFq, |AS03_1_4|PRE  42/1 652.51 1499.99 |1.00 |538.00 |778.00 [1141.00{2037.00
PI(D21)43(0 1147.97(942.25 (126.00(677.00 |1251.00{2054.00(4142.00
AS03_1_2|PRE |38]|1 755.02 |646.69 {1.00 |607.00 |985.00 |1429.00(2844.00
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"Descripcién|Grupo  [Programacion|| N [GM SD Min |Q1 [ ‘Media |Q3 Max
de ; N Faltant
Prueba

PI(D21)]39{0 1596.30(975.22 1295.00{1113.00{1695.00|2577.00(4927.00

AS03_1_1|PRE |48|1 550.23 [1016.73/1.00 |343.50 [605.50 |{1001.00(5709.00
Pi(D21)49[0 1445.35(1172.61(132.00/989.00 |1578.00|2128.00(5107.00

AS25_1_4\PRE [47)0 673.18 1622.76 |91.00 1352.00 [673.00 |{1460.00(2299.00
PI(D21){47|0 1172.1011122.07{193.00(722.00 |1122.00|1987.00{6086.00

AS25_1_2|PRE |41)2 708.33 |761.85 [191.00447.00 (730.00 |1004.00(3592.00
PI(D21)|4310 1228.68/1330.121171.00|671.00 |1224.00|2452.00(6334.00

AS25_1_1|PRE |44|0 693.62 (2910.36(116.00/358.00 1615.00 11077.00{19515.00
Pi{D21)|4410 1435.67/2242.66(1.3.00 |908.50 11490.00|3017.00/13332.00

AS50_1_4|PRE [41]2 538.80 |433.49 [37.00 |331.00 {655.00 {935.00 {1648.00
PI(D21)43[0 1204.59698.67 |364.00(814.00 [1295.00(1934.00(3219.00

AS50_1_2|PRE |41|6 658.48 1764.82 |{75.00 |440.00 |810.00 |1078.00(4501.00
PI(D21)}47/0 1349.54(4822.50(39.00 1895.00 |1297.00/2514.00(33798.00

Flu_ELD |PRE 142i3 558.80 |704.36 {40.00 [326.00 |627.00 [1189.00(2767.00
PI(D21)}45|0 819.29 [1407.45(1.00 {543.00 [969.00 |1694.00(7960.00

Flu_YNG |PRE |40(6 1056.84(852.19 (221.00!633.00 {1129.50{1724.50(3947 .00
PI(D21)|4610 1426.37(1615.23|385.001852.00 {1505.00(2355.00{9378.00

N = nAl’Jrrime'r‘o de sujetos con resultados disponibles
Nmiss = niumero de sujetos con resultados faltantes
GM = Promedio Geométrico
SD = Desviacion Estandar
Q1, Q3 = Primer y tercer cuartos
Min/Max = Minimo/Maximo
Conclusién del intermediario para la respuésta inmune
transmitida por célula

Cinco vacunas adyuvantadas (AS03 1 _1, AS03_1_2,
AS25_1_1, AS50_1_2 y AS50_1_4) indujo una respuesta CMI
significativamente mayor pafa cepas recolectadas en
comparacién con Fluarix en sujetos con edades de 265 afos
para todas las combinaciones de citocina en términos de
diferencias individuales (D21 - DO). Tres de estas vacunas

adyuvantadas (ASO03_1_1, AS03_1_2 vy AS25_1_1) también
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indujeron una respuesta CMI significativamente mayor a las
cepas reunidas comparadas con Fluarix en adultos mas jévenes
para todas las combinaciones de citocina en términos de
diferencias individuales (dia 21 - dia 0).

Xl1.6. Reactogenicidad

Sintomas locales

El porcentaje de sujetos que reportan sintomas locales o
solicitados (cualquier grado/grado 3) durante el periodo post-
vacunacion de 7 dias, ha sido evaluada utilizando la graduacién
EMEA y FDA para sintomas cuantificables.

Graduacién EMEA: equimosis (cualquier grado [>0Omm] vy
grado 3 [>50mm]); dolor (cualquier grado); dolor grado 3;
enrojecimiento (cualquier grado [>Omm] y grado 3 [>50mm]) e
hinchazén (cualquier grado [>0Omm]); hinchazén grade 3
(>50mm). Graduacién FDA: equimosis (cualquier grado
[225mm] y grado 3 [>100mm]), enrojecimiento grado 3
(>100mm); hinchazén grado 3 (>100mm), enrojecimiento
(cualquier grado [225mm]); hinchazén (cualquier grado
[225mm]).

Sintomas generales

Graduacién EMEA: fiebre (237.5°C), fiebre grado 3
(>39.0°C). Graduaciéon FDA: fiebre (238°C) y fiebre grado 3
(>40°C).

La incidencia y naturaleza general de sintomas solicitados

y no solicitados de cualquier grado vy grado 3 reportados

Llo
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durante el periodo post-vacunacién de 7 dias (dias 0-6) se
presenta en la figura 24.

Conclusién

El porcentaje de sujetos que reportan al menos un sintoma
general fue estadistica y significativamente superior en los
grupos de vacuna de influenza adyuvantados en comparacion
con el grupo Flu_ELD, pero en el mismo rango del grupo
FIU_YNG (excepto AS03_1_4).

El porcentaje de sujetos que reportan al menos un sintoma
general de grado 3 estan en el mismo grado para todos los
grupos.

El porcentaje de sujetos que reportan al menos un sintoma
local fue estadistica y significativamente superior en los grupos
de vacuna de influenza adyuvantados en comparacién con el
grupo Flu_ELD y en el grupo AS25_1_1 en comparacién con el
grupo FIu_YNG.

El porcentaje de sujetos que reportan al menos un sintoma
local grado 3 fue estadistica y significativamente mayor en los
grupos ASO03_1_1, AS25_1_2, AS25_1_1 y AS50_1_2 en
comparacién con los grupos FIu_ELD y Flu_YNG,

X1.7. Conclusidén general

Estos datos son importantes para equilibrar en forma

adecuada la respuesta inmune/efecto adverso en una poblacién

humana.

En términos de inmunogenicidad HI, se demostré un claro

2¢)
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efecto adyuvante, con un incremento significativo particular
para H1N1 y H3N2 con todas las dosificaciones adyuvantes. Se
obtuvo un incremento  significativo para la cepa B
principalmente con AS25 1/1, pero también con AS03 1/1, AS03
1/2 y AS50 %. Se mostré un efecto de dosis con el componente
de emulsién de aceite en agua del adyuvante, y también para el
componente MPL del adyuvante, aunque el ultimo fue
claramente menos marcado.

En términos de la respuesta inmune transmitida por
células, también se demostré6 un efecto adyuvante con una
diferencia significativa en comparacion con Fiuarix en el grupo
de personas de edad avanzada para cepas reunidas
(frecuencia, todas las medidas) para AS03 1/1, AS03 %, AS25
1/1 y AS50 %. Se obtuvieron respuestas mas altas con AS25
1/1, AS03 1/1 y AS03 1/2.

En términos de reactogenicidad, las vacunas adyuvantadas
son mas reactogénicas que Fluarix, asociadas con el
componente de emulsién de agua en aceite de la vacuna; un
efecto de dosis de MPL también esta presente, aunque menos
pronunciado. AS03 1/2 es menos reactogénico que AS03 1/1
exhibiendo al mismo tiempo un perfil de inmunogenicidad

satisfactoria en esta poblacién de personas de edad avanzada.

22
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de influenza inmunogénica en un
volumen de dosis adecuado para uso humano que comprende un
antigeno de virus de influenza o preparacién antigénica en
combinacion con un adyuvante de emulsién de aceite en agua,
en donde el adyuvante se selecciona del grupo que consiste en:
(i) un adyuvante que comprende 5 a 6 mg de escualeno, 2 a 3
mg de agente de emulsificacién, 5 a 7 mg de tocol por dosis
para humano; (ii) un adyuvante que comprende 2 a 3 mg de
escualeno, 1 a 1.5 mg de agente de emulsificacién, y 2.5 a 3.5
mg de tocol por dosis para humano; (iii) un adyuvante que
comprende 0.5 a 1.5 mg por escualeno, 0.25 a 0.75 mg de
agente de emulsificacién y 0.5 a 1,5 mg de tocol por dosis para
humano.

2. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 1, caracterizada porque el agente de
emulsificacién es un tensoactivo no iénico.

3. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 2, caracterizada porque el agente de
emulsificacién es un monooleato de sorbitano de polioxietileno
o0 un triolato de sorbitano o una mezcla de ambos.

4. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicaciéon 3, caracterizada porque el monooleato de
sorbitano de polioxietileno se selecciona del grupo que

comprende: polisorbato 80 o Tween® 80, y trioleato de
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sorbitano es Span85.

5. La composicién inmunogénica tal como se describe
en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4,
caracterizada porque el tocol es alfa-tocoferol. |

6. La composicion inmunogénica tal como se describe
en cualesquiera de las reivindicaciones de l|la 1 a la 4,
caracterizada porque el adyuvante comprende ademdas un
esterol.

7. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 6, caracterizada porque el esterol es
colesterol.

8. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 6 y 7, caracterizada porque el esterol
esta presente en una cantidad de 0.025-2.5, 0.05-1.5, 0.075-
0.75, 0.1-0.3, o 0.125-0.25 mg (por ejemplo 0.2-0.3, 0.1-0.15,
0.25 6 0.125 mg) por dosis para humano.

9. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 8, caracterizada porque el
adyuvante comprende ademas un ligando TLR seleccionado de:
un TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-7, TLR-8, TLR-9 o
combinacién de los mismos.

10. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 9, caracterizada porque el ligando TLR-4 es
seleccionado de un derivado de lipido A, un derivado de fosfato

de glucosaminida de aminoalquilo (AGP) y un compuesto

315
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quimico elegido del grupo de: ER803022, ER803058, ER803732,
ER804053, ER804057; ER804058, ER804059, ERS804442,
ER804680 y ER804764.

11. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 10, caracterizada porque el derivado de
lipido A es 3D-MPL o cualquier derivado sintético de lipido A.

12. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 10 u 11, caracterizada porque el ligando
TLR-4 esta presente en una cantidad de 5 a 60, 40 a 50, 10 a
50, 20 a 30, 5 a 15, 10, 20, 30, 40 6 50 pg por dosis para
humano.

13. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 12, caracterizada porque el
adyuvante comprende ademas una saponina o derivado del
mismo QS21.

14. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 13, caracterizada porque la saponina o
derivado del mismo es QS21.

15. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 13 6 14, caracterizada porque la
saponina esta presente en una cantidad de 5 a 60, 40 a 50, 10
a 50, 20 a 30, 5 a 15, 10, 20, 30, 40 6 50 ug por dosis para
humano.

16. La composicién inmunogénica tal como se describe

en las reivindicaciones 1 a 15, caracterizada porque el antigeno

36
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de virus o preparacién antigénica es de 15 yg o menos que 15
Mg HA por dosis para humano por cepa de influenza.

17. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 16, caracterizada porque el antigeno de
virus o preparacién antigénica es menor a 10 yg, o menor a 8
Mg, 0 menor a 4 ug, o menos a 2 yg HA, o menor a 1 uyg HA, o
menor a 0.5, o menor a 0.1 uyg HA por dosis para humano por
cepa de influenza.

18. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 16 & 17, caracterizada porque el
antigeno de virus o preparacién antigénica es de entre 2 a 7.5
Mg, o de 1 a 5 uyg HA por dosis para humano por cepa de
influenza.

19. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 16 a 18, caracterizada porque el
antigeno de virus o preparacién antigénica es de entre menos o
exactamente 2.5 pg, o menos o exactamente 1 Mg por dosis
para humano por cepa de influenza.

20. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 1 a 19, caracterizada porque la
composicion es una composicién monovalente que comprende
un antigeno de virus o preparacion antigénica de al menos una
cepa de influenza que esta asociada con un desencadenamiento

pandémico o que tiene el potencial de estar asociado con un

desencadenamiento pandémico.

-
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21. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 1 a 19, caracterizada porque |la
composicién es una composicién multivalente que comprende un
antigeno de virus o una preparacién antigénica de al menos
dos, al menos tres, al menos cuatro, o al menos cinco cepas de
influenza.

22. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 21, caracterizada porque la composicién
comprende un antigeno de virus o preparacién antigénica de al
menos tres cepas de temporada de influenza (interpandémica) y
opcionalmente comprende un antigeno de virus o preparacién
antigénica de al menos una cepa de influenza que esta
asociada con un desencadenamiento pandémico o que tiene el
potencial de estar asociado con un desencadenamiento
pandémico.

23. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacion 21 o6 22, caracterizada porque Ila
composicion multivalente consiste en un virus de antigeno o
preparacion antigénica es seleccionada del grupo que consiste
en: (i) dos cepas interpandémicas A elegidas del grupo de:
H1N1 y H3N2 y dos cepas B elegidas del grupo de: B/yamagata
y B/Victoria;_(ii) tres cepas interpandémicas A elegidas del
grupo de: H1IN1 y H3N2 y una cepa B elegida del grupo de
B/yamagata y B/Victoria; (iii) dos cepas interpandémicas A

elegidas del grupo de H1N1 y H3N2, una cepa pandémica A, en

S8



10

15

20

25

264

donde la cepa es H5N1, y una cepa B elegida del grupo de
B/yamagata y B/Victoria.

24. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones 20, 22 a 23, caracterizada porque la
cepa del virus de influenza pandémica es seleccionada del
grupo que consiste en: H5N1, HON2, H5N8, H5N9, H7N4, H7N7,
H2N2, H10N7, H5N2, H7N2, H7N1 y H7N3. |

25. La composicién inmunogénica tal como se describe
en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizada porque el antigeno de virus de influenza o
preparacién antigénica del mismo procede del virus de influenza
crecido en huevecillos o en un cultivo celular.

26. La composicién inmunogénica tal como se describe
en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizada porque el antigeno de virus de influenza o
preparacién antigénica del mismo comprende un virus completo,
un virus de divisién, un virosoma o uno o mas antigenos
purificados elegidos de: HA, NA, M1, M2,

27. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 26, caracterizada porque el antigeno(s)
purificado se prepara de virus de influenza crecido en células
de mamifero, aviar o de insecto.

28. La composicién inmunogénica tal como se describe
en la reivindicacién 26 6 27, caracterizada porque el

antigeno(s) purificado se produce en forma recombinante.

39
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29. La composicién inmunogénica tal como se describe
en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizada porque la dosis para humano se selecciona de:
0.5 ml o menos, entre 0.5y 1.5 ml, entre 0.2 y 1.2 ml, entre 0.2
y 0.7 mly menos o exactamente 0.25, 6 0.5, 6 0.7, 6 1 ml.

30. Un método para la preparacién de una vacuna de
influenza adyuvantada tal como se describe en cualesquiera de
las reivindicaciones de la 1 a la 29, caracterizado porque
comprende el paso de mezclar en adiciones un primer volumen
de una emulsién de aceite en agua y un segundo volumen de
una suspension acuosa que comprende un virus de influenza o
una preparacién antigénica del mismo, en donde el primer
volumen es mayor al segundo volumen.

31. Un método para la preparacion de una vacuna de
influenza adyuvantada tal como se describe en cualesquiera de
las reivindicaciones de la 1 a la 29, caracterizado porque
comprende el paso de mezclar en adiciones volumenes
substancialmente iguales de una emulsién de aceite en agua y
de una suspensién acuosa que comprende un virus de influenza
0 una preparaciéon antigénica del mismo.

32. Un método para la preparacién de una vacuna de
influenza adyuvantada tal como se describe en cualesquiera de
las reivindicaciones de la 1 a la 29, caracterizado porque
comprende un paso de mezclar en adiciones un primer volumen

de una emulsién de aceite en agua y un segundo volumen de

.20
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una suspensién acuosa que comprende un virus de influenza o
una preparacién antigénica del mismo, en donde el segundo
volumen es mayor al segundo volumen.

33. EI método tal como se describe en cualesquiera de
las reivindicaciones de la 30 a 32, caracterizado porque
comprende el paso de diluir la emulsién de aceite en agua antes
de mezclar en adiciones la emulsién diluida resultante con la
suspensidén acuosa de influenza.

34. Un kit de vacuna que comprende un componente de
antigeno de virus de influenza o un componente de preparacién
antigénica de virus de influenza tal como se define en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 16 a la 29, y porque
comprende ademéas la administracién concomitante o en
secuencias de wun adyuvante tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 15.

35. Una vacuna que comprende wuna composicion
inmunogénica tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 29, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

36. Un método para elaborar la vacuna tal como se
describe en la reivindicacién 35, caracterizado porque
comprende el paso de mezclar la composicién inmunogénica tal
como se describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 1
a la 29, con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

37. Un método para inmunizar un receptor humano contra

0
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una enfermedad originada por infeccién de influenza, en donde
el método comprende administrar al receptor una dosis
inmunoprotectora de la composicién inmunogénica tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 29,
o} |é vacuna tal como se describe en la reivindicacién 35.

38. EI método tal como se describe en la reivindicacién
37, caracterizado porque el receptor humano es un adulto con
edades entre 18 y 50 afios, un adulto con edades entre 18 y 65
aflos, una persona de edad avanzada de 65 afios o méas, o un
nifio con edad de 0 a 18 vy la enfermedad es ya sea infeccién
de influenza de temporada o pandémica o ambas.

39. EI método tal como se describe en la reivindicacién
37 & 38, caracterizado porque el receptor humano es una
persona de edad avanzada, y la enfermedad es ya sea una
infecciéon de influenza de temporada o pandémica o ambas.

40. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 29, o la vacuna tal como se
describe en la reivindicacién 35 para utilizarse en medicina.

41. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 29, o la vacuna tal como se
describe en la reivindicacion 35, para utilizarse en el
tratamiento o prevencion de una enfermedad originada por
infeccién de influenza.

42. El uso de (a) un antigeno de virus de influenza o una

preparaciéon antigénica del mismo, y (b) una emulsién de aceite
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en agua tal como se define en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 15, en la fabricacién de una
composicién inmunogénica para el tratamiento o prevencién de
enfermedades originadas por infeccién de influenza.

43. El uso tal como se describe en la reivindicacién 42 o
una composicién para utilizarse tal como se describe en la
reivindicaciéon 41, caracterizada porque la composicién tiene la
capacidad de inducir, en un humano, al menos uno, al menos
dos o todos de los siguientes: (i) una respuesta inmune de
célula-T CD4 mejorada contra el antigeno o preparacién
antigénica del mismo en comparacién con la obtenida con una
composicion no adyuvantada, (ii) una respuesta inmune humoral
mejorada contra el antigeno o preparacién antigénica del mismo
én comparaciéon con la obtenida con una composicién no
adyuvantada, (iii) una respuesta de célula de memoria-B
mejorada contra el antigeno o preparacién antigénica del mismo
en comparacién con la obtenida con una composicién no
adyuvantada.

44. EIl uso tal como se describe en la reivindicacién 42 o
una composicion para utilizarse tal como se describe en la
reivindicacion 41, caracterizado porque la composicién tiene la
capacidad de inducir, en un humano, al menos una, al menos
dos o al menos todas de las siguientes: (i) una respuesta
inmune de célula-T CD4 comparable contra el antigeno o

preparaciéon antigénica del mismo en comparacién con la
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obtenida con una composicién adyuvantada en donde los
componentes adyuvantes estan presentes en cantidades
superiores, (ii) una respuesta inmune humoral comparable
contra el antigeno o preparacién antigénica del mismo en
comparacién con la obtenida con una composicién adyuvantada
en donde los componentes de adyuvantes estan presentes en
cantidades mayores, (iii) una respuesta de célula de memoria-B
comparable contra el antigeno o preparacién antigénica del
mismo en comparacién con l|la obtenida con una composicién
adyuvantada en donde los componentes adyuvantes estan
presentes en cantidades mayores.

45. EI| uso o composicién para utilizarse tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 42 a la
44, caracterizada porque la respuesta inmune de célula-T CD4
implica la induccién de una respuesta auxiliar T CD4 reactiva-
cruzada.

46. EI| uso o composicién para utilizarse tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 42 a la
44, caracterizada porque la respuesta inmune humoral implica
ta induccién de una respuesta inmune humoral reactiva-cruzada.

47. La composicién inmunogénica tal como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 29, o la vacuna tal como se
describe en la reivindicacién 35, para utilizarse en el
tratamiento o prevencién de una enfermedad originada por un

patogeno de influenza, el cual es una variante del patégeno del
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cual se derivé el antigeno en la composicién inmunogénica.

48. EIl uso de (a) un antigeno de virus de influenza o
preparacién antigénica del mismo, y (b) una emulsién de aceite
en agua tal como se define en cualesquiera de |las
reivindicaciones de la 1 a la 15, en la fabricacién de una
composicién inmunogénica para el tratamiento o prevenciéon de
enfermedades originadas por un patégeno de influenza el cual
es una variante del patégeno del cual se derivé el antigeno en
la composicién inmunogénica.

49. EI uso o composicién para utilizarse tal como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 43 y 44,
para proteccién contra infecciones o enfermedades originadas
por un patégeno el cual comprende un antigeno el cual es una
variante de dicho antigeno en la composicién inmunogénica.

50. Una composicién de influenza inmunogénica para la
revacunacién de individuos vacunados previamente con la
composicion inmunogénica tal como se describe en las
reivindicaciones de la 1 a la 29, o la vacuna tal como se
describe en la reivindicacién 40.

51. El uso de un antigeno en la fabricacién de una
composicion inmunogénica para revacunacién de individuos
vacunados previamente con la composicién inmunogénica tal
como se describe en las reivindicaciones de la 1 a la 29, o la
vacuna tal como se describe en la reivindicacién 35.

52. EI uso o composicién para utilizarse tal como se

<zs
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describe en las reivindicaciones 50 y 51, caracterizado porque
la composicion para revacunacién comprende un antigeno de
influenza que comparte epitopes de célula-T CD4 comunes con
el antigeno de la composiciéon utilizada para una vacunacioén
previa.

53. EI uso tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 50 a la 52, caracterizado porque el
antigeno o composicién antigénica para revacunacién es
adyuvantado.

54. EIl uso tal como se describe en la reivindicacién 53,
caracterizado porque la emulsién de aceite en agua para la
composicion de revacunacién es tal como se define en
cualesquiera de las reivindicaciones de ala 1 a la 15.

55. EI uso tal como se describe en las reivindicaciones
de la 41 a la 54, caracterizado porque la enfermedad es ya sea
infeccién de influenza de temporada o pandémica o ambas, de
un receptor humano o poblacion humana seleccionada del grupo
que consiste en: humanos de edad avanzada de 65 afios 0 mas,
humanos con edades de 18 a 50 o 18 a 65 afos, nifos con

edades de 0 a 18.
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F IG . 1 - Tituladores promedio geométricos (GMTs) para anticuerpo anti-HA

en diferentes puntos de tiempo (cohort ATP para inmunogenicidad)
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F I G - 2 - SPR para titulador de anticuerpo Hl con intervalo de confiabilidad al 95% el dia 0

y el dia 21 (cohort ATP para inmunogenicidad)
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F IG . 3 -SCR para titulador de anticuerpo HI ¢on intervalo de confiabilidad al 95% el dia 21

{cohort: ATP para inmunogenicidad)
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F IG . 4 - SCF para titulador de anticuerpo HI con intervalo de confiabilidad al 95% el dia 21

(cohort ATP para inmunogenicidad)

25

!
{
T

1D%56 U092 UOISIBAUOD0IDS O J0}or

®

FluL.D1/FluLD1/2 Fluarix

FIuLD1/FluLD1/2 Fluarix

Flul.D1/Flul.D1/2 Fluarix

AlWisconsin B/Mslaysia

A/New Caledonia

328



3/ 24

tones

ina (GMT+/- IC95) enra

F I G . 5 Prueba de inhibicion de Hemaglutin

ysubtipicas (rango de dosis AS03)

as hetero

ep

BLALBI/c preparados con ¢

Fig. 5A - Tituladores HI anti-A/NEW Caledonia/20/99

Tituladores HI anti-A/NEW Caledonia/20/99

ost-Preparacion

op

80 -

(5601 -1+ LWD) IH saiopeimii

Division trivalente AS03 1/5

Division trivalente AS03

Campafia de-division trivalente

Fig. 5B - Tituladores HI anti-A/Panama/2007/99

Tituladores HI anti-A/Panama/2007/99

izacién

Post-Preparacion
Post-Inmun

a

!

1000 -

(5621 -1+ LWD) IH saop

] T
(=] o o o
(=] o o
(7] <t o~

en

ni

Campaia de division trivalente Division trivalente AS03 *  Division trivalen

115

<«
<
(7]

e A

-—

®

ZA



4 | 24

F IG SC — Tituladores Hl Anti-B/Shandong/7/97
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F I G 6 Prueba de inhibiciéon de Hemaglutinina (GMT+/- IC95) en ratones
n

C57BI/6 preparados con cepas heterosubtipicas (rango de dosis AS03)
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FlG J Respuesta Inmune Celular (CD4+ T cell) en PBMC de ratones C5781/6
. preparados con cepas de hieterosubtipicas (rango de dosis AS03)

2 ICS Dia 35 - restimulo con trivalente completo 1Ug HAsepa/mi
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FIG. 8 Respuestaintiune celular (CD4+ T cell) en PBMC de ratones C57B1/6
. preparados con cepas de heterosubtipicas e inmunizados con baja
dosis de antigeno (0.5 ug)adyuvantados con rango dé dosis AS03
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F I G 9 Tituladores ELISA Ig de suero especificos de H5N1 (A y B) y respuestas
* isotipicas 1gG1 anti-H5N1 (C y D) y IgG2b (E y F) el dia 14 posterior a
la inmunizacién (GMT+/- IC95) para dos dosis de antigeno diferentes:

1.5ug (A.CyE)00.38 ug (B, D y F)

Fig. 9A
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FIG. 9C
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FIG. 9D
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FIG. 9E

Punto medio ELISA anti A/JH5N1: Respuesta lgG2b
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FIG . 1 0 Prueba de inhibicién de hemaglutininacion (GMT+/- IC95)

el dia 21 post-inmunizacién (GMT+/- IC95) para dos dosis
diferentes de antigeno: 1.5 ug (A) o0 0.38 UG (B)

Fig. 10A
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F IG 1 1 Respuesta inmune celular (celula T CD4+) en ratones C57BI/6 naive
" inmunizados con diferentes dosis de vacuna H5N1 (1.5 o 0.38 ug)

adjuvantado con un rango de dosis AS03:(A) 1.5 ug Ag o (B) 0.38 ug AG.

Fig. 11A
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Prueba de inhibicién de hemaglutinina (GMT+/- IC95) en cerdos
preparados con cepas homologas (rango de dosis AS03)
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Prueba de inhibicién de hemaglutinina (GMT+/- IC95) en ratonés naive
C57Bl/6 inmunizados con campafiaTIV o QIV ¢ adyuvantados con AS03
o AS03/2.

FIG. 13
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FIG. 14
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Prueba de inhibicién de hemaglutinina (GMT+/- IC95) en ratones
C57BI/6 preparados con virus tipo B/Victoria e inmunizados
con campafa TIV o QIV simple o adyuvantados con AS03 o AS03/2

Fig. 14A ~Tituladores HI Anti-B/Shangdong/7/97 (B/ Virus tipo-Victoria )
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FIG. 15 - GMTs para titulador dé anticuerpo Hl en d0 y d21
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FIG. 17A - Rangos de Seroconversion (SCR) para tituladores de anticuerpo Hi en Pi(Dia21)
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FIG. 17B - SCR para titualdor de anticuepo HI en PI(DiA21) mediante categoria de edad.
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FIG. 18A - Factor de Seroconversion (SCF) para titulador de anticuerpo HI en PI(DiA21)
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FIG. 18B - SCF para titulador de anticuerpo HI en PI{DiA21) mediante categoria de edad.
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GMTs para tituladores de anticuerpo Hi en d0 y d21

FIG. 19
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FIG. 20 - SPR para titulador de anticuerpo Hi con intervalo de confiabilidad
al 95% en dias 0 y 21 (cohort ATP para inmunogenicidad Hi)
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FIG. 22 - SCF para titulador de anticuerpo Hl con 95% CI el dia 21

(cohorte ATP para inmunogenicidad HI)

FIG. 23 - Celulas-T CD4 positivas-citocinas para cepas recolectadas en DO y D21

(cohorte ATP para CMi)
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FIG. 24 - Porcentaje de sujetos que reportan sintomas solicitados y no solicitados

relacionados (todos los grados/grado 3) durante el periodo post-vacunacién de 7 dias
(Dias0-6) (cohorte vacunado total)
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<110>
<120>
<130>
<160>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

LISTA DE SECUENCIAS

GlaxoSmithKline Biologicals sa
Vacuna

VB62342

6

FastSEQ para Windows Version 4.0

1
20
ADN

-Secuencia artificial

Secuencia sintética, secuencia que contiene CG no metilado
1

tcecatgacgt tcctgacgtt

<2102
<211>
<212>
<213>
«220>
<223>

<400>

2
18
ADN

Secuencia artificial

Secuencia sintética, secuencia que contiene CG no metilado

2

tcteccageg tgegecat

<2103
<211>
<212>
<213>
<220>
€223>

<400>

3
30
ADN

Secuencia artificial

Secuencia sintética, secuencia que contiene CG no metilado

3

accgatgacg tcgecggtga cggcaccacg

<210>
<211>

4
24

20

18

30

35/
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia sintética, secuencia que contiene
CG no metilado

<400> 4

tegtegtttt gtegttttgt cgtt

<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificia
<220>

<223> Secuencia sintética, secuencia que contiene
CG no metilado

<400> 5

tccatgacgt tcectgatget

<210> 6

<211s> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia sintética, secuencia que contiene
CG no metilado

<400> 6

tegacgtttt cggegegege cg

6L



CAPITULO REIVINDICATORIO COMO FUE
ORIGINALMENTE PRESENTADO EN FASE
INTERNACIONAL

%3



10

15

20

25

259

REIVINDICACIONES

1. Una composicién de influenza inmunogénica en un
volumen de dosis adecuado para uso humano que comprende un
antigeno o preparacién antigénica del virus de influenza en
combinaciéon con un adyuvante de emulsién de agua en aceite,
caracterizado porque el adyuvante de emulsién de agua en
aceite comprende un aceite que se puede metabolizar y un
agente de emulsificacién, en donde dicho aceite que se puede
metabolizar estd presente para dicha dosis humana en un nivel
debajo de 11 mg, y dicho agente de emuilsificacion esta
presente en dosis humana en un nivel debajo de 5 mg.

2. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 1, caracterizada porque el aceite que se
puede metabolizar es escualeno.

3. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, caracterizada
porque el aceite que se puede metabolizar esta presente en una
cantidad de 0.5 a 10, de 0.5 a 9, de 1 a 10, de 2 a 10, de 4 a 8,
de 1 a 2, de 2 a 3, de 4.5 a 5.5 de 5 a6 6 de 9 a 10 mg, por
dosis humana.

4. La composicién_ inmunogénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3,
caracterizéda porque dicho agente de emulsificacién es un
tensioactivo no iénico.

5. La composicién inmunogénica tal y como se describe

3wy
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en la reivindicacion 4, caracterizada porque el agente de
emulsificacién es un monooleato de polioxietilén sorbitan o
trioleato de sorbitan o una mezcla de los mismos.

6. La composiciéon inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 5, caracterizada porque el monooleato de
polioxietilén de sorbitan es seleccionado del grupo que
comprende: polisorbato 80 o Tween® 80, y el trioleato de
sorbitan es Span85.

7. La composiciéon inmunogénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 6,
caracterizada porque el agente de emulsificaciéh esta presente
en una cantidad de 0.1 a 5, de 0.2 a 5, de 0.3 a 5, de 0.4 a 5,
de 0.4 a 1.2, de 0.5a 4,de 1 a2 de 2 a3 6de4admg, por
dosis humana.

8. La composicion inmunogénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7,
caracterizado porque el adyuvante comprende ademas un tocol,
un esterol, o ambos.

9. La composicion inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 8, caracterizado porque el tocol es alfa-
tocoferol.

10. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 8 o en la reivindicacién 9, caracterizado
porque el tocol esta presente en una cantidad de 0.5 a 12, de 1

a11,de2310,de4a9,de5a6,de5a7,de2.5a3.5,de1
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a2,de1a3d3ode 10 a 11 mg por dosis humana.

11. La composiciéon inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 10, caracterizada porque el
adyuvante es seleccionado del grupo consistente de: (i) un
adyuvante que comprende de 4.5 a 5.5 o de 5 a 6 mg de aceite
gue se puede metabolizar, de 2 a 3 mg de agente de
emulsificacién, y cuando estan presentes de 5 a 7 mg de tocol
por dosis humana; (ii) y un adyuvante que comprende de 2 a 3
mg de aceite que se puede metabolizar, de 1 a 1.5 mg de
agente de emulsificacién, y cuando esta presente de 2.5 a 3.5
mg de tocol por dosis humana; (iii) un adyuvante comprende de
0.5 a 1.5, mg de aceite que se puede metabolizar, de 0.25 a
0.75 mg de un agente de emulsificacién, y cuando esta presente
de 0.5 a 1.5 mg de tocol por dosis humana.

12. La composiciéon inmunogénica tal y como se describe

en cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a la 11,

caracterizada porque el esterol es colesterol.

13. La composicion inmunogénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a la 12,
caracterizada porque el esterol estd presente en una cantidad
de 0.025 a 2.5, de 0.05 a 1.5, de 0.075 a 0.75, de 0.1 a 0.3, o
de 0.125 a 0.25 mg (por ejemplo de 0.2 a 0.3, de 0.1 a 0.15, de
0.25 6 0.125 mg) por dosis humana.

14. La composicién inmunogénica tal y como se describe

de la reivindicacién 1 a la 13, caracterizada porque el

i
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adyuvante comprende ademas un ligando TLR seleccionado de
un TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-7, TLR-8, TLR-9 o0 una
combinacion de los mismos.

15. La composicion inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 14, caracterizada porque el ligando TLR-4
es seleccionado de: un derivado de lipido A, un derivado de
fosfato de aminoalquil glucosaminida (AGP), y un compuesto
quimico seleccionado del grupo de: ER803022, ER803058,
ER803732, ER804053, ER804057, ER804058, ER804059,
ER804442, ER804680, y ER804764.

16. La composiciéon inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 15, caracterizada porque el derivado de
lipido A es 3D-MPL o un derivado sintético del lipido A.

17. La composicion inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacion 15 6 16 caracterizada porque dicho ligando
TLR-4 esta presente en una cantidad de 5 a 60, de 40 a 50, de
10 a 50, de 20 a 30, de 5 a 15, 10, 20, 30, 40 6 50 pg por dosis
humana.

18. La composicion inmunogénica tal y como se describe
de la reivindicaciéon 1 a 17, caracterizada porque el adyuvante
comprende ademas una saponina o derivado de la misma.

19. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicaciéon 18, caracterizada porque la saponina o
derivado de la misma es QS21.

20. La composicién inmunogénica tal y como se describe
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en la reivindicacion 18 6 19 caracterizada porque la saponina
esta presente en una cantidad de 5 a 60, de 40 a 50, de 10 a
50, de 20 a 30, de 5 a 15, 10, 20, 30, 40 6 50 pg por dosis
humana.

21. La composiciéon inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 20, caracterizada porque el
antigeno del virus o la preparacién antigénica es de 15 pg o
menor que el 15 ug HA por dosis humana por cepa de la
influenza. |

22. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacién 21, caracterizada porque el antigeno del
virus o preparacién antigénica es menor de 10 uyg, o menor de 8
pug, o menor de 4 pg, o menor de 2 yg HA, o menor de 1 ug HA,
o menor de 0.5, o menor de 0.1 pyg HA por dosis humana por
cepa de la influenza.

23. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicaciéon 21 6 22, caracterizada porque el antigeno
del virus o preparaciéon antigénica es entre 2y 7.5 yg, o de 1 a
5 ug HA por dosis humana por cepa de la influenza.

24. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones de la 21 a la 23, caracterizado porque el
antigeno del virus o la preparacién antigénica es entre menos
de o exactamente 5 yg HA, o menos de o exactamente 2.5 ug, o

menos de exactamente 1 pg por dosis humana por cepa de la

influenza.
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25. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 24, caracterizada porque la
composicién es una composicién monovalente que comprende
un antigeno del virus o preparacién antigénica de por lo menos
una cepa de la influenza que esta siendo asociada con una
epidemia pandémica o que tiene el potencial de ser asociada
con una epidemia pandémica.

26. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 24, caracterizada porque
dicha composicion es una composicién multivalente que
comprende el antigeno del virus o la preparaciéon antigénica de
por lo menos dos, o por lo menos tres, o por lo menos cuatro, o
por lo menos cinco cepas de la influenza.

27. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en la reivindicacion 26, caracterizada porque dicha composicion
comprende un antigeno del virus o preparacion antigénica de
por |o menos tres <cepas de la influenza estacional
(interpandémica), y opcionalmente comprende un antigeno del
virus o preparacién antigénica de por lo menos una cepa de la
influenza estando asociada con una epidemia pandémica o que
tiene el potencial de ser asociada con una epidemia pandémica.

28. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones 26 6 27, caracterizada porque la
composicion multivalente comprende un antigeno del virus o

preparacion antigénica seleccionada del grupo consistente de:

?f?'
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(i) dos cepas interpandémicas A seleccionadas del grupo de:
H1N1 y H3N2 y dos cepas B seleccionadas del grupo de:
B/yamagata y B/Victoria; (ii) tres cepas interpandémicas A
seleccionadas del grupo de: H1N1 y H3N2 y una cepa B
seleccionada del grupo de: B/yamagata y B/Victoria; (iii) dos
cepas interpandémicas A seleccionadas del grupo de: H1N1 y
H3N2, una cepa pandémica A, en donde la cepa es H5N1, y una
cepa B seleccionada del grupo de B/yamagata y B/Victoria.

29. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones 25, y de la 27 a la 28, caracterizada
porque la cepa del virus de influenza pandémica es
seleccionada del grupo consistente de: H5N1, HON2, HS5NS8,
H5N9, H7N4, H7N7, H2N2, H10N7, H5N2, H7N2, H7N1, y H7N3.

30. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque dicho antigeno del virus de influenza o preparacién
antigénica del mismo es del virus de influenza cultivado en
huevos o en cultivos celulares.

31. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque el antigeno del virus de influenza o la preparaciodn
antigénica del mismo comprende el virus completo, un virus
dividido, un virosoma o uno o mas antigenos purificados
seleccionados de: HA, NA, M1, M2.

32. La composicién inmunogénica tal y como se describe
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en la reivindicacién 31, caracterizada porque dicho antigeno
purificado es preparado del virus de influenza cultivado en
células de mamifero, aves o insectos.

33. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones 31 0 32 caracterizada porque los
antigenos purificados son producidos de manera recombinante.

34. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizada
porque la dosis humana es seleccionada de: 0.5 ml o menos,
entre 0.5 y 1.5 ml, entre 0.2 y 1.2 ml, entre 0.2 y 0.7 ml y
menos o exactamente 0.25, 6 0.5, 6 0.7, 6 1 ml.

35. Un método de preparacién de una vacuna adyuvada
contra el virus de influenza tal y como se describe en
cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 34, el cual
comprende el paso de mezclar un primer volumen de una
emulsién de aceite en agua y un segundo volumen de una
suspensién acuosa que comprende un virus de influenza o
preparacion antigénica del mismo, en donde e! primer volumen
es mayor que el segundo volumen.

36. Un método para la preparacién de una vacuna
adyuvada de influenza tal y como se describe en cualquiera de
las reivindicaciones de la 1 a la 34, el cual comprende el paso
de mezclar volumenes substancialmente iguales de una
emulsion de aceite en agua y de una suspensién acuosa que

comprende el virus de influenza o la preparacién antigénica del
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mismo.

37. Un método para la preparacion de una vacuna
adyuvada de influenza tal y como se describe en cualquiera de
las reivindicaciones de la 1 a la 34, el cual comprende el paso
de mezclar un primer volumen de una emulsién de aceite en
agua y un segundo volumen de una suspensiéon acuosa que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica
del mismo, caracterizada porque el segundo volumen es mayor
que el primer volumen.

38. EIl método tal y como se describe en cualquiera de
las reivindicaciones de la 35 a la 37 el cual comprende el paso
de diluir la emulsién de aceite en agua antes de mezclar la
emulsion diluida resultante con dicha suspensiéon acuosa de
influenza.

39. Un kit de vacuna que comprende un componente de
antigeno del virus de influenza o una preparacion antigénica del
virus de influenza definida tal y como se describe en cualquiera
de las reivindicaciones de la 21 a la 34, que comprende ademas
para la administraciéon concomitante o secuencial de un
adyuvante tal y como se define en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 20.

40. Una vacuna la cual comprende una composicion
inmunogénica tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 34 y un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

2(5»2
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41. Un método para elaborar la vacuna tal y como se
describe en la reivindicacién 40 el cual comprende el paso de
mezclar la composicién inmunogénica tal y como se describe en
cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 34 con un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

42. Un método para inmunizar a un huésped humano
contra la enfermedad ocasionada por la infecciéon de influenza
que comprende administrar al huésped una dosis
inmunoprotectora de la composicién inmunogénica tal y como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 34 o
la vacuna tal y como se describe en la reivindicacién 40.

43. EIl método tal y como se describe en la reivindicacién
42, caracterizado porque el huésped humano es un adulto de
una edad de 18 a 50 afios, un adulto de una edad de 18 a 65
afios, un anciano de 65 afios o0 mas, o un nifo de edad de 0 a
18 afios, y la enfermedad es cualquiera o ambas de la infeccién
por influenza pandémica o estacional.

44. EIl método tal y como se describe en la reivindicacién
42 6 43, caracterizado porque el huésped humano es un
anciano, y la enfermedad es cualquiera o ambas de la infeccion
por influenza pandémica o estacional.

45. La composicién inmunogénica tal y como se describe
en las reivindicaciones de la 1 a la 34 o la vacuna tal y como se
describe en la reivindicacién 40 para utilizarse en medicina.

46. La composiciéon inmunogénica tal y como se describe

S
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en las reivindicaciones de la 1 a la 34 o la vacuna tal y como se
describe en la reivindicacién 40 para utilizarse en el tratamiento
o prevencién de la enferrhedad ocasionada por la infeccion de
la influenza.

47. EI| uso de (a) un antigeno del virus de influenza o
una preparacién antigénica del mismo, y (b) una emulsién de
aceite en agua tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 20 en la manufactura de una
composicion inmunogénica para el tratamiento o prevencién de
enfermedades ocasionadas por la infecciéon de la influenza.

48. EIl uso tal y como se describe en la reivindicacién 47
o la composicién para el uso tal y como se describe en la
reivindicacion 46 en donde dicha composicién tiene la
capacidad de inducir, en un humano, por lo menos, uno o por lo
menos dos o todos los siguientes: (i) una respuesta
inmunolégica mejorada de las célula-T CD4 contra dicho
antigeno o preparaciéon de antigeno del mismo comparado con
el obtenido con una composiciéon que no ha sido adyuvada, (ii)
una respuesta inmune humoral mejorada contra dicho antigeno
0 preparacion de antigeno del mismo comparada con el
obtenido con una composiciéon no adyuvada, (iii) una respuesta
celular de la memoria B mejorada contra dicho antigeno o
preparacion antigénica del mismo comparada con la obtenida
con una composicién no adyuvada.

49. El uso tal y como se describe en la reivindicacion 47
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o la composicién para utilizarse tal y como se describe en la
reivindicacién 46 en donde la composicién tiene la capacidad de
inducir, en un humano, por lo menos uno, o por lo menos dos o
todos los siguientes: (i) una respuesta inmune comparable de la
célula-T CD4 contra dicho antigeno o preparacién antigénica del
mismo comparada con |la obtenida con una composicién
adyuvada en donde los componentes del adyuvante estan
presentes en cantidades mas altas, (ii) una respuesta inmune
humoral comparable contra dicho antigeno o preparacién del
antigeno del mismo comparada con la obtenida con una

composicion adyuvada en donde los componentes del adyuvante

estan presentes en cantidades mayores, (iii) una respuesta de

la célula de memoria B cqmparable contra el antigeno o la
preparaciéon antigénica del mismo comparada con la obtenida
con una composicion adyuvada en donde los componentes del
adyuvante estan presentes en cantidades mas altas.

50. El uso o la composicion para utilizarse tal y como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones del la 47 a la 49,
en donde la respuesta inmune de la célula-T CD4 comprende la
induccién de una respuesta adyuvante CD4 T reactiva cruzada.

51. EIl uso o composiciéon para utilizarse tal y como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 47 a la 49
en donde la respuesta inmune humoral comprende la induccién
de una respuesta inmune humoral reactiva cruzada.

52. La composicién inmunogénica tal y como se describe



10

15

20

25

271

en las reivindicaciones de la 1 a la 34 o la vacuna tal y como se
describe en la reivindicacion 40 para utilizarse en el tratamiento
o prevencion de la enfermedad causada por un patégeno de
influenza el cual es una variante del patégeno del cual el
antigeno de la corﬁposicién inmunogénica es derivado.

53. EI uso de (a) un antigeno del virus de influenza o
preparacion antigénica del mismo, y (b) una emulsién de aceite
en agua tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 20 en la manufactura de una
composicion inmunogénica para el tratamiento o prevencion de
enfermedades ocasionadas por un 'patégeno de influenza el cual
es una variante del patégeno del cual es derivado el antigeno
de la composicién inmunogénica.

54. El uso o composiciéon para uso tal y como se describe
en cualeéquiera de las reivindicaciones de la 48 a la 49, para la
proteccidén contra las infecciones o enfermedad oca.sionadas por
un patégeno que comprende un antigeno el cual es una variante
del antigeno de la composicion inmunogénica.

55. Una composicién de influenza inmunogénica para la
nueva vacunacion de individuos previamente vacunados con la
composicion inmunogénica tal y como se describe en las
reivindicaciones de la 1 a la 34 o la vacuna tal y como se
describe en la reivindicacién 40.

56. EIl uso de un antigeno en la manufactura de una

composicién inmunogénica para la nueva vacunaciéon de
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individuos previamente vacunados con la composiciéon
inmunogénica tal y como se describe en las reivindicaciones de
la 1 a la 34 o la vacuna tal y como se describe en la
reivindicaciéon 40.

57. EIl uso o composiciéon para uso taly como se describe
en las reivindicaciones de la 55 a la 56 caracterizado porque la
composicién para la nueva vacuna comprende un antigeno de
influenza que comparte los epitopes de la célula-T CD4
comunes con el antigeno de la composicién utilizada para una
vacunacién anterior.

58. EI uso tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de la 55 a la 57, en donde el antigeno o
composicion antigénica para la nueva vacunacién es adyuvada.

59. El uso tal y como se describe en la reivindicacién 58,
éaracterizada porque la emulsién de aceite en agua para la
nueva composicion de nueva vacunacién es tal y como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 20.

60. EIl uso tal y como se describe en las reivindicaciones
de la 46 a la 59, caracterizada porque la enfermedad es ya sea
una o ambas la infeccién de influenzé pandémica o estacional
de un huésped humano, o una poblacion humana seleccionada
del grupo consistente de: humanos ancianos de una edad de 65
afnos o mayores, adultos con una edad de 18 a 50 afios o de 18

a 65, y nifos de una edad de 0 a 18 afos.
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DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES
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Notarios

Yo, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Publico de la Ciudad de Londres,
Inglaterra, por Autoridad Real, debidamente admitido y juramentado, ejerciendo en
dicha Ciudad,

POR EL. PRESENTE CERTIFICO Y TESTIFICO:

QUE el documento adjunto al presente es una copia fotografica fiel y verdadera de
un Traspaso original, habiendo sido dicho Traspaso producido este dia ante mi y

debidamente retornado.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he colocado mi firma y puesto mi Sello de Oficina

en la Ciudad de Londres anteriormente mencionada, este dia veintitrés de julio del
afo dos mil ocho.

(firma: ilegible)
JAMES KERR MILLIGAN
Notario Publico de Londres, Inglaterra
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretaha e Irlanda del Norte

1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafna e Irlanda del Norte

Este documento publico

2. ha sido firmado James Kerr Milligan —_
actuando como Notario Publico B =
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico 3 %z_u e
T 2
i iR gn =
Certificado i }4 T {’?}
en Londres 6. el 23 deJullo'“gh:: o
& ~
por el Principal Secretario de Estado de Su Majestad~$ Asuntos
Exteriores y del Commonwealth -
Numero: H861377
Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible) _
M 35
Sello de la Oficina de Asuntos JM Casey F" “

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretarlo d
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Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de I&Gonvegclégzﬁ?ﬁ
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de la mision que representa a ese pais. Una apostilla o ceﬁlflca‘é% de
legalizacion unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre eI
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.

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

—_—

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO
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TRASPASO VB62342

POR CUANTO, yo/nosotros, William Ripley BALLOU y Emmanuel Jules HANON,
ambos ciudadanos belgas, ambos de Rixensart, Bélgica, (en adelante llamados “el
inventor(es)”) he/hemos inventado o descubierto una VACUNA DE INFLUENZA
DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA (en adelante llamado “la invencién”) para la
cual se presentaron solicitudes de Patente de Invencién en el Reino Unido el 20
de abril de 2007; 12 de junio de 2007; 18 de diciembre de 2007 y 21 de junio de
2007 bajo los numeros de solicitud 0707697.9; 0711357.4; 0724651.5 y 0712062.9
y en la Oficina Europea de Patentes el 10 de octubre de 2007 bajo el numero de
solicitud internacional PCT/EP2007/060743 y para se esta presentando ahora una
solicitud internacional PCT designando a los Estados Unidos de América.
Yo/Nosotros por el presente autorizamos y solicitamos que la fecha de
presentacion y el nimero de solicitud internacional del PCT, cuando se conozcan,
se inserte aqui en paréntesis;

(PCT/EP2008/054614 presentada el 16 de abril de 2008)

POR CUANTO GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., una sociedad
constituida en Bélgica cuya direcciéon registrada es rue de I'Institut 89, B-1330
Rixensart, Bélgica, desea adquirir todo derecho, titulo e interés en y de la
invencién y en y de cualquier solicitudes para la invencion y cualquier Patente de
Invenciéon para ser obtenida por lo tanto, en todos los paises, incluyendo los

Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones;

AHORA, POR LO TANTO, a todos a quienes concierna sépase que yo/nosotros,
el inventor(es), por el presente confirmo la propiedad de GLAXOSMITHKLINE



BIOLOGICALS S.A. de la invencion y la solicitud por operacién de ley y, si bajo la
ley de los Estados Unidos de América yo/nosotros el inventor(es) tengo un
derecho, titulo e interés de propiedad en y de la invenciéon y la solicitud, (que no
creo que sea el caso y no reivindico ningun derecho, titulo e interés de propiedad
en y de la invencion y de la solicitud con base en la ley de Bélgica), yo/nosotros el
inventor(es) sin embargo por el presente cedo y transfiero dicho derecho, titulo e
interés de propiedad en y de la invencioén y de la solicitud, incluyendo el derecho a
reivindicar prioridad de la solicitud respecto de cualquier solicitud subsiguiente, a
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. en todos los paises, incluyendo los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones;

Y yo/nosotros, el inventor(es), por el presente cedo y traspaso a
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., todo mi/nuestro derecho, titulo e
interés en y de la invencion y la solicitud, y en y de cualquier solicitud divisional,
continuacién o solicitud de continuacién en parte de ello, y en y de cualquier
Certificado de Proteccion Complementario, extensiéon o reexpedicién de ello, y
yo/nosotros el inventor(es) por el presente autorizo y solicito una patente que surja
de ello, en todos los paises, incluyendo los Estados Unidos de América, sus

territorios y posesiones, sea expedida a GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS
S.A.

Y yo/nosotros el inventor(es) para mi/nosotros mismos y mi/nuestros respectivos
ejecutores testamentarios y representantes legales por el presente, acuerdo a
solicitud y costo de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. proporcionar
informaciéon y hacer, ejecutar y entregar cualquiera y todos los instrumentos por
escrito, y cualquiera y todos los actos, solicitudes, papeles, affidavits, traspasos y
otros documentos adicionales que sean posibles y necesarios o deseables para
asegurar y traspasar mas efectivamente en GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS



S.A., sus sucesores y cesionarios, todo el derecho, titulo e interés en y de la
invencion por el presente traspasada y transferida en todos los paises, incluyendo
los Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, y con vigencia desde el 20 de abril de 2007,

. l . . .
yo/nosotros el inventor(es) he colocado mi/nuestras respectiva firma.

Inventor: William Ripley BALLOU Fecha
(firma: ilegible) 26 /05/2008
Inventor: Emmanuel Jules HANON - Fecha
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TRASPASO VB62342

POR CUANTO, yo/nosotros, William Ripley BALLOU, ciudadano de los EU y
Emmanuel Jules HANON, ciudadano belga, ambos de Rixensart, Bélgica, (en
adelante llamados “el inventor(es)”) he/hemos inventado o descubierto una
VACUNA DE INFLUENZA DE EMULSION DE ACEITE EN AGUA (en adelante
llamado “la invencién”) para la cual se presentaron solicitudes de Patente de
Invencion en el Reino Unido el 20 de abril de 2007; 12 de junio de 2007; 18 de
diciembre de 2007 y 21 de junio de 2007 bajo los numeros de solicitud 0707697.9;
0711357.4; 0724651.5 y 0712062.9 y en la Oficina Europea de Patentes el 10 de
octubre de 2007 bajo el niumero de solicitud internacional PCT/EP2007/060743 y
para se esta presentando ahora una solicitud internacional PCT designando a los
Estados Unidos de América. Yo/Nosotros por el presente autorizamos y
solicitamos que la fecha de presentacién y el nimero de solicitud internacional del

PCT, cuando se conozcan, se inserte aqui en paréntesis;

(PCT/EP2008/054614 presentada el 16 de abril de 2008)

POR CUANTO GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., una sociedad
constituida en Bélgica cuya direcciéon registrada es rue de [I'Institut 89, B-1330
Rixensart, Bélgica, desea adquirir todo derecho, titulo e interés en y de la
invencién y en y de cualquier solicitudes para la invencién y cualquier Patente de
Invencién para ser obtenida por lo tanto, en todos los paises, incluyendo los

Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones;



AHORA, POR LO TANTO, a todos a quienes concierna sépase que yo/nosotros,
el inventor(es), por el presente confirmo la propiedad de GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A. de la invencion y la solicitud por operacion de ley vy, si bajo la
ley de los Estados Unidos de América yo/nosotros el inventor(es) tengo un
derecho, titulo e interés de propiedad en y de la invencién y la solicitud, (que no
creo que sea el caso y no reivindico ningin derecho, titulo e interés de propiedad
en y de la invencion y de la solicitud con base en la ley de Bélgica), yo/nosotros el
inventor(es) sin embargo por el presente cedo y transfiero dicho derecho, titulo e
interés de propiedad en y de la invencién y de la solicitud, incluyendo el derecho a
reivindicar prioridad de la solicitud respecto de cualquier solicitud subsiguiente, a
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. en todos los paises, incluyendo los
Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones;

Y vyo/nosotros, el inventor(es), por el presente cedo y traspaso a
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., todo mi/nuestro derecho, titulo e
interés en y de la invencion y la solicitud, y en y de cualquier solicitud divisional,
continuaciéon o solicitud de continuaciéon en parte de ello, y en y de cualquier
Certificado de Proteccion Complementario, extensién o reexpedicién de ello, y
yo/nosotros el inventor(es) por el presente autorizo y solicito una patente que surja
de ello, en todos los paises, incluyendo los Estados Unidos de América, sus

territorios y posesiones, sea expedida a GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS
S.A.

Y yo/nosotros el inventor(es) para mi/nosotros mismos y mi/nuestros respectivos
ejecutores testamentarios y representantes legales por el presente, acuerdo a
solicitud y costo de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. proporcionar
informacién y hacer, ejecutar y entregar cualquiera y todos los instrumentos por

escrito, y cualquiera y todos los actos, solicitudes, papeles, affidavits, traspasos y



otros documentos adicionales que sean posibles y necesarios o deseables para
asegurar y traspasar mas efectivamente en GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS
S.A., sus sucesores y cesionarios, todo el derecho, titulo e interés en y de la
invencién por el presente traspasada y transferida en todos los paises, incluyendo

los Estados Unidos de América, sus territorios y posesiones.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, y con vigencia desde el 20 de abril de 2007,

yo/nosotros el inventor(es) he colocado mi/nuestras respectiva firma.

(firma: ilegible) 5 de junio de 2008
Inventor: William Ripley BALLOU Fecha
Inventor: Emmanuel Jules HANON : Fecha

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 5 de octubre de 2009,
en la ciudad de Bogotd, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
RES. 2177/89 MINJUSTICIA

/

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO
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I, James Kerr MILLIGAN, Notary Public of the City of London, England,
by Royal Authority duly admitted and sworn, practising in the said City,

DO HEREBY CERTIFY AND ATTEST

THAT the hereunto annexed Document is a true and faithful photographic
copy of an original Assignment, such original Assignment having been this

day produced to me and duly returned.

IN TESTIMONY WHEREOF I have hereunto set my hand and affixed
my Seal of Office in the City of London aforesaid, this twenty-third day of
July in the year Two thousand and eight.

James Kerf MILLIGAN
Notary Public of London, England

DE PINNA
36 Piceadilly London Wid OLJ
Telephone:+44 (0)20 7208 2000 Facsimile: +44 (0)20 7208 0066




APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
I Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord
This public document / Le présent acte public

2. Has been signed by James Kerr Milligan
a €té signé par

3. Acting in the capacity of  Notary Public
agissant en qualité de

4. Bears the seal/stamp of ~ The Said Notary Public
est revétu du sceau/timbre de

Certified/Attesté
5. at London/a Londres 6. the/le 23 July 2008

7. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs /
par le Secrétaire d"Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

8. Number/sous No H861377

9.  Stamp: . 10. Signature: JM Casey
timbre:

For the Secretary of State - Pour le Secrétaire d'Etat

If this document is to be used in a country which is not party to the Hague Convention of 5 October
1961, it should be presented to the consular section of the mission representing that country. An
apostille or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp on the document is
genuine. It does not mean that the contents of the document are correct or that the Foreign &

. -Commonwealth Office annroves of the contents.



VB62342

Assignment

WHEREAS, l/we, William Ripley BALLOU and Emmanuel Jules HANON, both
Belgian citizens, both of Rixensart, Belgium, (hereinafter called “the inventor(s)”)
has/have invented or discovered VACCINE (hereinafter called “the invention”) for which
applications for Letters Patent in the United Kingdom were filed on 20 April 2007; 12.
June 2007; 18 December 2007 and 21 June 2007 under application numbers
0707697.9; 0711357.4; 0724651.5 and 0712062.9 and at the European Patent office
on 10 October 2007 under International application number PCT/EP2007/060743
and for which a PCT international application is now being filed designating the United
States of America. I/We hereby authorise and request that the filing date and PCT

International application number, when known, be inserted here in parentheses:
(PCT/EP2008/054614 filed on 16 April 2008)

WHEREAS GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., a company incorporated in
Belgium, whose registered office is at rue de I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Belgium, is
desirous of acquiring the whole right, title and interest in and to the invention, and in and
to any applications for the invention and any Letters Patent to be obtained therefor, in all

countries, including the United States of America, its territories and possessions;

NOW, THEREFORE, to all whom it may concern, be it known that I/we, the inventors,
hereby confirm the ownership by GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. of the
invention and the application by operation of law and, if under the law -6f'ifthe L)‘nitgd
States of America l/we the inventor(s) have any ownership right, title aﬁd interest in and
to the invention and the application (which I/we do not believe to be the case and claim
no ownership right, title or interest in and to the invention and to the application based
on the law of Belgium), I/we the inventor(s) nevertheless hereby assign and transfer
such ownership right, title and interest in and to the invention-and to the application,
including the right to claim priority from the application in respect of any subsequent
applications, to GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. in all countries, including the

United States of America, its territories and possessions;

AND l/we, the inventors, hereby assign and transfer to GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., my/our whole right title and interest in and to the invention and the

application, and in and to any divisional application, continuation or continuation-in-part

.



VB62342
a'pplication thereof, and in and to any Supplementary Protection Certificate, extension or
re-issue thereof, and l/we the inventor(s) hereby authorise and request any patent
arising therefrom, in all countries, including the United States, its territories and
possessions, be issued to GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A..

AND, l/we the inventor(s) for myself/ourselves and my/our respective executors and
legal representatives hereby, agree at the request and cost of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A,, to provide information and make, execute and deliver any and all
other instruments in writing, and any and all further acts, applications, papers, affidavits,
assignments and other documents which may be possible and are necessary or '
desirable to more effectually secure to and vest in said GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., its successors and assigns, the whole right, title and interest in
and to the invention hereby assigned and transferred in all countries, including the

United States of America, its territories and possessions.

IN WITNESS WHEREOF, and with effect from 20 April 2007, I/we the inventors have

hereunto set my/our respective hand(s).

Inventor: William Ripley BALLOU Date
/V L )
Inventor: Emriandet Jyles’HANON Date Zé”/w/&)of



VB62342
Assignment US C/{(p},—ev\

WHEREAS, I/we, William Ripley BALLOU and Emmanuel Jules HANON,-bpﬂa-a_
Belgian citizen% both of Rixensart, Belgium, (hereinafter called “the inventor(s)”)
has/have invented or discovered VACCINE (hereinafter called “the invention”) for which
applications for Letters Patent in the United Kingdom were filed on 20 April 2007; 12
June 2007; 18 December 2007 and 21 June 2007 under application numbers
0707697.9; 0711357.4; 0724651.5 and 0712062.9 and at the European Patent office
on 10 October 2007 under International application number PCT/EP2007/060743
and for which a PCT international application is now being filed designating the United
States of America. |/We hereby authorise and request that the filing date and PCT

International application number, when known, be inserted here in parentheses:
(PCT/EP2008/054614 filed on 16 April 2008)

WHEREAS GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., a company incorporated in
Belgium, whose registered office is at rue de I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Belgium, is
desirous of acquiring the whole right, title and interest in and to the invention, and in and
to any applications for the invention and any Letters Patent to be obtained therefor, in all

countries, including the United States of America, its territories and possessions;

NOW, THEREFORE, to all whom it may concern, be it known that I/we, the inventors,
hereby confirm the ownership by GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. of the
invention and the application by operation of law and, if under the law of the United

States of America I/we the inventor(s) have any ownership right, title and interest in and

L. to the invention and the application (which I/we do not believe to be the case and claim

no ownership right, title or interest in and to the invention and to the application based
on the law of Belgium), I/we the inventor(s) nevertheless hereby assign and transfer
such ownership right, title and interest in and to the invention and to the application,
including the right to claim priority from the application in respect of any subsequent
applications, to GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. in all countries, including the

United States of America, its territories and possessions;

AND l/we, the inventors, hereby assign and transfer to GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., my/our whole right title and interest in and to the invention and the

application, and in and to any divisional application, continuation or continuation-in-part
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' application thereof, and in and to any Supplementary Protection Certificate, extension or

re-issue thereof, and I/we the inventor(s) hereby authorise and request any patent
arising therefrom, in all countries, including the United States, its territories and
possessions, be issued to GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A..

AND, l/we the inventor(s) for myself/ourselves and my/our respective executors and
legal representatives hereby, agree at the request and cost of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., to provide information and make, execute and deliver any and all
other instruments in writing, and any and all further acts, applications, papers, affidavits,
assignments and other documents which may be possible and are necessary or
desirable to more effectually secure to and vest in said GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., its successors and assigns, the whole right, title and interest in
and to the invention hereby assigned and transferred in all countries, including the

United States of America, its territories and possessions.

IN WITNESS WHEREOF, and with effect from 20 April 2007, l/we the inventors have

hereunto set my/our respective hand(s).

A/ﬂ J;N_Qc\% S A 2008

Inventor: William Ripley/BALLO "Date U

Inventor: Emmanuel Jules HANON Date
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Solicitud internacional PCT/EP2008/054614

Fecha inicio fase nacional 20/11/2009

Tramite 11

Evento 378

Actuacidn 430 c

Oficio No. y 43\54‘
Teniendo en cuenta gque el capitulo reivindicatorio presentado excede de quince
reivindicaciones, es necesario que cancele la tasa establecida por cada
reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
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En consecuencia, con fundamento en 1lo

Contencioso Administrativo,

meses siguientes a la fecha de notificacién del
requerimiente aqui seflalado. Lo anterior, con
establece el articulo 13 de la misma codificaciédn,
adicionales.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo

e), del capitulo quinto del tit

ALIX CARMENZA CESPE DE VERGEL
Directora de Nuevak Creaciones (c)

previsto por el articulo 12
se le requiere para que dentro del término

de que no sean tenidas en cuenta dentro del presente tramite administrativo.

del Cédigo
de dos (2)
presente oficio atienda el
alcance que para tal efecto
respecto de las reivindicaciones

el

dispuesto en el numeral 5.2, literal

o primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.
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' fecha D]c m
£ 4
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