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(55 Titre : COMPOSITION VACCINALE

_— {57) Abstract: The invention concerns a tetravalent vaccing composition ageinst Dengne comprising viruses of each of the atten-
< unted straing Aled with the CNCM at the Paris Pestsur Institute under reference sambers 1-2480, 1-2481, 12482 and 1-2483. The

inventian is charsetrised in that the relative amount of the vinmes of each of the secotypes is such that the amount of viras of serotype
3 is less than the amount of virus of the other serotypes. In particuler, the invention concerns a tetravalent composition wherein the
&\ amoun of virus of cach of the serotypes 1 to 4, per vaccinating dose, comresponds to the following formulstions: 32,12 or33,1.3
wherein the numbers represent the value of logs10 of the virus dilution requived for infiecting 50 % of the cells.

91790

< (57) Abrigé : L'invention a ponr objet one composition vaccinale titravalents contre la Dengue, comprenant des viros de chacuns

s des souches atéinuéey déposées aupris de la CNCM i I'Inatitot Pasteur de Parls sous les références 1-2480, 1-2481, [-2482 et 12483,
caractérishe en oo que I quanttf relative do virus de chacun des sérotypes est telle quo ka quantité de virus du sérotype 3 est infirienre

o & In quantité de viros des autres sfrotypes. En particulier, I'invention a poar objet une composition tétravalenie dans laquelle Ia
quantits de viras de chacan des sérotypes 1 A 4, par dosa vaccinante, tépond A 1°one des formulstions soivantes: 32,1200 373,13
dans lesgoelles les chiffres expriment les valeurs des logs 10 de In dilution de viros nécesssire pour infecter 30 % des cellules.
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COMPOSITION VACCINALE

L'invention est relative an domaine des vaccins, et en particulier des vaccins vivants
atiénués. Plus précisément, l'invention est relative 4 une composition vaccinale
tétravalents contre la Dengue dans iaquelie la quantité de virus de 1a Dengue de
sérotype 3 est diminuée par rapport & [a quantité do virus des autres sérotypes.

La Dengue, ainsi que sa forme sévére, ia fidvre hémorragique est nne maledie tropicale
d’origine virale. Le virus qui en est responsable fuit partie de la famille des Flaviridae
(geare Flavivirus), qui comprend également le virs de la fidvre jaune ainsi que celui de
P'encéphalite japonaise. On connaft 4 sérotypes susceptibles de provoquer la Dengue. Alors
que cette maladie est actuellement en progression dans le monde, aucun vaccin n'est
actucliement disponible commercialement. En effet, pour pouvoir éire proposé avec toutes
chances de prévenir efficecement la Dengue, un vaccin doit, tout en présentant des
garanties d’inocuité, étre capable d’induire chez |"individu auquel il est administrd uns
réponse du systme immunitaire susceptible de I¢ protéger lors d"une contamination
ultérieure par le virus sauvage. Do préférence ce vaccin doit étre efficace quelque soit le
sérotype du virus sauvage. Qr, jusqu'a présent, aucun des candidats-vaccins étudiés n'a
présents toutes les qualitéa nécessaires.

Un vaccin tétravalent contenant les 4 souches déposées auprés de la CNCM de l'Institut
Pesteur de Paris sous les références 1-2480, I-2481, 1-2482, et 1-2483, qui sont des souches
atténuées des sérotypes 1, 2, 3 et 4 de la Dengue a déjd &té testé sur des &tres humains, ainsi
que cela a été décrit par Natth BHAMARAPRAVATI et Sutee YOKSAN eu Chapitre 17,
pages 373-374 de l'ouvrege DENGUE AND DENGUE HEMORRHAGIC FEVER édité par
D.J. Gubler et G.Kimo, CAB INTERNATIONAL, 1997. Bien que sclon cet art antérieur,
tous les sujets de I'essai clinique aient globelement séroconverti, sans souffrir de réactions
secondnires autres que [égéres, on a souhaité eméliorer le formulation de la composition
vaccinale afin de l'optimiser. On s, en effet, voulu disposer d'vne composition vaccinale
pouvant étre administrée & des étres humains en toute sécurité tout en induisant une
séroconversion vis-d-vis de chacun des sérotypes d'un maximum de sujets vaccinds; la
composition vaccinale devant en ottre pouvoir &tre préparée dans des conditions
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industrielles au moindre cofit afin de rendre la vaccingtion accessible & tous, et notemment
aux pays les plus pauvres qui sont parmi ceux les plus touchés par cette maladie.

Pour atteindre ce but, l'invention propose une composition vaccinale tétravalente contre a
Dengue, comprenant des virus de chacume des souches atténuées déposées auprés de la
CNCM & I'Institut Pasteur de Paris sous les références 1-2480, 1-2481, 1-2482 et I-2483,
caractérisde en ce que la quantité relative de virus de chactin des sérotypes est telle que la
quantité ds virus du sérotype 3 est inférieure A la quantité de virus des autres sérotypes.

Selon une caractéristique de I"invention, la quentité de virus, par dose vaccinante, du
sérotype 3 est inféricure d’an moins 1 unité & Ia quantité de virus des autres sérotypes
lorsque le titre viral est exprimé en log10 de la dilution de virus néoessaire pour infeoter
50% des cellules. '

Selon un mode de réalisation de l'invention, les virus des sérotypes autres que lo
sérotype 3 peuvent &ire présents en quantités égales, ou en proportions telles que la
quantité de virus, par dose vaccinante, du sérotype 1 est supérieure d"au moins 1
unité 4 Ia quentité de virus des sutres sérotypes lorsque le titre viral est exprimé en
log10 de la dilution de virus nécessaire pour infecter 50% des cellules.

Defagonnmpmmte.ﬂaéiﬁmmquéquhvecdeteﬂufonmhﬁom.l:épmm
immumitaires induites chez les personnes vaccinées étaient tout & fait satisfrisantes,
alors que les réactions secondsires étaient trds fortement diminuées.

Selon un mode particulier de réalisation de I'invention, la quantité de virus de chacun
des sérotypes 1 2 4, par dose vaccinants, répond & 1"une des formulations suivautes :
3,2,1,2 ou 3,3,1,3 dans lesquelles les chiffres expriment les valeurs des logs10 de la

dilution de virus nécessaire pour infecter 50% des cellules. -

Selon une caractéristique de l'invention, la composition vaccinale est destinde & &tre
administrée par injection sous-cutanée.



"

[

W0 0191790 PCT/EPO1N6871

10

15

20

30

3

Selon un mode particulidrement avantageux, I'administration de la composition
vaccinale est effectuée en 2 doses séparées d'au moins 1 mois. En effet, ona
remarqué qu'on a alors une réponse en anticorps acerfle, et de fagon tout & fait

On &, en outre remarqué, que l'administration d'une seconde dose permettait de
"complémenter" la réponse indnits lors de la premitre dose, en ce sens que les
individus n'ayant pas séroconverti vis-3-vis d'un certain sérotype lors de la 1*° dose
ont la capacité & le faire lors de la 2** dose; cette observation, associée i la présence
d'une réponse immumitaire de type cellulaire mise en évidence lors d'essais cliniques
précédents avec des compositions vaccinales comprenant les mémes souches
vivantes atiénudes que celles de la présente invention, conduit & penser que la
composition vaccinale proposée par la présente invention permet effectivement de
prévenir la maladie de la Dengue.

La présente invention a également pour objet I'utilisation d"une composition virale
comprenant des virus de chacune des souches atténuées déposéos auprés de la CNCM &
I"Institut Pasteur de Paris sous les références [-2480, 1-2481, I-Mal—%83. dans laquelle
la quantité relative de virus de chacun des sérotypes est telle que la quantité de virus du
sérotype 3 est inféricure 4 Ir quantité de virus des autres sérotypes, pour la fabrication
d'une composition vaccinale contre la Dengue.

L'invmﬁm:éplmmtpmnobjetmmﬁh;dedenwimﬁonoothmsue.sdon
lequelle on administre & un &tre humain, une composition vaccinale tétravalente contre la
Dengue, comprenant des virus de chacune des souches atténuges déposées auprés de la
CNCM i I'Institut Pasteur de Paris sous les références [-2480, I-2481, 1-2482 et I-2483,
caractérisée en ce que la quantité relative de virus de chacun des sérotypes est telle que |a
quantit$ de virus du sérotype 3 est inférieure & le quantité de virus des autres sérotypes.

Les souches de virus selon la présente invention ont toutes été obtenues 4 partir de sérum
de patients aysnt ét€ atteints de la Dengue en Asie du Sud-Est. Les isolements ont été
passés sur cellules de mammifires puis inoculés par voie intra-thoracique (IT) & des
moustiques d'élevage (Taxorkynchites ou Aedes aegypti). Cette étape a permis d'éliminer
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4
d’éventuels virus contaminants qui ne seraient pas des arbovirus ; en effet, sculs les
arbovirus migrent eu niveau des glandes salivaires du moustique aprés une administration
intra-thoracique ; il fallait donc séparer la téte du reste du corps du moustique et la broyer
pour obtenir la souche virale purifide.

Ensuite, les virus des sérotypes 1, 2 et 4 ont été passés sur des cellules primaires de rein de

chien (PDK), & 32° C, tous les 5 4 10 jours, alors que le virus du sérotype 3 a été atténué

per passage sur deg cellules de rein de singe (PGMK) puis cultivé sur des cellules
pulmonaires de fmtus Rhesus (FRIL).

Les souches atténuées que I'on obtient ont alors les caractéristiques suivantes:

- Lorsqu'on effectuc des titrages sur cellules de mammifires, par exemple sur collules
LLC-MK2 qui sont des cellules issues de rein de singe, les souches atténudes donnent
de petites plages comparativement sux souches parentales dont elles dérivent.

- Chez le souricesu nouvean-né, lorsqu'elles sont inoculées par voie intra-cérébrale, clles
ont une faible virulence.

- Chez le singe, lorsqu'elles sont inoculées par voie sous-cutande, elles provoquent une
virémie faible (voire non-détectable).

- Elles ont une sensibilité & une température proche de 40°C.

Aux termes de la présents invention, on entend par souche dérivée des souches faisant
l'objet des dépdts & la CNCM 1-2480, I-2481, 1-2482 et [-2483, des souches virales
obtemues & partir de ces souches, mais qui ont subi des passages supplémentaires sur
cellules permissives aux virus, tout en conservant les proprifités mentionnées ci-dessus.

La souche 16007, de sérotype 1, a été isolée en 1964 d"un patient atteint de Dengue associé
& un syndrome de choc en Thailande. Le sénmn virémique original a été passé sur des
cultures de tissn avant d*étre inoculé an moustique Taxorkynchites amboinensis. Ensuite, le
virus obtenu a été passé sur cellules PGMK pour préparer ia semence virale-mére. La
semence est ensuite passée sur cellules PDK, jusqu'a 43 fois. La souche obtenue aprés 13
wmcaumamxmmmbcqﬂﬁsﬁqwd'mﬁuﬁonpww
utilisation vaccinale ; c’est celle faisant 1'objet du dép6t I-2480 effectué auprés do la
CNCM de I'Tnstitut Pasteur & Paris.

Bien que cette souche soit celle préfénée pour la composition vaccinale selon I'invention, il
cst tout & fait possible d"utiliser une souche qui en est dérivée, et notamment une souche
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ayant subi quelques passages supplémentaires sur cellules PDK, ou une souchs eyant été
cultivée ultéricurement sur des cellules lui permettant de conserver son caractire
immunogéne tout en naccroissent pas son carectire virulent. Ainsi, des souches ayant ét6
cultivées sur celiules VERO pourmaient également convenir. Toute souche dérivée de la
souche I-2480 est considérée comme faisant partie de la présente invention,

La souche 16681, de sérotype 2, & étf isolée d'um patient représentant un cas ftal ds
Dengue en Thailande en 1964. Cette souche a &¢ passée 2 fois dang des moustiques
Taxorkynchites amboinensis et une fois sur cellules de rein de singe pour produire la
semence-mére. La souche 16681 PDK 53 convenant sux fins de I'invention et objet du
dépot 1-2481 cffectus suprés de la CNCM a &6 obtenue sprés 53 passages successif
hebdomadaires sur des cellules PDK.

Bien gue cette souche soit celie préférée pour le composition vaccinale selon ["irvention, il
est tout 4 fait possible d"utiliser ume souche qui en est dérivée, et notemment une souche
eyant subi quelques passages supplémentaires sur callules PDK, ou une souche ayant été
cultivée ultérienrement sur des cellules Iui permettant de conserver son camctére
immunogéne tout en n*accroissant pas son caractre virulent. Ainsi, des souches ayant été
cuitivées sur cellules VERO pourraient également comvenir, Toute souche dérivée de la
souche I-2481 est considérée comme fuisant partie de la présents invention,

La souche 16562, de sérotype 3, a &6 isolée d’un patient atteint de Dengue & Manille en
1972. Elle a atténude par 30 passages successifs sur cellules PGMK, puis cultivée sur
cellules FRAL. La souche vaccinale 16562 PGMK 30 FRAL 3, objet du dépdt 1-2482
effectué auprés de la CNCM et convenant aux fins de I'invention a subi 3 passages
successifs sur cellules FRhL aprés les 30 passages sur cellules PGME.

Bien que cette souche soit celle préfiérée pour la composition vaccinale selon 1*irvention, il
cst tout & fait possible d"utiliser une souche qui en est dérivée, et notamment une souche
ayaot subi quelques passages supplémentaires sur cellules PGMK ou FRhL, ou une souche
gyant été cultivée ultéricurement sur des cellules {ui permettant de conserver son caractére
immunogéne tout en n'accroissant pas son caractire virulent. Ainsi, des souches ayant été
cultivéesa sur cellules VERO pourraient également convenir. Toute souche dérivée de Ia
souche 1-2482 est considérée comme faisant pertie de la présente invention,
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La souche 1036, do sérotype 4, a &4 isolée d*vn cafant atteint de Dengue classique en
Indonésie. Cette souche a &té atténuée par passages successifs sur des cellules PDK. La
souche 1036 PDK 48, convenant aux fins de I'invention et objet du dépdt 1-2483 effectué
auprés de la CNCM a été passé 48 fois sur cellules PDK.

Bien que cstte souche soit celle préférée pour la composition veccinale selon I'invention, il
est tout & fait possible d’utiliser une souche qui en est dérivée, et notamment une souche
ayant subi quelques passages supplémentaires sur cellules PDK, ou une souche ayant été
cultivée ultérienrement sur des cellules lui permettant de conserver son caractire
immumogine tout en n’accroissant pas son caractére virulent. Ainsi, des souches ayant été
cultivées sur cellules VERO pourraient également convenit. Toute souche dérivée de la
souche I-2483 est considérée comme faisant partie de la présente invention.

Selon I'mvention, la quantité de virus de chacun des sérotypes est de préférence

effectuée selon ia méthode décrite dans la demands de brevet W098/45709 selon
laquelle on propage lo virus sur des cellules qui sont & la fois permissives au virus

mais qui n'induisent pas d'interférence entre les différents sérotypes, telles qus les
cellules VERO, puis on détermine la quantité de virus de chacun des sérotypes grice

& un anticorps monoclonal spécifique du sérotype que l'on souhaite titrer. Le titre

viral est déterminé par la méthode Spearman et Karber et exprimé en dose infectant

50% des cultures cellulaires (CCIDsg ).

Toute autre méthode équivalente & cette méthode, et notamment le méthode des

plages dont les résultats sont exprimés en pfiz, peut également étre utilisée.,

De méme toute méthode (telle que I'inoculation aux moustiques vivants) dont les
résultats seraient exprimés en une unité complétement différente, mais pour laquelle

il sereit possible de faire la correspondance avec la méthode déerite dans 1a demande
W098/45709 peut également étre utilisde.

Selon l'invention, onmdpudosemhmnte!aquanﬁtédacomposiﬁonminﬂe
administrée en une fois 4 une personne que l'on soubsite vacciner. Cette quantité peut
notamment étre de 0,5ml lors d'une injection sous-cutanée.
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Les compositions vaccinales selon I"invention peuvent comprendre tous les éléments
habituellement présents dans un vaccin, et notamment stabilisants, conservateurs,
adjuvants. Cependant, de bons résultats ont &b§ obtenns sans adjuvant vaccinal.

L'exemple qui suit illustre un mode perticulier de réalisation de la présente invention.

On prépare, & partir de suspensions virales vrac comprenant les souches 16007

. PDKI13, 16681 PDK53, 16562 PGMK30FrhL3 et 1036 PDK48, dea compositions

tétravalentes ayant les formulations snivantes, dans lesquelles les titres de chacun des
sérotypes sont exprimés en log;e de 1a dilution de virus nécessaire pour infecter 50%
des cellules (i.e. en CCIDsy/dose). '

Groupe

DENGUE 1

DENGUE 2

DENGUE 3

DENGUE 4

A

4

3

Cc

4

Les compositions vaccinales sont préparées sous forme de doses de 0,5 ml.

Les sujets de I'essal sont des adultes Thailendais dont I'dige est compris entre 18 et 40
ans.

Lo nombre de sujets pour le groupe A est n=11, pour le groupe B n=5, pour ls groupe
C 6. ' '

L'administration de la composition vaccinale est fuite par injection sous-cutanés dans
1a région deltoTde, en quantité de 0,5m! pour la 1*® dose et en quantité de 0,5ml pour
la 2% dose qui est administrée 6 mois plus tard.

On effectue des prélévements senguins pour réaliser des dosages en anticorps
neutralisants, des détections de virémie ainsi que des dosages de différents
paramétres biologiques.

D'autre part, tous les symptdmes relatifs aux réactions indésirables lors de la
vaccination ont été observés et sont rapportés dans le tableau 1 ci~dessous sous forme

/4
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d'un index de tolérance exprimé en termes de moyenne +/- écart type avec eatre
parenthéses les valeurs minimale et maximale, que ce soit apras ia 1%® dose ou aprés
In 2™

L'index de tolérance est calculé & partir des réactions systémiques de chaque sujet. Le
produit de la durde per la sévérité est calculé pour les réactions systémiques suivantes

: fidvre, frissons, malaise, céphalées, myalgie, arthralgie, rash, prurit, douleur
occulaire, photophobie et conjonctivite. Puis pour chaque sujet, la valeur maximale
catre fidvre et frissons, myalgie et arthraigie, msh et prurit, douleur occulaire,
photophobieeteonjoncﬁviteutmtenneetwmméeumhvﬂempourm_llﬁuet
céphalées. Finalement la moyenne des valeurs des sujets (+/- &cart type) est calculé
pour chaque groupe. Getindexpmmtdonc,pomubaqmsuj'et, d'évaluer la tolérance .
en tenant compte du nombre de réactions, de leur sévérité et de leur durée.

Tableau 1: Index de tolérance

Groups A Groupe B Groupe C

1™ Dose 27,4+-18,7 11 +-4,06 9,2 +-92
(3-63) (4-14) (0-24)

[ 2™ Dose 2,36 +/-2,06 0,6 +- 0,89 0,5+-0,55
(0-6) (0-2) (0-1)

Ces résultats montrent clairement que la composition vaccinale selon linvention
(Groupes B et C) conduit 4 un index plus faible que la composition vaccinale dans
laquelle tous les sérotypes sont présents en quantité égale.

On voit également que les réactions indésirables sont bien moins importantes, et
méme pratiquement inexistantes, lors de la 2°* dose.

Les résultats relatifs aux anticorps neutralisants vis-A-vis de chasun des sérotypes
administrés, exprimés en GMT, sont représentés dans les tableaux 2 et 3 ci-dessous.
Les résultats ont été obtenus par test de réduction des plages selon la méthode décrite

_ par Russel et al, "4 plague reduction test for dengue virus neutralixing antibadies",

Joumal of Immunology,1967;99:285-290, et sont exprimés en inverse de la dilution
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Cette méthode consiste & mettre en présence des dilutions de sérums avec un nombro

déterminé de particules virales qui inoculées sur les cellules permissive LLCMK2
donnent des plages de lyse, c'est i dire une destruction partielle et localisée du tapis

cellulaire. Lorsqu'on réalise le test dans des conditions standardisées Ia présence
d'anticorps neutralisants aboutit & 1a réduction du nombre des plages de lyse. On
exprime le résultat comme la dernidre dilution du sérum donnant encore 50% do
réduction du nombre total de plages, apprécié comparativement & un test réalisé avec
un sérum de référence négatif.
Tablean 2: Résultats des titres en anticorps neutralisants (moyenne géométrique) vis-
d-vis des sérotypes 1 et 2.
DENGUE 1 DENGUE 2
™ Dose ~ 2 Dose 1% Dose 2°% Dose

0 | 128 [ J60 | J0 | J28 | Jo | J28 | J60 | JO | I28
Groupe A 453 | 433 | 199 | 137 | 5 | 395 | 351 | 25.2 | 189
Groupe B 302 | 216 | 135308 | 5 | 553 | 544 | 26 | 919
GroupeC| 5 | 50 [ 813|156 (603 | 5 [ 486 | 103 | 112 | 353
Un titre da 5 correspond & un résultat négatif.
Tablean 3: Résultats des titres e anticorps neutralisants (moyenne géométrique) vis-
&-vis des sérotypes 3 et 4.

DENGUE 3 DENGUE 4
1™ Dose 2% Dose 1% Dose 2" Dose

J0 | J28 | J60 | Jo | J28 | Jo | 28 | J60 | 3O [ J28
Groupe A 489 | 338 | 240 | 324 | 5 | 227 | 242 | 182 ] 101
Groupe B 823 | 780 | 109 | 264 | S | 27.6 | 153 | 698 | 152
Groupe C 224 | 206 | 101 [ 205 | 5 | 5 5 5 | 55

/3
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Ces résulints montrent que, avec les compositions vaccinales selon 1a présente
invention, la réponse immunitaire en anticorps neutralisants est satisfaisante avec un
effet de complémentation de cette réponse immunitaire avec la 2 dose.

Si 'on exprime ces résultats en taux de séroconversion, i.c. en pourcentage de sujets
gyant un titre en anticorps neutralisants supérieur ou égal 4 10, on remarque que tous
les sujets ant séroconverti vis-2-vis de 3 sérotypes, et que 75% des sujets ayant recu
une composition vaccinale selon l'invention ont séroconverti vis-a-vis des 4
sérotypes.

Aingi, il est possible, grice 4 la présente invention de disposer de compositions

vaccinales contre la Dengue ayant un profil de sécurité améliord mais 4 caractére
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TRAITE DE IWAPII\"III LA RECONFALSSANCE
INKTERNATIONALE DU DEPQT OEP MICRO-DRGANISHES
AUX FIRS DI LA PROCEDULE EF MATIEAX DE MAEVEIS

TORNULE INTERNATIONALZ

[Tlit:l’.lﬂull t —‘ ERCEPISSE XW CAS DI DEPOT INITIAL,
délivrd an verts da la rigls 7.1 par
L*AUTORITE DE DIFQT INTEREATIOEALE

AVENTIS PASTEUR I Liwntififis au bas dw catte pags
2, Avenue du Pont Pasteur
89007 LYON
L e
1. IDEFTIF1CATION DU Itlm-OIﬂllIllll
Léfdrency d*idencification donade pac s Hoadro dordee accribud par
DEPOSANT » 1"AUTORITE DK DEPOT -LNTERNATIONALE :
16007 PDK 13/53236 |- 2480

I1. DESCRLPTION SCIENTITIQUE ET/OU DESICMATION TAYONOMIQUE PROPOSTE

La micra-organiems l.dclli.ll.l. aous chiffra I dealt accompagod 1
d'une description sciencitique

D 4'ans ddniguacion tasxzanosliqua prepesde

(Cachsr co qui womvient)

III. RECEFTION ET ACCEPTATION "

Ls prdseate mutoritcé ds dipoc intarsacismals acceapte la micre-organieme Ldencifid soun
chiffra I, qu'ells a zage Lo 26 mal 2000 (dnta du déper inicial) 1

IV. LECIPTIOR D'ONE REQUETE EN CONVERSION

La prdasata auterictd de 2dpdc incersacicsale a rege ls misra-erganiame idenclfid sous

chiffza I la (data du dépét iaiziasl)
4t & ragn Hag requita en conversion du ddpéc imiclal en ddpAt conforma au Traltd de
Budapest la {dats da rdcaption ds la requita sn couvarsion)

¥. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE

Non : Signators{s} de la (des) peraszaaiasl
CNCM ceapdtantal{d) pour raprdsencer l'autericd
Collsaifon Nationale 4s ddpit isternationals 1'{dan)
de Cultures de Mcmamgeniames ssployd(a) sutorlsdls) 1 WAGENER
Adrassa INSTITUT PASTEUR
28, Rus du Docteur Roux M
L F-73724 PARIS CEDEX 13 Dace | Puiis e Z3ocinbwe

1 En cax d'apylication de Ln rigle 8.4.4), cacca date st la du-—l I.Iqlll{l.l la -nc:n:
4d'autoricd ds ddpdt internationals a #td acquis,

Formdle BDPM/4 [pags ualguel
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TRALTE DE BUDAPEST SUR LA RECOCENAISBANCE
INTERLNATIORALE DU DEPOQT DIl N1CRO-OLCANISHEE
AUX YINS DL Li PROCIDURE EN MATIERE DE BREVITE

TOLMULE IRTERNATIONALZ

[ozsTimararas "] axcarusss £t cas nc DEFOT IFITIAL,
ddlived en wvartu da la xigle 7.l par
1°AUTOSITE DE DEPOT INTERNATIONALE

AVENTIS PASTEUR tdantifida au bas de sstcs page
2, Avene du Pont Pasteur
68007 LYON
L st
I. LIRENTIFICATION DU H1C2D-ORGANTEME
Riférance d'iduntcificacion donnde par ls Nundro d'ordres attrilud par
DEPDBANY 1'AUTORITE DI DEPOT INTERNATIORALE @
16681 PDK 53/53239 | - 2481

IL. DISCRIFTIDN SCIENTIFIQUE ET/OU DERICEATION TAIORKONIQUE PROPOSEE

La mlcrv-organisus Ldentifid sous ohiffee I draic aagompagnd 1

d'oge desuription scieuntifiqua
d’uns ddsignarion taxonomigue praposds

(Coshar ae qul avnvient)

I1I. AECEFIIOK ET ACCEPTATION

La pridsente satorird de dépét Llatersationale accapts Le =I.nn-nr|-nl.-- {dantifid sons
ohiffra I, qu'slle & resu ls 25 mal 2000 (dite du ddpdc faixial)d

I¥.  RECEPTION D'UFE RIQUETE EN CONVIRSION

ia prdseate sutaricd de déps: incernacionzle s ragu Ls micro-organisse ilentifid sous

chiffxs I 1s {data da dépbt initial)
oC & Tety yns requdte en conversiom du dipét Lmitial en dipéc conforma au Traltd ds
Budapest la (dats da rdception de la requits en coovaraion)

¥. AUTOLITE DE DEFOT 1NTEANATIONALE

Hom 1 Sigruture{a) de la (des} personna{s)
CNCM compdtuntais) pour reprdssnter l’autoricéd
Collection Natlonale da dipdt iac tiensls ow "(das)
de Cultures de Miaroorgenismes |:pl.u:“ll l::::'.l‘:ll.l WAGENER
Mresss 1 INSTITUT PASTEUR
28, Fue dir Doctaur Roux M
F-rar24 PARIS CEDEX 15 Date ¢t PFarls, e 23 oclobye %
| . —

I En aas d*applicacion de la cigles §.4.4), cetta date ast L1z dace & llql.lFl un':u
d'swtoritd de ddpsc internationsle a dtd maquis.

Formuls BP/4 (page walgus)
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TRAITE DX BUDAPEAT SOUR LA RECONNALGSANCE

INTERNATIONALS DU DEPOT DES NICAD-OURCANISHES
AUR TINE DX LA FROCEDURL E¥ KATIEAX DX BRIVIIE

VORNULE INTERNATIOMALE

ml'l'!lﬂ'llll ] _I RECIPIASE EN CAS DE DEFOT IRITIAL,
dilived an varto ds ln vigla 7.1 par
L*AUTORLTE DE DEPOT INTERNATIONALX
AVENTIS PASTEUR Lisatififs an bas de satte pags
2, Avenue du Pont Pasteur
60007 LYON

|_ EOH KT ADAXSSE _]

I. IDINTIVICATION DU WICRO-ORGANISME

RifSrenca i'ideatificacion donnde par le
DEPOSART »

16562 PGMK 30 FRhL3/53242

Homixe d'ordrs attribud par
L'AUTORTTE DX DPEYOT ~INTERNATIONALX )

{ - 2482

11. DEBCLLPFTION BCIENTIFIQUE ET/O0 DESIGENATION TAXOWNONMIQUEZ MROPOSIR

La nicro-arganisme idantifid socus chiffre I denit ascoompagad »

1'uas description sciantifiqus

d'ume disignation taxenemique prepesfa

(Cochar cs qui comvisnr)

IIl. RECKPYION IT ACCEPTATION -

La prissnta muteritd de dipdt lateraatiscals acaapta le picro-ergasnisme identifid sous
chiffrs I, ye'slle a regu 1« 25 mal 2000 {date o dépbt Luicial) l

1¥. RECEPFYIGN D'UNE REQUETE EN CONVIRE1OH

La pridssnte sutoricd de dépét intecostionsle = regu le micre-ergacisos {dentifid sous

chiffre 1 la {date du ddpét initial}
5L & TE¢U vne requidte an conversion dn dépSt initisl sn ddpor conforme au Tralcd de
Budapast 1a (date do rdaspticn da la requice sn aonvarsion)

¥. AUTORITE DI DEFOT 1FTERRATIONALE

Nem 1 . Signatsrala) da lx {dax} parzanna(as}
CNCNJ." conpdeanza{s) pesr vaprissutar L'sutaritd
Colleotian onale ds ddpét Laternacionale @ L'{dan)
‘.m‘d.ml .-'1.,“.' sucorisé(s) 1 WAGENER
Adrease INSTITUT PASTEUR
28, Rus du Dactewr Roux m
F7rera4 PARID CEDEX 16 Daxe 1| Paris, v 23 coWbre
—~

L En cas d'applicacion de la vigls §.4,d), catte date ast 1la date & Llaquelfa 1la ata¥ur
d'aucericé de dépdt laternacionale a dtd aequis.

Farmuls MP/4 (page wniqua)
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TRAITE DE MUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE
LETIANATIONALE DU DEFOT DES HLICRO-ORCARISHER
AUX PINS DE LA PROCEDURE IN MATIFAI DI BRRIVIIS

TORMULE INTERMATIONALE

[ozsrrrarazes . "]  amcxersse x cas or prrer maITIAL,
dilived en vartu da la xigls 7.1 par
L'ACTURITE DE DEPOT IRTERMATIONALE
AVENTIS PASTEUR {identifide su bas du catce page
2, Avenue du Pont Pasteur
89007 LYON
NOM ET ADAESSE
I_ DU DEPDEANT 'J
"' ’ 1. IDEFTLFICATION DU MICAD-ORCANIEME
Rifdrence d'idencification donnda par le Bundzo d'ordra attribud par
DIPOSANT 1 . 17AUTORITE DE DEFOT -IRTELNATIONALE 1
1036 PDK 48/53262 1 -2483

El. DESCAIFTION SCIENTITIQUE TT/OU DESIONATION TAXOEOMIQUE PADFOSEE

Ls micro-oxganisms ldentifid scos chiffre 1 dtait scaompagaé I

d’uns desaription suisncifique

d'uns dfsignacion caxonomigus propesds

{Cocher os qui zomvisnt)

I11. LECEPTION ET ACCEPTATION

(- . La prdssare sutorivd de ddpét intercezionsla sccepta le uicro-organisme Adentifid sous
chiffre I, qu'alls a regu la 235 mal 2000 (dace du ddpoe ialtial) !

IV. ERECIFTION D'UNE LEQUETE XX CONVERBION

La présanta sucericd de didpét intarnationale a regu le mnicro-orguniema identifid sous

chiffre I Lo {dace du dépdt Luirial)
e a regu ope requdte su convarsion du ddpdt initial en ddpdt confoerms au Traicd de
Budapest ls (date da tdesuption de la reguite sm ceavarsica)

V. AUTORITE DR DXPOT 1VWTERBATIONALE

lﬂl—ln- Sigonacura(s) de la (des) parsonceais)?
CNCM conpécanta{s) pour reprdssnter l'sutoricd
Collsotion Nationals du dipdt incexascionsls ou 1'{daas)
da Culiures de Moroarganismes amployd(s) antorlad(s) 2 WARENER
Adreass 1 INSTITUT PASTEUR
2, Fure du Doctaur Roux W
F-78724 PARIS CEOEX 15 Date 1  Purls, 23 octobrs S
- \

1 En uas d'spplication de 1a rigle 8.4.d), cacce dace sxc la daca b lequelfs ls statut
d'sutoritd de ddpit Latarzationsle s dcd scguis.

Formola BP/4 (page unlgual
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TRAITE DE BUDAPEST SUR Li AECONNALIGGANCE
INTERRATIONALE OU DEPOT DES MICRO-OROANIBMES
AUX FIKS DE LA PROCZIDVRE EF MATIERE DK BRIVETS

TORMULE 1IRTERSATIONALE

'—l ) DECLARATION WOUR LA YIABILITE,
délivrds an verts de la rigle 10.2 par
L AUYORITE DI DEPOT INTERMATIONALE
gmmqmlmnmﬂ Ldentifide & 1z paga saivante
Aventic Pasteur
2, avenue du Pont Pasteur
69367 LYON CEDEX 07

I DESTIEATAIRE 1

NON EY ADRENEE DK LA PAXTIE
Ln. LAQUELLE Li DECLARATION BUR MJ
YIABILITE E8T DEILIVREE

I. DEPOBANT II. IDESTITFICATION PU HIGZD- ORGANTIME

Numére 4'ordea attribud par

Nom 2 AVENTIS PASTEUR 1"AUTORITE DE DEFOT INTERMATIONALE »
[-2480

Adrasse %:;?Y%ﬁ“ Pont Pasteur Date du ddpdt ou du crensfect 1,
26 mei 2000

I11. DECLARATION SUR LA VIABILITE

La wiabilitd du miaro-organissa identifid sous chiffce IT s ded concrdlde

is 20 Juin 2000 2, 4 cette dats, ls micro-organisms
»
=3 .
$talt wiable
3
D n'dtalt plus wiabla

1 Ivdiqoer la date du dépdt initial oo, sl un nouveaau dépdt ou un cransfert ont étd
affectude, 1a plus rdceante dap dacas pertimentas {dace du nouveau dépét ou date du transfaczr).

1 Dans las gas wisds & la rigle 10.21.a}ii) et Lii), menticonar la eontrdle de visbilicd
le plus récant.

3 Cochar 1a cass gqui cenvigue.

Farmule AF/% {premlire pagal
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TRALITE DK SUDAPINT SUR LA AECOREALSSANCE
INTEAKATIONALE DU DEFOT DES M1CRO-ORGANISHES
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN HATLIERE DT BREVETA

TORMULE INTERNATIOMALE

DECLALATION SUR LA VIABILITE,
IT"""“““ ' _I dilivede an vertu de la rigla 10.1 par
L'AUTORITE Of DXFOT INTERMATIONALE
g:‘":t'::: .I"lmqmlﬂTURIER 1dentifide 3 1a page sulvants
Aventls Pastour
i 2, avenue du Pont Pastew
. €938T LYON CEDEX 07

NOM ET ADRENSE DE LA PARTIE

|_A LAQUELLE Li DECLARATION BUL Li
. VIADILITE BET DELIVREL

L. DEPOSANT 1I. IDENTLFICATION DU HICRO-OLGAK14MI

' thmfre d'wrdre steribud par
Mom ¢ AVENTIS PASTEUR 1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALL ;

a dup I -2481
Adressa 3 2, Avenue du Pont Pastaur 1
#9007 LYON Data do 24pdt ox du trasafart * @
26 mal 2000
IIL. DECLAMATION SUR LA Y1ADILITE |
La wiabilitd du micxo-organisma Ldentifii sour chiffre 1I a drd contzélde .
(. le 20 'u[n 2000 1. A cette data, le micee-ozgunisme
—
deale visbla
3
D a'ézaic plus visbls

!l [(edlguer la dats du dépéc initisl eu, »i =p nguvesu ddpdt ou mp tramafert ear dtd
affeatuda, ls plss rdosnts des dates pertiuentes {data du senvesy ddpét ou éate dun transfert).

2 Dane les cas visds 0 l» zigle 10.2.a}ii} er Lii1), menriennsr ls centrile de visbilicd
la plus cdcent.

3 Cochar 1a cass qui conviect.

Tormula BRPF/9 (presidre pags)
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TRAITE DX BUUAPEST SUR LA RECONNATSSARCE
IFTELNATIONALE DO DEPOT DES KEICRO-OROANISHED
AUX TLAS DE LA PROCEDORE EN MATIERR DX BREVETS

FORHULE INTERWATIONALE

_l DECLARATION BUR LA VIABILITE,
dilivedn sn vartu de la rigle 10.1 pax
L'AUTORITE DE OEPOT INTERMATIONALE
g‘.‘:’:{:ﬂ: y&fzq:ﬂ.lmﬂiEﬂ idancifide A la page suivants
Aventie Pasteur
2, avenue du Pont Pasteur
€b367 LYON CEDEX 07

ITIITIHATAIII 1

©  NOM T ADLESSE DE LA PALTIE
I_A LAQUELLE LA DECLARATION BUL LA
YIABILITX ST DBLIVREX

I. DEFQSANT 11. IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISME

Humidgo d*ovirs attribué par

Hom & - AVENTIS PASTEUR L*ADTOLITE DE DEPOT INTEANATIONALE :
[-2482

Adcesze t i'as:;t%d"u Pont Pasteur Date du déplt en du trensierxc I,
26 mal 2000

I11. DECLABRATION 8VR La YIADILITE

La viabilicd du micro-organisms idencifil sous chiffxe II u dté contrdlis
-l 20 Juln 2000 2. 4 cetta date, ls miore-orgsaisms

3
feaie viadle

3
D n'dteic plua viasbla

1 Indiquar La dace du dépdt ialtial om, »{ un ponvasu dépdt su ua trensfert ont Atd
effactuds, la plus récants des datas pastinentes {(date dn asovasw dépdrt ou dats du cramsferc).

I Dans len cas vigds & la rigle 10.1.5)ii) et iil), meaticnmar Le eentréle de vishiliced
le plue zécent. :

3 Cachac la caas qui convient.

Formula MP/9 (preulics page)
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TRAITE OE SUDAPEST SUR Li RECOENAISSANCE
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICAD-QRCANISMES
AUT FINA DE Li PROCIDURE KN MATIERE DI BLEVETS

VORMULE INTERNATTOMNALE

DECLARATION SUR LA VIABILITE,
|T'““‘T“‘“ ' j diliveis en vartu da la wigle 18.1 par
L'AUTORITE DE DEPOT INTELNATIONALE
g:::{::: rmqumRIEn Identifida L la pags suiwante
Aventla Pasteur
2, avenue du Pont Pasteur
83387 LYON CEDEX 07

NON ET ADRZGSE DE LA PARTIE
I—A LAQUELLY LA DECLARATION SUR LA
YIABILITE EAT DELIVIEE

L. DEFMOBANT Il, IDENTIFICATIOE DU HICRO-ORCANISME

Hunfro d'ordra sttribud par

fem 1 AVENTIS PASTEUR L'AUTOLITE DE DEPOT INTEAMATIOMALE 1
_ |-2483
Mrasss | 2"3:7&?_%%“ Pont Pasteur Dace du dipét on du transfart 1,
26 mal 2000

I11. DECLARATION SUR LA VIABILITE

Lo viabilicé du mioro-organisms identifid sous abiffre I1 & &cd qentzdlia

1s 20 Juin 2000 1, A catte dave, ls micro-organisas
. 3
dtnit viable
3
D o'dcalt plus viabla

1 Indiquer la dacs du ddpée initial eu, sl un nowvesu dipét ou un tranafart ont dcd
affacruda, ia ples ricents des dutes partlnantes (dace du oouvesu ddpdt ou date du tramsfact).

T Dans las cas vieds § la cdgle (0.2.a)1i) at LLIL), menrieamar le nontrdla da viabilicd
lu plus rdcant.

3 Cachar lu cars qul conviaxe.

Noemule BF/Y (pramiira pags)
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REVENDICATIONS

. Composition vaccinale tétravalente contre la Dengus, comprenant des virus de

chacune des souches atténuées déposées auprés de la CNCM i I'Institut Pasteur
de Paris sous les références I-2480, [-2481, I-2482 et [-2483, caractérisée en ce
que a quentité relative de virus de chacun des sérotypes est telle que Iz quantité
de virus du sérotype 3 est inférieure A Ia quantité de virus des autres sérotypes.

. Composition veccinale selon la revendication 1, dans laquelle la quantité de

virus, par dose vaccinante, du sérotype 3 est inférieure d'su moins 1 unité & la
quantité de virus des sutres sérotypes lorsque le titre viral est exprimé en log10 de
la dilution de virus nécessaire pour infecter 50% des cellules.

. (;omposiﬁonmcinnleselonmedesmendiuﬁompréeédm,dnm laquelle la

quantité de virus, par dose vaccinante, du sérotype | est supérieure d’au moins 1
unité A la quantité de virus des autres sérotypes lorsqus le titre viral est exprimé
en log10 de la dilution de virus néceasaire pour infecter 50% des cellules.

. Composition vaccinale selon une des revendications précédentes selon laquelle la

quantité de virus de chacun des sérotypes 1 & 4 , par dose vaccinants, répond &
I'une des formuletions suivantes : 3,2,1,2 ou 3,3,1,3 dans lesquelles les chiffres
expriment les valeurs des logs10 de la dilution de virus nécessaire pour infecter
50% des cellules. )

. Composition vaccinale selon une des revendications précédentes, caractérisée en

ce qu'clle est destinée 4 &ire administrée 2 fois séparées d"un intervalle de temps

d’'au moins 1 mois.

. Composition vaccinale selon une des revendications précédentes, caractérisée en

ce qu'elle est destinée & une administration sous-cutanée.

. Utilisation d'une composition virale comprenant des virns de chacune des

souches atiénuées déposées auprés de la CNCM a I'Institut Pasteur de Paris sous

23
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les références 1-2480, 1-2481, 1-2482 et-I-2483.dnns laquelle la quentité relnhve
de virus de chacun des sérotypes est telle que la quantité de virus du sérotype 3
est inférieure A Ia quantité de virus des autres sérotypes, pour Ia fabrication d'une
composition vaccinale contre la Dengne.
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{54) Titulo; COMPOSICION DE VACUNA

(57) Resumen:. La invencion tiene por objeto una composicion de vacuna
tetravalente conira el dengue, que comprende virus de cada una de las cepas
atenuadas depositadas en el CNCM del Institut Pasteur de Paris bajo las
referencias |-2480, |-2481, 1-2482 e |-2483, caracterizada porgue la cantidad relativa
de virus de cada uno de los serotipos es tal que la cantidad de virus de serotipo 3
es inferior a la cantidad de virus de otros serotipos. En particular, la invencion tiene
por objeto una composicién tetravalente en la cuat la cantidad de virus de cada uno
de los serotipos 1 a 4, por dosis de vacunacion, responde a una de las
formulaciones siguientes: 3,2,1,2 6 3,3,1,3 en las cuales las cifras expresan los
valores de los logs10 de la dilucidn de virus necesaria para infectar el 50% de las
células.
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COMPOSICION DE VACUNA

La invencién se refiere al ambito de las vacunas, ¥y
en particular de las vacunas vivas atenuadas. Mas
precisamente, la invencidén se refiere a una composicidn
de vacuna tetravalente contra el dengue en la cual la
cantidad de virus del dengue de serotipo 3 se encuentra
disminuida con relacién a la cantidad de virus de otros
serotipos.

El dengue, asi como su forma grave, 1la fiebre
hemorragica, es una enfermedad tropical de origen viral.
El virus responsable forma parte de la familia de las
Flaviridae (génerc Flavivirus), que comprende igualmente
el virus de la fiebre amarilla asi como el de 1la
encefalitis japonesa. Se conocen 4 serotipos que son
susceptibles de provocar el dengue. Cuando esta
enfermedad se encuentra actualmente en progresién en el
mundo, ninguna vacuna se encuentra actualmente disponible
comercialmente. En efecto, para poder estar prevenido
con todas posibilidades de prevenir eficazmente el
dengue, una vacuna debe, presentande garantias de
inocuidad, ser capaz de inducir en el individuo al cual
se administra una respuesta del sistema inmunitario
susceptible de protegerlo en “una contaminacién ulterior
por el virus salvaje. De preferencia la vacuna debe ser
eficaz sea cual fuere el serotipo del wvirus salvaje.
Ahora bien, hasta ahora, ninguno de los candidatos a
vacunas estudiados ha presentado todas las calidades
necesarias.

Uﬁa vacuna tetravalente que contiene las 4 cepas
depositadas en el CNCM del Institut Pasteur de Paris bajo
las referencias I-2480, I-2481, I-2482, e I-2483, que son
cepas atenuadas de los serotipos 1, 2, 3 y 4 del dengue
ha sido sometida ya a ensayo en los seres humanos, tal y
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como se ha descrito por Natth BHAMARAPRAVATI y Sutee
YOKSAN -en el Capitulo 17, paginas 373-374 de la obra
DENGUE AND DENGUE HEMORRHAGIC FEVER editado por D.J.
Gubler y G. Kuno, CAB INTERNATIONAL, 1997. Aunque segun
esta técnica anterior, todos los sujetos del ensayo
clinico se hayan generalmente seroconvertido, sin padecer
reacciones secundarias salvo ligeras, se ha deseado
mejorar la formulacidén de la composicidén de vacuna con el
fin de mejorarla. En efecto, se ha deseado disponer de
una composicién de vacuna gque pueda ser administrada a
seres humanos con toda seguridad induciendo una
seroconversién respecto a cada uno de los serotipos de un
maximo de sujetos vacunados; debiendo la composicién de
vacuna ademids poder ser preparada en unas condiciones
industriales al menor coste con el fin de que 1la
vacunacién sea accesible a todos, y particulamente a los
paises mas pobres que son entre ellos los mds afectados
por esta enfermedad.

Para lograr este fin, 1la invencién propone una
composicién de vacuna tetravalente contra el dengue, que
comprende virus de cada una de las cepas atenuadas
depositadas en el CNCM del Institut Pasteur de Paris bajo
las referencias I-2480, I-2481, I-2482 e I-2483,
caracterizada porque la cantidad relativa de virus de
cada uno de los serotipos es tal que la cantidad de virus
del serotipo 3 es inferior a la cantidad de virus de los
otros serotipos.

Segun una caracteristica de 1la invencién, 1la
cantidad de virus, por dosis de vacunacidén, del serotipo
3 es inferior en al menos 1 unidad a la cantidad de virus
de los otros serotipos cuando el titulo viral se expresa
en logl0 de la dilucién de virus necesaria para infectar
el 50% de las células.
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Segin un modo de realizacién de la invencidn, los
virus de los serotipos distintos del serotipo 3 pueden
estar presentes en cantidades iguales, o en proporciones
tales que la cantidad de virus, por dosis vacunante, del
serotipo 1 sea superior al menos en 1 unidad a 1la
cantidad de virus de los otros serotipos cuando la
graduacién viral se expresa en logl0 de la dilucién de
virus necesaria para infectar el 50% de las células.

De forma sorprendente, se ha observado que, con
tales formulaciones, las respuestas inmunitarias
inducidas en las personas vacunadas eran completamente
satisfactorias, mientras que las reacciones secundarias
se habian disminuido muy significativamente.

Segin un modo particular de realizacién de la
invencién, la cantidad de virus de cada uno de 1los
serotipos 1 a 4, por dosis de vacunacién, responde a una
de las formulaciones siguientes:
3,2,1,2 6 3,3,1,3 en las cuales las cifras expresan los
valores de los logslQ de la dilucidén de virus necesaria

para infectar el 50% de las células.

Seqin una caracteristica de 1la invencidén, 1la
composicién de  vacuna estd destinada para ser
administrada por inyeccién subcutanea.

Segan un modo particularmente ventajoso, la
administracién de la composicion de vacuna se realiza en
2 dosis espaciadas por al menos 1 mes. En efecto, se ha
observado que se obtiene entonces una respuesta en
anticuerpos incrementada, y de forma completamente
inesperada, una frecuencia menos importante de las
reacciones secundarias.

Se ha observado ademas que la administracidén de una

23
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segunda dosis permitia “complementar” la respuesta
inducida en la primera dosis, en este sentido que los
individuos que no se hayan seroconvertido respecto a un
cierto serotipo en la 1" dosis tienen la capacidad de
hacerlo en la 2® dosis; esta observacidén, asociada con la
presencia de una respuesta inmunitaria de tipo celular
evidenciada en ensayos clinicos precedentes con
composiciones de vacunas que comprenden las mismas cepas
vivas atenuadas que las de la presente invencidén, lleva a
pensar que la composicién de vacuna propuesta por la
presente invencién permite efectivamente revenir la
enfermedad del dengue.

La presente invencién tiene igualmente por objeto la
utilizacién de una composiciédn viral que comprende virus
de cada una de las cepas atenuadas depositadas en el CNCM
del Institut Pasteur de Paris bajo las referencias I-
2480, 1I-2481, I-2482 e I-2483, en la cual la cantidad
relativa de virus de cada uno de los serotipos es tal due
la cantidad de virus del serotipo 3 es inferior a 1la
cantidad de wvirus de los otros serotipos, para la
fabricacién de wuna composicidén de vacuna contra el
dengue.

La invencidén tiene igualmente por objeto un método
de vacunacion contra el dengue, segin la cual se
administra a un ser humano una composicidén de vacuna
tetravalente contra el dengue gque comprende virus de cada
una de las cepas atenuadas depositadas en el CNCM del
Institut Pasteur de Paris bajo las referencias I-2480, I-
2481, I1-2482 e 1I-2483, caracterizada porque la cantidad
relativa de virus de cada uno de los serotipos es tal que
la cantidad de virus del serotipo 3 es inferior a 1la
cantidad de virus de los otros serotipos.

Las cepas de virus segun la presente invencién han

3y
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sido todas obtenidas a partir de suero de pacientes que
han sido afectados por el dengue en el Sudeste Asiatico.
Las separaciones se realizaron sobre células de mamiferos
y luego se inocularon por via intra-toracica (IT} con
mosquitos de ganado (Toxorhynchites o Aedes aegypti).
Esta etapa ha permitido eliminar eventuales virus
contaminantes gue no fuesen arbovirus; en efecto, sdélo
los arbovirus migran a nivel de las glandulas salivares
del mosquito después de una administracién intra-
toracica; por consiguiente era preciso separar la cabeza
del resto del cuerpoc del mosquito y triturarla para
obtener la cepa viral purificada.

Seguidamente, los virus de los serotipos 1, 2 y 4 se
pasaron por células primarias de rifibn de perro {(PDK), a
32°C, cada 5 a 10 dias, mientras que el virus del
serotipo 3 fue atenuado por el paso por células de rifién
de mono (PGMK) y luego cultivado sobre células pulmonares
de fetos Rhesus (FRhL).

Las cepas atenuadas gque se obtisnen presentan
entonces las caracteristicas siguientes:

- Cuando se realizan titulaciones sobre células de
mamiferos, por ejemplo sobre células LLC-MK2 que son
células procedentes de rifién de mono, las cepas
atenuadas proporcionan pequeflas zonas en comparacién
con las cepas parentales de las cuales se derivan.

- En los ratoncillos recién nacidos, cuando se
inoculan por via intra-cersbral, las mismas
presentan una baja virulencia.

- En el mono, cuando se inoculan por via subcuténea,
provocan una baja virulencia {incluso no
detectable).

- Las mismas tienen una sensibilidad a una temperatura
préxima a los 40°C.

37
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En los términos de la presente invencidén, se
entiende por cepa derivada de las cepas que son objeto de
los depbsitos en el CNCM I-2480, I-2481, I-2482 e I-2483,
cepas virales obtenidas a partir de estas cepas, pero que
han experimentado pasos suplementarios por células
permisivas a los virus, manteniendo las propiedades
mencionadas anteriormente.

La cepa 16007, de serotipo 1, fue aislada en 1964 de
un paciente aquejado de dengue asociado con un sindrome
de choc en Tailandia. El suero virémico original fue
pasado por cultivos de tejido antes de ser inoculado al
mosquito Toxorhynchites amboinensis. Seguidamente, el
virus obtenido se pasé por las células PGMK para preparar
la simiente viral-madre. La simiente se pasd seguidamente
por células PDK, hasta 43 veces. La cepa obtenida después
de 13 pasadas por células PDK presenta todas las
caracteristicas de atenuacién para wuna utilizacién
vacunal; es la que es objeto del depésite I-2480
realizado en el CNCM del Institut Pasteur de Paris.

Aungue esta cepa sea la preferida para la
composicién de vacuna seqgin la invencién, es
completamente posible utilizar una cepa derivada de 1la
misma, y particularmente una Gepa que haya experimentado
algunos pasos suplementarios por células PDK, o una cepa
que siendo cultivada ulteriormente sobre células le
permitan conservar su cardcter inmundgeno sin incrementar
su caracter virulento. Asi, cepas que han sido cultivadas
sobre células VERO podrian igualmente convenir. Cualquier
cepa derivada de la cepa I-2480 se considera como parte
integrante de la presente invencion.

La cepa 16681, de serotipo 2, se aisldé de un
paciente gque representa un caso fatal de dengue en
Tailandia en 1964. Esta cepa se pasd 2 veces por
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mosquitos Toxorhynchites amboinensis y una vez sobre
células-de rifion de mono para producir la simiente-madre.
La cepa 16681 PDK 53 adecuada para los fines de 1la
invencién y objeto del depdsito I-2481 realizado en el
CNCM, se obtuvo después de 53 pasadas sucesivas
hebdomadarias sobre células PDK.

Aunque esta cepa @sea la preferida para la
composicién de vacuna seqguin la invencién, es
completamente posible utilizar una cepa que se derive de
la misma, y particularmente una cepa que |haya
experimentado algunos pasos suplementarios por células
PDK, o una cepa que siendo cultivada ulteriormente sobre
células le permitan mantener su cardcter inmunégeno sin
incremgntar su caricter virulento. Asi, cepas que han
sido cultivadas sobre células VERO podrian igualmente ser
adecuadas. Cualquier cepa derivada de la cepa I-2481 se
considera como parte integrante de la presente invencién.

La cepa 16562, de serotipo 3, se separé de un
paciente aquejado de dengue en Manila en 1972. La misma
se atenud mediante 30 pasadas sucesivas por células PGMK,
luego se cultivdé sobre células FRhL. La cepa de vacuna
16562 PGMK 30 FRhL3, objeto del depdsito I-24B2 realizado
en el CNCM y adecuada para los fines de la invencién
experimentd 3 pasadas sucesivas por células FRhL después
de las 30 pasadas por células PGMK.

Aunque esta cepa sea la preferida para 1la
composicién de vacuna segln la invencién, es
completamente posible utilizar una cepa derivada de la
misma, y particularmente una cepa que haya experimentado
algunos pasos suplementarios por células PGMK o FRhL, o
una cepa que siendo cultivada ulteriormente sobre células
le permitan mantener su caracter inmunégeno sin
incrementar su cardacter virulento. Asi, cepas que han
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sido cultivadas sobre células VERO podrian igualmente ser
adecuadas. Cualquier cepa derivada de la cepa I-2482 se
considera como parte integrante de la presente invencién.

La cepa 1036, de serotipo 4, se separdé de un nifno
aquejado de dengue clasico en Indonesia. Esta cepa fue
atenuada mediante pasos sucesivos por células PDK. La
cepa 1036 PDK 48, adecuada para los fines de la invencién
y objeto del depébdsito I-2483 efectuado en el CNCM, se
pasé 48 veces por células PDK.

Aunque esta cepa sea la preferida para la -
composicién de vacuna segun la invencién, es
completamente posible utilizar una cepa derivada de 1la
misma,, y particularmente una cepa que haya experimentado
algunos pasos suplementarios por células PDK, o una cepa
que siendo cultivada ulteriormente sobre células 1le
permitan mantener su caracter inmunégeno sin incrementar
su caracter virulento. BAsi, cepas que hayan sido
cultivadas sobre células VERO podrian igualmente
convenir. Cualquier cepa derivada de la cepa I-2483 se
considera como parte integrante de la presente invencién.

Seglin la invencién, la cantidad de virus de cada uno
de los serotipos se realiza. preferentemente seqin el
método descrito en la solicitud de patente W098/45709
segun la cual se propaga el virus sobre células que son a
la vez permisivas al virus ©pero que no inducen
interferencia entre los diferentes serotipos, tales como
las células VERO, luego se determina la cantidad de virus
de cada uno de los serotipos gracias a un anticuerpo
monoclonal especifico del serctipo que se desea titular.
El titulo viral se determina por el método Spearman y
Karber y se expresa en dosis que infectan el 50% de los
cultivos celulares (CCIDsq).
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Cualquier otro método equivalente a este método, y
particularmente el método de las zonas cuyos resultados
se expresan en pfu, puede igualmente ser utilizado.

De igual modo cualquier método (tal como la
inoculacién con mosquitos vivos) cuyos resultados se
expresarian en una unidad completamente diferente, peroc
para la cual seria posible realizar la correspondencia
con el método descrito en la solicitud W098/45709, puede
igualmente ser utilizado.

Seqgin la invencién, se entiende por dosis vacunante
la cantidad de composicién de vacuna administrada en una
vez a una persona que se desea vacunar. Esta cantidad
puede ,particularmente ser de 0,5 ml en una inyeccién
subcuténea.

Las composiciones de vacunas segin la invencién
pueden .comprender todos los elementos habitualmente
presentes en una vacuna, y particularmente
estabilizantes, conservantes, adyuvantes. Sin embargo, se
han obtenido buenos resultados sin adyuvante de vacuna.

El ejemplo que sigue ilustra un mode particular de
realizacién de la presente invencidn.

Se prepard, a partir de suspensiones virales en
desorden incluyendo las cepas 16007 PDK13, 16681 PDK53,
16562 PGMK30FrhL3 y 1036 PDK48, composiciones
tetravalentes con las formulaciones siguientes, en las
cuales los titulos de cada uno de los serotipos se
expresan en logl0 de la dilucidén de virus necesaria para
infectar el 50% de 1las <células (por ejemplo en
CCIDsp/dosis).

37
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Grupo DENGUE 1 DENGUE 2 DENGUE 3 DENGUE 4
A 4 4 4 4
B 3 2 1 2
C 4 4 1 4

Las composiciones de vacuna se prepararon en forma
de dosis de 0,5 ml.

Los sujetos del ensayo son adultos tailandeses cuya
edad estd comprendida entre 18 y 40 afios.

El namero de sujetos por grupo A es n=ll, para el
grupo B n=5, para el grupo C n=6.

La administracién de la composicién de vacuna se
realiz6 por inyeccién subcuténea en la regidén deltoide,
en cantidad de 0,5 ml para la 1® dosis y en cantidad de
0,5 ml para la 2" dosis que se administrdé & meses mas

tarde.

Se realizaron extracciones sanguineas para realizar
dosificados en anticuerpos neutralizantes, detecciones de
viremia asi como dosificados de diferentes parametros
biolégicos.

Por otra parte, todos los sintomas relacionados con
las reacciones indeseables durante la vacunacioén fueron
observados y se indican en la tabla 1 dada a ceontinuacidn
en forma de un indice de tolerancia expresado en términos
de media +/- diferencia tipo con entre paréntesis los
valores minimo y maximo, ya sea después de la 1* dosis o

después de la 2°.

El indice de tolerancia se calculdé a partir de las
reacciones sistémicas de cada sujeto. El producto de la

duracién por la gravedad se calculdé para las reacciones
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sistémicas siquientes: fiebre, escalofrios, malesctar,
cefaleas, mialgia, artralgia, sarpullidé, prurito, dolor
ocular, fotofobia, y conjuntivitis. Luego para cada
sujeto, el valor maximo entre fiebre y escalofrios,
mialgia y artralgia, sarpullido y prurito, dolor ocular,
fotofobia y conjuntivitis es retenido y sumado con el
valor para malestar y cefaleas. Por uUltimo la media de
los valores de los sujetos (+/- diferencia tipo) se
calculé para cada grupe. Este indice permitié por
consiguiente, para cada sujeto, evaluar la tolerancia
teniendo en cuenta el nimero de reacciones, su gravedad y
su duracion.

Tabla 1: Indice de tolerancia

Grupo A Grupo B Grupo C
1®* dosis 27,4 +/-18,7 11 +/-4,06 9,2 +/-9,2
(3-63) (4-14) (0-24)
2® dosis 2,36+/-2,06 0,6+/-0,89 6,5+/-0,55
{(0-6) (0-2) (0-1)

Estos resultados muestran claramente que la
composicién de vacuna segin la invencién (Grupos B y C)
conduce a un indice mas bajo que la composicién de vacuna
en la cual todos 1los serotipos estdn presentes en
cantidad igual.

Se aprecia igualmente que las reacciones indeseables
son bastante menos importantes, e incluso practicamente
inexistentes, en la 2* dosis.

Los resultados relacionados con los anticuerpos
neutralizantes respectec a cada uno de 1los serotipos
administrados, expresados en GMT, se representan en las
tablas 2 y 3 dadas a continuacidn.

44
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Los resultados se obtuviéron por ensayo de reduccidn
de las zonas segun el método descrito por Russel y col.,
“A plague reduction test for dengue virus neutralizing
antibodies”, Journal of Immunology, 1967; 99:285-290, y
se expresan a la inversa de la dilucién que conduce a una
reduccién del 50% de la zona de lisis sobre células LLC-
MK2. Este método consiste en poner en presencia
diluciones de sueros con un numero determinado de
particulas virales gue inoculadas sobre las células
permisivas LLCMK2 proporcionan zonas de lisis, es decir
una destruccién parcial y localizada del tapiz celular.
Cuando se realiza el ensayo en condiciones convencionales
la presencia de anticuerpos neutralizantes conduce a la
reduccién del ntimero de zonas de lisis. Se expresa el’
resultado como la dltima dilucidon del suero que
proporciona aun el 50% de reduccién del nidmero total de
zonas, observado en comparacién con un ensavo realizado
con un suero de referencia negativo.

Tabla 2: Resultados de 1los titulos en anticuerpos
neutralizantes (media geométrica) respecto a los
serotipos 1 y 2.

DENGUE"1 DENGUE 2

1* dosis 2" dosis 1* dosis 2* dosis

DO | D28 | D60 | DO | D28 | DO | D28 | D6G | DO | D28

Grupo| 5 |45,3|43,3|19,9]| 137 5 139,5135,1125,2| 189

Grupe| 5 |30,2|21,6|13,5|30,8| 5 |55,3]|54,4| 26 |91,9

Grupo| 5 5,019,13|15,6|60,3{ 5 |48,6]| 103 | 112 | 353

Un titulo de 5 corresponde a un resultado negativo

Tabla 3: Resultados de 1los titulos en anticuerpos
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neutralizantes (media geomeétrica) respecto a los
serotipos 3 y 4

DENGUE 3 DENGUE 4

1* dosis 2* dosis 1* dosis 2* dosis

DO (D28 [ D60 | DO | D28 | DO | D28 | D60 | DO | D28

Grupo| 5 489 | 338 | 240 | 324 5 |22,7|24,2(18,2| 101

Grupo| 5 823 | 780 | 109 | 264 5 |27,6(15,3|6,98|15,2

Grupo| 5 224 | 206 | 101 | 205 5 5 5 5 55

Estos resultados muestran que, con las composiciones
de vacunas seqglin la presente invencioén, la respuesta
inmunitaria en anticuerpos neutralizantes es
satisfactoria con un efecto de complementaciédn de esta
respuesta inmunitaria con la 2* dosis.

Si se expresan estos resultados en porcentaje de
seroconversién, es decir en porcentaje de sujetos con un
titulo en anticuermos neutralizantes superior o igual a
10, se observa que todos los sujetos han sido
seroconvertidos respecto a 3 serotipos, y que el 75% de
los sujetos que ha recibido *una composicién de vacuna
segin la invencién se han seroconvertido respecto a los 4
serotipos.

Asi, es posible, gracias a la presente invencidn
disponer de composiciones de vacunas contra el dengue con
un perfil de seguridad mejorado pero de caracter
inmunégeno conservado.
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES DE
TRAMITACION EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO:
Racibo en caso de depdsito micial,
AVENTIS PASTEUR entregado en virtud de la nomativa 7.1 por
2, Avenue du Pont Pasteur  la autondad de depdsito intemational
68007 LYON ideniiflcada en |a parte inferior de esta piging
NOMBRE Y DIRECCION
DEL SOLICITANTE

I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Raferencis de identificacidn dada por i solicitante: Nimero da arden otorgado por a autorkiad de depdsito
15007 PDK 153238 Intsmacionat | - 2480

1. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El micraorganismo identificado bejo el apartado | estaba acompafiade:
W de una descripcidn cientifica

M de una designacién taxonémica propuesta

(puntear Io que proceds)

1), RECEPCION Y ACEPTACION

La presente autorkiad de depdaita intemational acepta el microorganismo identificado bajo & apartade | que ha
recibido el 25 de Mayo 2000  (facha de depdsito inicial) '

IV. RECEPCION DE UNA PETICION EN CONVERSION

La presente autoridad da depésito intamational ha recibido el microorganiamo identificado bajo el apartado | el

(fecha da depésito incial)

y ha recibido una paticién de conversidn del depdsito inicial en depdsito conforme al Tratado de Budapest el

(fecha de recepcitn de Ia peticién de conversidn) .

V. AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL

Nombre: CNCM Firma{s}) de la(s) persona(s) competenie{s) para
Collection Nationale raprasentar Iz avtoridad de depdaito Intemacional o del
de Cultures de Microomsnismas (de tos) empleado(s) aulorizado{s). GEORGES

WAGENER

Direccidn: INSTITUT PASTEUR [Firma)
2B, Rue du Docteur Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15 Fecha: Paris, al 23 de Octubra 2000

" En caso de aplicacién de ia normativa 8.4.0), esta facha es la fecha en Ia cual ha tenido lugar la sutoridad de
depdsito intemacional

Impreso BP/4 {(pigina unica)

vy
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES DE
TRAMITACION EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO:
Racibo en caso de depdaito inicial,
AVENTIS PASTEUR entregado en virtud da la nammativa 7.1 por
2, Avenue du Pont Pesteur  1a autorided de depdsito intsmational
89007 LYON identificada en |a parte inferior de esta pégina
NOMBRE Y DIRECCION
DEL SOLICITANTE

L. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Refarancla de kientificacién dada por el solicitants; Ndmero de orden otorgado por |a autoridad de depésito
16681 PDK 53/53239 intamacional: |- 2481

Il. DESCRIPGION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo ldantificado bajo el apartado | estaba acompafiado:
B de una descripcién clentifica

M de una designacién taxonémica propuesta

(punisar io que proceda)

ll. RECEPCION Y ACEPTACION

La presents autoriiad de depdsito intemational acepta el microorganismo identificade bajo el apartado | que ha
recibido el 25 da Meyo 2000  (fecha de depdsito inicial) '

IV. RECEPCION DE UNA PETICION EN CONVERSION

La presente autorided de depdsito Intemational ha recibkio el microorganismo identiicado bajo el apartado | el
(fecha de depdaito inicial)
y ha recibido una peticién de conversidn del depdsito inicial endepdsito conforme al Tratade da Budapest ef

de rece de ja de conversidn)
V. AUTORIRDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
Nombra: CNCM Firma(s) de Ila{s)- persona{s) competente(s) para
Collaction Nationale mpresentar Iz autoridad de depdsito imtemacional o del
de Cultures de Microorganiames (de los) emplesdo(s) autorizado(s): GEORGES
WAGENER
Direccidn: INSTITUT PASTEUR {Firma]
28, Rua du Docteur Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15 Facha: Pars, al 23 de Octubre 2000

1 En caso de apcacitn de la nomativa 6.4.d), esta fecha es la fecha en la cual ha tenido lugar la autorided de
depdsito intermacional

impreso BP/4 (pigme Unlca)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES DE
TRAMITACION EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO:
Recibo en caso da depésito inlcial,
AVENTIS PASTEUR entregado en virtud ds la normativa 7.1 por
2, Avenue du Pont Pasteur  1a autorided de depdsio intemational
65007 LYON identificada en la parte infarior de esta pégina
NOMBRE Y DIRECCION
DEL SOLICITANTE

. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Raferencia de identificacién dada por el solickante: Nimero de orden otorgado por la autoridad de depdaito
18562 PGMK 30 FRhL3/53242 Intemacionak |- 2482

Il. DESCRIPEION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El micreorganismo identificado bajo ef spartado | estaba acompafiado:
M de una descripcitn cientifica

M de una designacidn laxonémica propuesta

{puntear lo que proceda)

Ill. RECEPCION Y ACEPTACION

La presania autorkiad de depdsito intamational acepia o microorganiasmo identificado bajo el apartado | que ha
recibido el 25 de Mayo 2000  (fecha de depdsito iniciaf) '

IV. RECEPCION DE UNA PETICION EN CONVERSION

La presents auvtoriiad da depdaiio internationat ha recibido el microomeniamo kdentificado bajo & apartado | ef
{facha de depdésito Inictal)
y ha reclbido una peticidn da coaversién del depdsito inicial en depéaito conforme al Tratado de Budapest ol

M-daﬂhhh%’ idn de conversidn)
V. AUTORIDAD DE DE| ITO INTERNACIONAL

Nombre: CNCM Firma(s) des la{s) persona{s) competsnie{s) para
Collection Nationale representar la autoridad de depdsito intemacionsl o del
de Cultures de Microomganismss (de los) empleado{s) autorizedo(s): GEORGES

WAGENER
Direccidn: INSTITUT PASTEUR [Firma]
28, Rue du Docteur Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15 Fecha; Parls. el 23 de Octubre 2000

! En caso de apficacion de la nomnative 6.4.d), esta fecha es 1a fecha en la cual ha tenido lugar la autoridad de
depdsito intemacional .

Impreso BP/4 {pdgina Gnica)

V6



WO 01/91790 PCT/E201/06871
17

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPGSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES DE
TRAMITACION EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO:
Recibo sn caso de depdsito Inicial,
AVENTIS PASTEUR eniregado en virtud de la nomativa 7.1 por
2, Avenue du Pont Pasteur  |a autoridad de depdaito international
89007 LYON identificada en |a parte Inferior de esta pigina
NOMBRE Y DIRECCION
DEL SOLICITANTE

I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencla de identificacidn dada por el solicitarts: Ndmero de orden otorgado por la autoridad de depésito
1038 PDK 48/53282 Intemacionak 1 -2483

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El mlcmorg-r;lum kdentificado bajo el apartado | estaba acompafiada:
W de una descripeidn cientifica

H de una designacidn taxondmica propuesta

(puntear lo que proceda)

{ll. RECEPCION Y ACEFTACION

La presents autorikiad de depdsito intemational acepta el microorganismo identificado bajo o apariado | qus ha
racibido & 25 de Mayo 2000  (fecha de depdsito inicial) '

IV. RECEPCION DE UNA PETICION EN CONVERSION

La presente autorkdad de depdsito intemational ha recibido el microorganiamo identificade bajo el apartado | el
{fecha de depésito Inicial)
y ha recibido una peticién de conversidn del dapdsito inicial an depdsito conforme al Tratado de Budapast ol

cha de idn de la peticidn de convearsién -

V. AUTORIDAD DE D ITQ INTERNACIONAL _

Nombre: CNCM Firma{s) de Ia{s) pemona(s) competents{s) psra
Collection Natlongls nepresentar la autorilad de depdsito internacional o del
de Cutures de Microorganismes (de Ios) empleadof{s) aulorizado(s): GEORGES

WAGENER
Direccién: INSTITUT PASTEUR [Firma)
28, Rua du Doctaur Roux
F.-75724 PARIS CEDEX 15 Facha: Paris, ol 23 de Octubre 2000

' En ceso de saplicacidn de la normativa 6.4.d), esta fecha = la fecha en la cusl ha tenido lugar la autorided de
depdsito intemacional

Impreso BP/4 (pdpina Unica)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONQCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES DE
TRAMITACION EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO:
DECLARACION SOBRE LA VIABILIDAD,
Sr. Harvé TAINTURIER otorgada en virtud de la normativa 10.2 por la
Directaur Juridique AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
Aventis Pastaur identificada en la pagina sigutents
2. avenve du Pont Pasteur
65387 LYON CEDEX 07
NOMBRE Y DIRECCION DE LA
PARTE A LA CUAL ES ENTREGADA
LA DECLARACION DE VIABILIDAD
L SOLICITANTE Il. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Numero de ordan otorgado por la
Nombre: AVENTIS PASTEUR AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL:
Diraccidn: 2, Avenue du Pont Pesteur |- 2480
68007 LYON Fecha de depdsito o de |a transferencia '
25 de Mayo 2000

Iil. DECLARACION SOBRE LA VIABILIDAD

La viabilidad del micToorganismo identiicado en el apanede Il ha sido controlada
o 20 de Junio 2000 % . En esta facha, el microorganismo

0? noem ys viable

1 Indicar ia fecha de depdsho inicial o, si ae ha hecho un nuevo depdsito o una iransferencia,
a2 més racients de las fechas pertinentes (facha del nuevo depdalito o fecha de la transfersncig),

2 En los cas0s considerados en la normativa 10.2.e) 7) y i), mencionar el control da viabilidad mas
reciente.

3 Marcar la casilla que convenga

tmpreso BP/8 (primera pégina)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOGCIMIENTQ
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES DE
TRAMITACION EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO:
DECLARACION SOBRE LA VIABILIDAD,
Sr. Hervé TAINTURIER otorgada an virtud de Ia normativa 10.2 por la
Directaur Juridique AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
Aventis Pasteur identificada en la pigina sigulente
2, svenue du Pont Pasteur
69367 LYON CEDEX 07
NOMBRE Y DIRECCION DE LA
PARTE A LA CUAL ES ENTREGADA
LA DECLARACION DE VIABILIDAD
1 SOLICITANTE ii. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Ndmaro de ordan oto ldo por s
Nombre: AVENTIS PASTEUR AUTORIDAD DE ITO INTERNACIONAL:
Direccion: 2, Avenue du Pont Pasteur | - 2481
69007 LYON Fechae de depésito o de 1a ransferencia '
25 de Mayo 2000

l. DECLARACION SOBRE LA VIABILIDAD

La viabilkiad del microorganismo identificado en ef apartado If ha sido controlada
el 20 de Junio 2000 * . En este fecha, el microorganismo

B erp viable

O ?* noera ya viable

1 Indicar la fecha de depdsito inicial o, sl se ha hecho un nuevo depdsho o una transfarencia,
1a mas raciante de las fechas pertineniss (fecha del nuavo depdsito o facha de la transferencia).

2 En los casos considarados en la nomativa 10.2.a)ll) y &), rn.unu'unar &l control de viabilldad mds
recients,

3 Marcar ia casilla qua convenga

Impreso BP/M (primera pagina)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES DE
TRAMITACION EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO:
DECLARACION SOBRE LA VIABILIDAD,
Sr. Hervé TAINTURIER otorgada en viriud de la nommativa 10.2 por la
Directeur Juridique AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
Aventis Pasteur dentificada en la pigina sigulents
2, avenue du Pont Pasteur
69387 LYON CEDEX 07
NOMSBRE Y DIRECCION DE LA
PARTE A LA CUAL ES ENTREGADA
LA DECLARACION DE VIABILIDAD
L SOLCITANTE I. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
: Nimero de orden o por la
Nombre: AVENTIS PASTEUR AUTORIDAD DE ITO INTERNACIONAL:
Direccitn: 2,'Avenue du Pont Pasteur 1-2483
68007 LYON Fecha de depdaito o de la transferencia '
25 de Mayo 2000

lll, DECLARACION SOBRE LA VIABILIDAD

La viabilidad del microorganismo idemtificado an el apartado Il ha $ido controlada
el 20 de Junio 2000 . En esta facha, ef microorganismo

B? omviabla

O ? noeraya visble

1 Indicer In facha de depdeito inicial o, sl se ha hecho un nuevo depdsito o ung transferencia,
la mas reciente de las fachas pertinentes (fecha del nusvo depdaito o fecha de la transferencia).

2 En loa casos consikderados en Iz normativa 10.2.a) 1) y W), ntlnndonlrel control de viabilided mds
reciants.

3 Marcar la casilla que convenga

Impreso BP9 (primera pdgina)
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REIVINDICACIONES

1. Composicién de vacuna tetravalente contra el
dengue, que comprende virus de cada una de las cepas
atenuadas depositadas en el CNCM en el Institut Pasteur
de Paris bajo las referencias I-2480, I-2481, I-2482 e I-
2483, caracterizada porque la cantidad relativa de virus
de cada uno de los serotipos es tal que la cantidad de
virus del serotipo 3 es inferior a la cantidad de virus
de los otros serotipos.

2. Composicién de vacuna segun la reivindicacién 1,
en la cual la cantidad de virus, por dosis de vacunacidn,
del serotipo 3 es inferior en al menos 1 unidad a la
cantidad de virus de los otros serotipos cuando la
titulacién viral se expresa en logl0 de la dilucién de
virus necesaria para infectar el 50% de las células.

3. Composicién de vacuna seqin una de las
reivindicaciones anteriores, en la cual la cantidad de
virus, por dosis de vacunacién, del serotipo 1 es
superior en al menos 1 unidad a la cantidad de virus de
los otros serotipos cuando la titulacidén viral se expresa
en logl0 de la dilucién de virus necesaria para infectar
el 50% de las células. .

4. Composicién de vacuna segin una de las
reivindicaciones anteriores segin la cual la cantidad de
virus de cada uno de los serotipos 1 a 4, por dosis
vacunante, responde a una de las formulaciones
siguientes: 3,2,1,2 6 3,3,1,3 en las cuales las cifras
expresan los valores de los logsl0 de la dilucién de

virus necesaria para infectar el 50% de las células.

5. Composicién de vacuna sSegan una de las
reivindicaciones precedentes, caracterizada porque esta

X/
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destinada para ser administrada 2 veces separadas por un
intervalo de tiempo de al menos 1 mes.

6. Composicién de vacuna segin una de las
reivindicaciones anteriores, caracterizada porque esta
destinada para una administracién subcuténea.

7. Utilizacién de una composicién viral que
comprende virus de cada una de las cepas atenuadas
depositadas en el CNCM del Institut Pasteur de Paris bajo
las referencias I-2480, I-2481, I-2482 e I-2483, en la
cual la cantidad relativa de virus de cada uno de los
serotipos es tal que la cantidad de virus del serotipo 3
es inferior a la cantidad de virus de los otros
serotipos, para la fabricaciéon de una composicidon de
vacuna contra el dengue.

J
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(articulo 36 y norma 70 del PCT)

SECUENCIA A SEGUIR Ver la notificacién de tranamisidn del informe de
Referencia del expadients del examen preliminar intemacional (Formulade PCT/
IPEAJ418 )
solicitante o del mandatario
PMO005
Solicitud intsmacional No Fecha dal depdsito inlemacional Fecha de prioridad (dia/mes/afic)
PCT/EPO1/08871 (dia/mes/aito) 29/05/2001 30/05/2000

Clasificacién bwemacional de les patantes (CIB) o dasificacién nacional y CIB

A51KI/295

Scilicitants
AVENTIS PASTEUR, y col.

1. El presante informs de axamen preliminar Iniemacional, establecido por la administracidn encargada dsl
examen prefiminar intemacional, se traramite al solicitants conforme al articulo 36.

2 Este Informe comprende 2 hojas, incluida la portada de esta hoja

Se scompalian anexos, as decir de hojas de la dascripcién, da las reivindicacionas o de los dlbujos que han
sido modificados y que sirven de base al presents informe o de hojas que contienen rectificacionss a la
Administracldn encargada del examan pralirminar intamacional (ver la normativa 70.18 y la instruceidn 607 de

las instrucciones administrativas del PCT)

Estos anexos comprenden hojas

3. Elpresents informe contiens indicaciones relativas a los puntos siguientes:

| X Basadelinforme
] Prioridad

Il X Ausencia de formulacion de opinién en cuanto a novedad, actividad imentiva y posibiided de

aplicacdn industrial

Vv X Falta de unidad de invencion
v {ilegibie)

VI Algunos documnentos citados

Vi Imegularidad en la solicitud interacional

Vil Obsarvacionss ralativas a Ia solichud intemacional

Fecha de pmesentacidn de la sofichud de examen

Fecha de terminacion del presente informe

examen preliminar internacional
Office Européen des Brevets
D-80298 Munich

" | praliminar intamacional 030172002
18M2/2001
Nomtrs y direceidn de la administraclén encargada del
Y " Funcionario autorizado

DE BUNDEL ERJ
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INFORME DE EXAMEN Solicitud intemacional n° PCT/EP 01/06871
PRELIMINAR INTERNACIONAL

Base del informe

1 El presente informe de examen preliminar internacional se basa en
la solicitud tal como se ha presentado iniciaimente

Faita de formulacion de opinidn respecto a la novedad, actividad

inventiva y posibilidad de aplicacién industrial

2 La cuestién de saber si la invencién cuya proteccién se solicita
parece ser nueva, implicar una actividad inventiva o ser
susceptible de aplicacidon industrial no es ni serd objeto de
examen preliminar intemacional (articulo 34.4.a) i) ii) PCT:
véase igualmente el informe de busqueda internacional) en io
que respecta:

2.1 Las solicitudes que comprenden reivindicaciones independientes no
necesarias {(generaimente no es necesario tener mas de una reivindicacitn
independiente de la misma categoria, articulo 6 PCT);

2.2 Un tema que no ha sido objeto de una buisqueda (articulo 17.2a), norma
66.1e) PCT).

Declaracié motivada segin el articulo 35.2 en cuanto a la novedad,
actividad inventiva y posibilidad de aplicacién industrial

3. En la medida en que el examen preliminar internacional ha sido
realizado (véase punto lll indicado anteriormente), conviene hacer la
observacidn siguiente (articulo 35.2 y 3.b), norma 70.7 y 70.B.ii) PCT):

A la luz de los documentos citados en el informe de bisqueda
internacional, se considera como evidente que la invencién cuya
proteccién se solicita en las reivindicaciones independientes responde a
los criterios enunciados en el articulo 33.1) PCT, es decir que parece



ser nuava, implicar una actividad inventiva y ser susceptible de
aplicacién industrial.
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SUPERTIBUSTRTA Y CORERCIO

Radicacion 02108709 ODOOOOND Folies &2 b _3
facha (N®) 2002-13-89 17 23.0

Tnmte 011 PCI-PATENT 279 FASE WACT 411 PRESENTAI
Deyendenciar 2000 DIVIVHEN D WIEWS CSEACIINES

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
USUARIC  RADICADOR
PATENTE DE INVENCION / MODELO DE UTILIDAD () { f/
Indicacion de que se solicita la conceslon de una patente () (9
Datos de identificacion del solicitante o de la persana que se presenta la solictud () (&
Descripcidn de la invenclén () ( &
Dibigos de ser estos pertinentes. () ( -')/
Comprobante de Pago de las tasas establecidas
COMPLETA o INCOMPLETA ( ) ()
DISEND INDUSTRIAL { )
Indicacion de que se solicita el registro de Dissiio Industrial () ()
Datos ae (dentificacién del soficitante o de lapersonaquepresenta  { ) ()
'a 90t citud
Representacién grifica y fotogrifica del Disefio Indusinal o muestra del
— - Material que incorporael disefio — —-- - -- —-) 4
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( ) ()
COMPLETA (| INCOMFLETA {( ) ()
ESQUEMADETRAZADO ( )
Indicacion de que solicita el registro de un Esquema de trazado ( ()
Datos de Identificacion del solcitante o de la persona que presenta

o La solicitud (
T Representacion grifics Gel esquema detrazsids™— - ™ T

(

(

Comprobante de pago de las tasas establecidss

Fecha



