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ANEXOS \
Comprobante de pago de la tasa de presentacldn de la solicitud.

D Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

D Documento de Representacln Lagal.

D Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
[[] Declaraciones.

D Copla de la solicitud intarnacional. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
E Traducclon de la solicliud intemacional al casteliano. {resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemaclonal de Examen Preliminar
(IPEA).

Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.
[C] De ser ol caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12x12.

mismeo titular o su causante, relacionados parclal o totaimente con la Invenclén de esta sollcitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicltud Intemmacional.

E Otros Reporte de Blsqueda Internacional con su traducclén, Publicacién con su traduccién y Capltulo
Relvindicatorio como fue originaimente presentado en Fase Internaclonal '
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En el recuadro C se enumeran mils documentos. E En el anexo se enumeran miembros de la familia de patentes,
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US 4 522 809 A (ADAMOWICZ PHILIPPE ET AL)

11 de Junio de 1985 (1985-06-11)

¢l documento completo
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TENDENCIAS RECIENTES EN LA VACUNACION CONTRA
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resumen
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1-6, 20,
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Solicitud Internacional No. PCT/EP 01/11328

INFORMACION ADICIONAL DE PCT/ISA210

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontré miltiples (grupos de) invenciones en esta
solicitud internacional, como sigue:
1. Reivindicaciones: 1-30 (parcialmente)

una formulacién de vacuna que comprende una preparacién de la envoltura rota del
virus en donde el virus es RSV .

2. Reivindicaciones: 1-30 (parcialmente)

una formulacién de vacuna que comprende una preparacién de la envoltura rota del
virus en donde ¢l virus es PIV
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intamational Applioation No. PCTEP 01 41328

FURTHER INFORMATION CONTRUED FROM  PCTASA/ 219

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. Claims: 1-30 (partially)
a vaccine formulation comprising a split enveloped virus
preparation wherein the virus is RSY

2. Claims: 1-30 (partially)

a vaccine formulation comprising a split enveloped virus
preparation wherein the virus 1s PIV
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REIVINDICACIONES

1. Una formulaciébn de vacuna caracterlzada porque
comprende una preparacién de un virus con envolventie dividido en
donde el virus es RSV o PIV.

2. Una formulaciéon de vacuna segin la reivindicacién 1,
en el que la preparacion del virus con envolvente dividido comprende
fragmentos de membrana viral, proteinas de envolvente de membrana
viral, matriz viral y nucleoproteinas.

3. Una formulacién de vacuna segun la relvindicaciéon 1
0 2, caracterizada porque la preparacion de vacuna comprende ademas
otro virus dividido seleccionado a partir del grupo que consiste en:
virus de la influenza, virus sincitial respiratorio, virus de |la
parainfluenza, metaneumovirus, virus del sarampién, virus de las
paperas, virus de Epstein Barr, virus del herpes, citomegalovirus, virus
del dengue, virus de la fiebre amarilla, virus de la encefalitis
transmitida por garrapata, virus de la encefalltis Japonesa, virus de la
rubédola, virus de la encefalitis equina occidental, oriental vy
Venezolana; y virus de la iInmunodeficlencla humana.

4 Una formulacién de vacuna segin la reivindicacion 1
a 3, caracterizada porque comprende adiclonalmente uno o mas
agentes de divisién residuales.

5. Una formulacién de vacuna segdn la reivindicacién 4,
caracterizada porque el agente de division residual se selecciona a
partir del grupo que consiste en: laureth 8, NaDOC, grupo Sarcoslio,
Tween 80™ y Triton X100™.

6. Una formulacién de vacuna seg(n la reivindicacién 5,
caracterizada porque el agente de division residual es NaDOC o

Sarkosyl.
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7. Una formulacién de vacuna segln cualquiera de Ias
reivindicaciones 1-8 caracterizada porque comprende ademas un
agente estabillzador.

8. Una formulacién de vacuna segin la reivindicaciéon 7,
caracterizada porque el agente estabilizador es un agente tensioactivo.

9. Una formulacién de vacuna segun la relvindicacién 8,
caracterizada porque el agente tensioactlvo es solamente o una mezcla
de monooleato de sorbitano de polioxietileno (TWEENSB0O™), t-
octilfenoxlipolietoxietanol (TRITON X100™) y éter de polioxietileno-9-
laurilo.

10. Una formulacién de vacuna segin cualquiera de las
reivindicaciones precedentes caracterizada porque la vacuna se
formula para suministrarse intranasalmente.

11. Una formulacion de vacuna seglin cuaiquiera de las
relvindicaciones 1-9 caracterizada porque la vacuna se formula para
suministrarse intramuscularmente o subcutadneamente.

12. Una formulacién de vacuna segtn cualquliera de las
reivindicaciones 1-8 caracterizada porque la vacuna se formula para
suministrarse a través de la ruta transdérmica, intradérmica, intra-
opitelial o transcutanea.

13. Una formulacién de vacuna segin la relvindicacion
12, caracterizada porque la vacuna se formula para el suministro
intradérmico.

14. Una formulacién de vacuna segin cualquiera de las
reivindicaciones precedentes caracterizada porque comprende ademés
un adyuvante.

16. Una formulacién de vacuna segun la reivindicacion
14, caracterizado porque el adyuvante es éter de polioxietileno-9-

laurilo.

16
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16. Una formulacién de vacuna segin la relvindicaclén
14, caracterizada porque el adyuvante es un estimulante preferenciai
de respuesta de células TH1.

17. Una formulacién de vacuna segin la reivindicacién
16, caracterizada porque el estimulador preferencial de la respuesta' de
células TH1 se selecciona a partir del grupo de adyuvantes que
comprende: 3D-MPL, QS21, una mezcla de QS21 y colesterol, un
oligonucledtido de CpG y combinaciones de los mismos.

18. Una formulacién de vacuna segun la reivindicacién
17, caracterlzada porque el adyuvante es una formulacién adyuvante
vesicular que comprende colesterol, una saponina y un derivado LPS.

18. Una formulacién de vacuna segun cualqulera de las
reivindicaciones precedentes caracterizada porque comprende ademas
un portador.

20. Un método para producir una formulacion de vacuna
segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes caracterizado
porque comprende l0s pasos para

(a) dividir un virus con envolvente PIV o RSV,

(b) mezclar opclonalmente la preparacién del virus con
envolvente dividido con un agente estabilizador; y

(c) mezclar opcionalmente la preparacién del virus con
envolvente dividido con un adyuvante

21. Un método para producir una formulacién de vacuna
segan la reivindicacion 20, caracterizado porque la preparacion de
virus dividido se mezcla con un agente estabilizante, comprendiendo el
agente establlizante al menos un agente tensioactivo selecclonado a
partir del grupo que comprende monooleato de sorbitano de
polioxietileno (TWEENB0™); t-octilfenoxipolletoxietanol (TRITON

X100™); éter de polioxietileno-9-laurilo.
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22. EIl uso de una preparacién de vacuna de RSV o PIV
dividido en |la elaboracién de una vacuna.

23. EIl uso de una preparacién de vacuna de RSV o PIV
dividido en la elaboracién de una formuilacién de vacuna para la
profilaxis o tratamiento de la enfermedad.

24. Un juego para el suministro de una formulacién de
vacuna intranasal segin cualquiera de las reivindicaciones 1-19
caracterizado porque comprende:

(a) una preparacion de virus con envolvente RSV o PIV
dividido; y

(b) un dispositivo de suministro intranasal.

25. Un dispositivo de suministro intranasal caracterizado
porque comprende una formulacion de vacuna dividida segln
cualquiera de las reivindicaclones 1-18.

26. Un método para proteger o tratar un mamifero
susceptible a, o que padece la enfermedad ocasionada por el PIV o
RSV, caracterlzado el método porque comprende administrar una
cantidad eficaz de una vacuna segin cualquiera de las reivindicaciones
1-19. ’

27. Un método segun la relvindicacién 26, caracterizado
porque la vacuna se administra por la ruta intradérmica o intranasal.

28. El uso de una preparacién de vacuna de RSV o PIV
dividido en la elaboracién de una formulacibn de vacuna para el
suministro intranasal o intradérmico.

29. Una formulacién, método, uso, juego, o dispositivo
seglin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizados

porque la formulacién de vacuna es inmunogénica.

k!
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30. Una formulacién, método, uso, Juego, o dispositivo
segln la relvindicacién 29, caracterizados porque la formulacién de
vacuna es inmunogénica tanto en individuos seropositivos como

seronegativos.
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Clalms:

1. A vaccine formulation comprising a split enveloped virus preparation wherein
the virus is RSV or PIV.

2. A vaccine formulation a8 claimed in Claim 1 wherein the split enveloped virus
preparation comprises viral membrane fragments, viral membrane envelope proteins,
viral matrix and nucleoproteing,

3. A vaccine formnlation es claimed in Claim 1 ar Claim 2 wherein the vaccine
preparation additionally comprises another split virus selected from the group
congisting of: influenra virus, respiratory syncytial virus, parainfluenza virus,
metapneumovirus, measles virus, mumps virus, Epstein Barr virus, herpes virus,
cytomegalovirus, dengue virus, yellow fever virus, tick-borne encephalitis virus,
Japanese encephalitis virus, rubella virus, castern, western and Venezuelen equine
encephalitis viruses; and human immunodeficiency virus.

4, A vaccine formulation as claimed in any one of Claims 1 - 3 which
additionally comprises ono or more residual splitting agents.

5. A vaccine formulation as claimed in Claim 4 wherein the residual splitting
agent is selected from the group consisting of: laureth 9, NaDOC, Sarcosyl group,
Tween 80™ and Triton X100™,

6. A vaccine formulation according to Claim 5 wherein the reaidual splitting
agent is NaDOC or Sarkosyl.

7. A vaccine formulation as claimed in any one of Claims 1 - 6 which
additionally comprises a stabilising egent

8. A vaccine formuldtion as claimed in Claim 7 wherein the stabilising agent is a
surfactant,

E
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9. A veccine formulstion as claimed in claim 8 wherein the smrfactant is either
singly or a mixture of polyoxyethylane sarbitan monooleate (TWEENBO™), t-
octylphenoxypolyethoxyethanol (TRITON X100™) and polyaxyethylene-9-lauryl
cther.

r————

10. A vaccine formulation as claimed in any one of the preceding claims wherein
the vaccine is formulated to be delivered intranasally.

11. A vaccipe formulation as claimed in any one of Claims 1 — 9 wherein the
veccins is formmlated to be delivered intrammscularly or subcutanecusly.

12. A vaccine formulation as claimed in any one of claims 1-8 wherein the
vaccine is formulated to be delivered via the transdermal, intredermal, intre-epithelial
or transcutaneous route.

13. A veccine formmlation sccording to claim 12, wherein the vaccine is
formulated for intradarmal delivery.

14, A vaccine formulation as claimed in any one of the preceding claims which
additionally comprisas an adjuvant.

LRt SRR

R

15. A vaccine formulation according to claim 14 wherein the adjuvant is
polyoxyethylene-9-lauryl ether,

16. A vaccine formulation acconding to claim 14 wherein the adjuvant is a
preferential stimulator of TH1 cell response.

17. A vaccine formuiation as claimed in claim 16 wherein the preferential
stimulator of TH1-cell responss is selected from the group of adjuvants comprising:
3D-MFL, QS21, a mixture of QS21 and cholesterol, a CpQG oligonucleotide and
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18. A vaccins formulation according to claim 17 wherein the adjuvant is a

vesicular adjuvant formulation comprising cholesterol, a saponin and an LPS
detivative,

19. A vaccine formulation as claimed in any preceding claim which additionally
comprises a carrier.

20 A method of producing a vaccine formulation as claimed in any one of the
preceding claims which comprises the steps of

(a) splitting a PIV or RSV enveloped virus;

(b) optionally admixing tho split enveloped virus preparation with a stabilising agent;
m .

(c) optionally admixing the split enveloped virus preparation with an adjuvant.

21. A method of producing a vaccine formulation as claimed in Claim 20 wherein
the split virus preparation is admrixed with a stabilising agent, the stabilising agent
comprising at least one surfuctant selected from the group compriging
polyoxyethylens sorbitan moncoleate (TWEENBO™); t-
octylphenoxypolyethoxyethanot (TRITON X100™); polyoxysthylens-9-lanryl ether.

22.  Use of a split RSV or PIV vaccine preparation in the manufacture of a

23,  Use of a split RSV or PIV vaccine preparstion in the manufacture of a vaccine
formulation for the prophylaxis or trestment of disease.

24.  Akit for delivery of an intranasal vaccine formulation as claimed in any one
of claims 1 - 19 comprising:

(a) a split RSV or PIV enveloped virus preparation; and

(b) an intranasal delivery device,

75.  Anintranasal delivery device comprising & split vaccine formulation
according to any of claims 1-19.

TR
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26. A method for protecting or treating a mammal susceptible to, or saffering from
discaso caused by PIV or RSV, the method comprising edministering an effective
amount of a vaccine according to axy of claims 1-19.

27. A method according to claim 26, wherein the vaccine is administered by
intradermal or intranasal route.

28  Use of a split RSV or PIV vaccine preparation in the manufacture of a vaccine
formulation for intranasal or intradermal dalivery.

29 A formulation, method, use, kit, or device according to sy preceding claim,
wherein tha vaccine formulation is immunogenic.

30 A formulation, method, use, kit, or device according to claim 30, wherein the
vaccine formulation is immumogenic in both seropositive and seronegative

5>
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Bases del Reporte
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suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el articulo 14 estan
referenciados en eate reporte como “presentados originalmente® y no estin anexos a este reporte
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Descripcién, Piginas:

1-36 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, No.:

2
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Regla 23.1 (b)).

D el idioma de una publicacién de la solicitud internacional (segin la Regla 48.3 (b)).

D el idioma de la traduccién suministrada para el examen preliminar internacional {segin
las Reglas 55.2 y/o 55.3).

Respecto al nusleétido y/o secusnaia amino dalda revelado en la solicitud internacional, se
llevd a cabo el examen preliminar internacional segin el listado de secuencia:

[[] contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

|:| registrado junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.

D proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.
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4. Las modificaciones han resultado en la cancelacién de:

[] 1a descripcién, paginas
L] 1as reivindicaciones, Nos.

Forma PCT/IPEA/409 (casillas I-VIIL, hoja 1) (Julio 1998)
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|:| los dibujos, paginas

5. D Este reporte ha sido establecido como si (algunas) de las modificaciones no se hubiesen hecho, ya
que se ha considerado que van miis alli de la revelacion segin se presentd, como se indicé en
Casilla Suplementaria (Regla 70.2 (c)):

{Cualquier hoja de remplazo que contenga tales modificaciones debe ser referida bajo el item 1 y anexada a
este reporte.)

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

IIl. No-establecimisnto de opinién respecto a Ia novedad, nivel inventive y aplicabilidad industrial
1. Las preguntas como quiera que la invencién reivindicada parezca ser novedosa, para comprender un
nivel inventivo (para no ser obvio), o para ser aplicable industrialmente no se han examinado en relacion
con:
[] toda la solicitud internacional.
X 1as reivindicaciones Nos. 25-26(totalmente), 28-29 (parcialmente).

Porque:
E dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 25-26{totalmente), 28-29(parcialmente),

con respecto a la aplicabilidad industrial se relaciona con el siguiente asunto/materia que no

requiere examen preliminar Internacional (especificar):
Ver hoja separada

D la descripcifn, reivindicacionea o dibujos (indican elementos particulares a continuacién) o dichas
reivindicaciones Nos. Son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa {especifique):

[] 188 reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estin sustentadas tan inadecuadamente por la
descripciéon que no pudo formarse una opinién significativa.

EI no se ha establecido un informe de biisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos.
2. Un examen internacional significativo no puede llevarse a cabo debido a la falla del nucledtido y/o

listado de secuencia amino aAcida para cumplir con el estindar preparado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas:

D el formulario escrito no ha sido proporcionado o no cumple con el estindar.

D la forma legible por computador no ha sido proporcicnadoe 0 no cumple con el estédndar,

IV. Falta do unidad de invencién

1. En respuesta a la invitucidn para restringir o pagar derechoa adicionalea el solicitante ha:

[[] restringido 1as reivindicaciones.

Forma PCT/IPEA/409 (casillas -VIII, hoja 2 ) (Julio 1998)
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D pagado derechos adicionales.

D pagado derechos adicionalea bajo protesta.

D ni restringido ni pagado derechos adicionales.

2, E] Esta Autoridad encontré que el requisito de unidad de invencién no se ha cumplido y escogi6, de
conformidad con la Regla 68.1, no invitar al solicitante para que restrinja o pague derechos

adicionales.

3. Esta Autoridad conaidera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con les Reglas 13.1, 13.2

y 13.3

[:l se ha cumplido.

& no se ha cumplido por las siguientes razones:

wer hoja separanda.

4. Por consiguiente, las siguientes partes de la solicitud internacional fueron el objeto del examen
preliminar internacional para establecer en este reporte:

E Todas las partes.

D Las partes que se relacionan con las reivindicaciones Noa.

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicacionss que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién

Novedad (N) Si:
No:

Nivel inventivo (IS) Si:
No:

Aplicabilidad industrial (IA) Si:

No:

2. Citas y explicaciones
Ver hoja separada

Forrma PCT/IPEA/4Q9 (casillas I-VIII, hoja 3 ) (Julic 1998)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

1-18, 23-26
19-22, 27-29

1-18, 23-26
19-22, 27-29

1-24, 27 (totalmente), 28-29(parcialmente)
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Re ltem |

Bases del reporte

1. Las enmiendas presentadas el 30.10.02 no introducen un objeto adicional, que se
extienda mas alla del contenido de la solicitud segin se presenta. Por lo tanto, las
enmiendas cumplen los requisitos del Articulo 34(2)(b) PCT.

Re Item llI

N establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabliidad

industrial

1. Las reivindicaciones 25-26 (completamente) y 28-29 (parciaimente) estan dirigidas a
un método de tratamiento del cuerpo humano/animal. Por lo tanto, se relacionan
con un objeto considerado por esta Autoridad cubierto por las disposiciones de la
Norma 67.1(iv) PCT. Por consiguiente, no se formulara ninguna opinién respecto a
la aplicabilidad industrial del objeto de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)a)(i)
PCT.

Re item IV

Faita de unidad de la Invencién

1. La Autoridad de Basqueda Intemacional encontré 2 (grupos de) invenciones en
esta solicitud interacional (ver ISR).

Re item V
Afirmacién razonada de conformidad con el Articulo 35(2) respecto a novedad,
nivel Inventivo y aplicabllidad industrial; citaclones y explicaciones que sustentan
dicha afiraclién
1. Se hace referencia a los siguientes documentos:

(D1) EP-A-0 864 646

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 1) (EPO-Abril 1997)
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(D2) GB-A-2001 326

(D3) US-A-4 206 014

(D4) GB-A-1486 557

(D5) DATABASE BIOSIS [En linea] BIOSCIENCES INFORMATION
SERVICE, PHILADELPHIA, PA, US; 1989 TRET'YAKOV YU K ET AL:
‘DIVISION DEL VIRUS DE PARAINFLUENZA TIPO 3 Y LA EVALUACION
DE LA ACTIVIDAD INMUNOGENICA DE VACUNAS DIVIDIDAS' Acceso a
la base de datos no. PREV199090051148 XP002193127 & IZVESTIYA
AKADEMII NAUK KAZAKHSKOI SSR SERIYA BIOLOGICHESKAYA, no. 6,
1989, paginas 60-63, ISSN: 0002-3183

2. Novedad

2.1

El objeto de la reivindicacion 1, que se relaciona con una formulacién de vacuna
que comprende una preparacion del virus RSV recublerta y dividida, en la cual el
vius comprende fragmentos de membrana viral, proteinas recubiertas de
membrana viral, matriz viral y nucleoproteinas, es novedoso en el sentido del
Articulo 33(2) PCT, porque una formulacién de vacuna que tiene una matriz viral y
nucleoproteinas no ha sido revelada en la técnica anterior.

D2 revela vacunas que tienen virus de parainfluenza o virus Synctial Respiratorio
(RSV), en el cual la preparacién del virus contiene (nicamente glicoproteinas
aisladas y se divide por medio de la adicién de un detergente catiénico (ver pagina

1).

Las reivindicaciones dependientes 2-18 por lo tanto son novedosas (Articulo 33(2)
PCT).

Los documentos D1 y D3-D5 no se consideran que destruyen la novedad para el
objeto de las reivindicaciones 1-18, ya que se relacionan con las preparaciones
del virus de la parainfluenza (PIV):

- D1 revela una vacuna dividida, que comprende el virus de la parainfluenza
(PIV) (ver reivindicaciones 1, 2, 14-17, y la pagina 3, lineas 35-38).

Forma PCI/Hoja Separada 409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)
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2.2

23

2.4

- D3 se refiere a las vacunas de las preparaciones del virus de la
parainfluenza que habfan sido divididas por medio de la adiciéon de un detergente
(ver la columna 2, llneas 37-62, columna 3, llneas 1-3 y 64-68, y las
reivindicaciones).

- D4 se refiere a vacunas de virus dividido que comprenden, por ejemplo,
preparaciones del virus de la parainfluenza.

- D5 ensefla la posibilidad de usar el detergente MESK para dividir el virus de
la parainfluenza tipo 3, para obtener una vacuna dividida no infecciosa (ver
resumen).

Las reivindicaciones 19-20 se relacionan con un método para producir una
formulacion de vacuna caracterizada Unicamente por el paso de dividir un virus
recubierto RSV. La division del virus RSV para una vacuna es bien conocida en la
técnica. Por lo tanto, el método reivindicado es conocido y por lo tanto estas
reivindicaciones no son novedosas (Articulo 33(2) PCT).

Las reivindicaciones 21-22 y 28-29, que se relacionan con el uso de vacunas
divididas RSV tampoco son novedosas (Articulo 33(2) PCT), ya que sus
caracteristicas ya han sido reveladas en D1 (ver reivindicaciones, paginas 3-5 y
Ejemplos), D2 (ver paginas 1 y 3), D3 (ver Ejemplos) y D4 (ver paginas 1-5).

Las reivindicaciones 23-26 se relacionan con un equipo, un dispositivo intranasal y
con un método para proteger o tratar a un mamifero administrandole la vacuna de
las reivindicaciones 1-18. Estas reivindicaciones son novedosas (Articulo 33(2)
PCT), ya que dicha vacuna también se considera novedosa.

3. Nivel inventivo

3.1

En la técnica anterior no se menciona un equipo para administracion de la
formulacién de la vacuna reivindicada. También la preparacién de la vacuna de las
reivindicaciones 1-18 parece ser més inmunogénica que las preparaciones que
usan Unicamente protelnas de membranas del virus. No se considera obvio para
la persona experta considerar el tener un dispositivo para administracién
intranasal junto con esta nueva preparacién ni un método de tratamiento que use
estas vacunas nuevas.

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 3) (EPO-Abril 1997)
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No se menciona en la técnica anterior un posible aumento en lainmunogenicidad de la
preparacién RSV usando todo el virus. Por el contrario, se sugiere y prefiere el
aislamiento de las protelnas de membrana.

Por lo tanto, las reivindicaciones 1-18 y 23-26 parecen comprender un nivel
inventivo (Articulo 33(3) PCT).

4. Algunas objeclones para aclarar:

- El solicitante debe estar consciente del hecho de que el uso de expresiones
como “opcionalmente” (reivindicacién 19) no tiene un efecto limitante sobre
el alcance de la reivindicacién; es decir, la caracteristica que sigue a dicha
exprasion debe considerarse como enteramente opcional (ver Lineamientos
l11-4.6)

- Las reivindicaciones 25-26 se refieren a una enfermedad y a un tratamiento
de una enfermedad, sin mayor caracterizacion de dicha enfermedad. Estas
reivindicaciones no son claras (Articulo 6 PCT).

5. Para la evaluacién de las reivindicaciones presentes 25-26 (completamente) y 28-29
(parcialmente) respecto a la pregunta de sl son industriailmente aplicables, no existen
criterios unificados en los Estados Contratantes del PCT. La patentabilidad también
puede depender de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no
reconoce como aplicable industriaimente el objeto de las reivindicaciones al uso de
un compuesto en el tratamiento médico, pero puede pemmitir, sin embargo,
reivindicaciones de un compuesto conocido para un primer uso en el tratamiento
médico y el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un
tratamiento médico nuevo.

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 4) (EPO-Abril 1997)
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intemational preliminary examination report and its annaxes, If any, established on the intemational application.

A copy of the report and Its annexaes, If any, is being transmitted to the Intemnational Bureau for communication
to all the elected Offices.

Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English transiation of the
report (but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices.

The applicant must enter the national phase before sach elected Office by performing certain acts (flling
translations and paying national fees) within 30 monthe from the priority date (or later In some Offices) (Article
39(1)) (see also the reminder sent by the Intomaﬂonal Bureau with Form PCT/18/301).

Where a translation of the Intemational application must be fumished to an elected Office, that translation must
contaln a translation of any annexes io the Intemational preliminary examination report. It Is the applicant’s
responelbility to prepare and fumish such transiation directly to each elected Office concemed.

For I‘unh.er detalls on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, sse Volume Nl of the
PCT Applicant’'s Guide. .

For the purpose of deciding whether the claimed invention is patentable or not, the elected Offices may apply
criterla additional to or different from the criteria on which the intemational prefiminary examination report Is
based (see Articles 27(5), 33(5)). Additional criteria may include e.g. exemptions from patentabliity and the
requirements of enabling disclosure and of clarity and suppont of claims.
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I. Basis of the report

1. With regard to the elements of the interational application (Replacemnent sheets which have been fumished to
the receiving Office in response Io an invitation under Arlicle 14 are refarred to in this report as “originally filed”
and are not annexed to this report since they do not conitain amendments (Rules 70.16 and 70.17)).
Description, pages:

1-36 as originally filed
Claims, No.:
1-29 as received on 30/10/2002 with letter of 28/10/2002

Drawings, sheets:

1/18-18/18 as originally filed

2. Wih ragard to the language, all the elements marked above were avallable or furnished to this Authority in the
language in which the intarnational application was filed, unlesas otherwise Indicated under this item.

These elements were available or fumnished to this Authority in the following language: , which Is:

O the language of a translation fumished for the purposas of the intemational search (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)).

0 the language of a translation fumnished for the purposes of ntemational preliminary examination (under Rule
55.2 and/or 55.3).

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application, the
international preliminary examination was carried out on the basle of the sequenca listing:

contained in the Intemational application in written form.

flled together with the intemational application in computer readable form.
fumished subsequently to this Authority In written form.

fumished subsequently to this Authority In computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the discloaure in
the intemational application aa filed has been fumished.

The statement that the Information recorded In computer readable form s identical 1o the written sequence
listing has been fumished.

O OO0O00O0

4. The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages:
0 the clalms, Nos.:

Form PCTAIPEAMO9 (Baxse VI, Sheet 1) (July 1996)
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O the drawings, sheets:

5. O This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since thay have been
consldered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)):

{Any replacement sheet containing such amendmenis must be referred o under item 1 and annexed to this
report.)

6. Additional observations, if necessary:

lil. Non-establishment of opinion with regerd to noveity, inventive step and induetrial applicabliity

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or fo be Indusirially applicable have not been examined In respect of:

O the entire intemational application.

B claims Nos. 25-26(iotally),28-29 (partially).

because:

E the said iIntemational application, or the said claims Nos. 25-26(totally), 28-26(partially), with respect to
industrial applicability relate to the following subject matter which doas not require an intemational
preliminary examnination (specify):

500 separats sheet

O the description, claims or drawings (indicate pariicular efements beiow) or sald claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

O the clalms, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

O no intemational search report has been established for the said claims Nos. .
2. A meaningful intemational preliminary examination cannot be carried out due to the fallure ot the nuclectide

and/or amino acid sequences listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions:

O the written form has not been fumished or does not comply with the standard.
O the computer readable form has not been fumnished or does not comply with the astandard.

IV. Lack of unity of Invention
1. In responee to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has:

[0 restricted the claims.

Form PCTAPEA/400 (Boxes I-VIIl, Sheet 2) (July 1996)



INTERNATIONAL PRELIMINARY

EXAMINATION REPORT

Mo
b7

Intemational application No. PCT/EP01/11328

pald additional fees.

O O O O

pald additional fees under protest.

neither restricted nor paid additional fees.

This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied and chose, according to Rule

68.1, not to invite the applicant to restrict or pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is

O complied with.

& not compiied with for the following reasons:

seo soparate sheot

4. Consequently, the following parts of the International application were the subject of intemational preliminary
examination in astablishing this report:

B all parts.

O the parts relating to claims Nos. .

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, Inventive step or Industrial applicabliity;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelly (N) Yes:
No:
Inventive step (IS) Yes:
No:

industrial applicabllity (IA)  Yes:

No:

2. Chiations and explanations
see separate sheet

Claims
Claims

Claime
Claima

Claims
Claims

Form PCTAPEA/408 (Boxes I-VIN, Sheet 3) (July 1996)
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1-18,23-26
19-22,27-28

1-24,27 (totally),28-28(partially)
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Re item |
Basis of the report

1. The amendments filed on 30.10.02 do not introduce additional subject-matter, which
extends beyond the content of the application as filed. Therefore, the amendments
meet the requirements of Article 34(2)(b) PCT.

Re ]
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicability

1. Claims 25-26 (totally) and 28-29 (partially) are directed to a method of treatment of
the human/animal body. They relate therefore to subject-matter considered by this
Authority to be covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no
opinion will be formulated with respect to the industrial applicability of the subject-
matter of these claims (Article 34(4)(a)(i) PCT).

Re ltem IV
Lack of unity of invention

1. The Intemational Searching Authority found 2 (groups of) inventions in this
intemnational application (see ISR).

Re Item
Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step r
Industrial applicabllity; citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made to the following documents:

(D1) EP-A-0 864 646

Form PCT/Separate Sheet/400 {Sheet 1) (EPO-Aprl 1687)
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(D2) GB-A-2 001 326
(D3) US-A-4 206 014
(D4) GB-A-1 486 557

(D5) DATABASE BIOSIS [Online} BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US; 1989 TRET'YAKOV YU K ET AL: 'SPLITTING
OF PARAINFLUENZA VIRUS TYPE 3 AND THE EVALUATION OF SPLIT
VACCINE IMMUNOGENIC ACTIVITY' Database accession no.
PREV199090051148 XP002193127 & IZVESTIYA AKADEMII NAUK
KAZAKHSKOI SSR SERIYA BIOLOGICHESKAYA, no. 6, 1989, pages 60-

o 63, ISSN: 0002-3183

2. Novelly

2.1 The subject-matter of claim 1, relating to a vaccine formulation comprising a spilit
enveloped RSV virus preparation, wherein the virus comprises viral membrane
fragments, viral membrane envelope proteins, viral matrix and nucleoproteins, is new
in the sense of Article 33(2) PCT, because a vaccine formulation having viral matrix
and nucleoproteins Is not disclosed in the prior art.

D2 discloses vaccines having parainfluenza virus or Respiratory Synctial virus (RSV),
wherein the virus preparation contains only igolated glycoproteins and is splited by
the addition of a cationic detergent (see page 1).

Dependent claims 2-18 are therefore also novel (Article 33(2) PCT.
Documents D1 and D3-D5 are not considered to be novelty destroying for the
subject-matter of claims 1-18, as they relate to parainfluenza virus (PIV)

preparations:

- D1 discloses a split vaccine, comprising parainfluenza virus (PIV) (see claims 1, 2,
14-17, and page 3, lines 35-38).

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-Ap 1887)
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- D3 refers to vaccines of parainfluenza virus preparations which had been splited by
addition of a detergent (see column 2, lines 37-62, column 3, lines 1-3 and 64-68,
and claims).

- D4 refers to split virus vaccines comprising, for example, parainfluenza virus
preparations.

- D5 teaches the possibility of using the detergent MESK for splitting parainfluenza
virus type 3, for obtention of a noninfectious split vaccine (see abstract).

2.2 Claims 19-20 relate to a method for producing a vaccine formulation only
characterised by the step of splitting a RSV enveloped virus. The splitting of RSV
virus for a vaccine is well known in the art. Thus, the claimed method is known and
therefore these claims are not novel (Article 33(2) PCT).

2.3 Claims 21-22 and 28-29, relating to the use of RSV split vaccines are also not novel
(Article 33(2) PCT), as their features are already disclosed in D1 (see claims, pages
3-5 and Examples), D2 (see pages 1 and 3), D3 (see Examples) and D4 (see pages
1-5).

2.4 Claims 23-26 relate to a kit, an Intranasal device and to a method for protecting or
treating a mammal by administering the vaccine of claims 1-18. These claims are
novel (Article 33(2) PCT), as such a vaccine is also considered to be novel.

3. Inventive step

3.1 In the prior ant, there is no mention to a kit for delivery of the claimed vaccine
formulation. Also the vaccine preparation of claims 1-18 seem to more immunogenic
than preparations using only membrane proteins of the virus. It is not considered to
be obvious for the skilled person to consider to have an intranasal delivery device
together with this new preparation nor a method of treatment using these new
vaccines.

Thera is no mention in the prior art for a possible increase in the immunogenicity of

Form PCT/Separda Sheet/400 (Shost 3) (EPO-Aprdl 1897)
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the RSV preparation by using the whole virus. In contrary, the isolation of membrane
proteins is suggested and preferred.

Thus, claims 1-18 and 23-26 seem to involve an inventive step (Article 33(3) PCT).
4. Some clarity objections:

- The applicant should be aware of the fact that the use of expressions like
“optionally" (claim 19) has no limiting effect on the scope of the claim; that is to say,
the feature following such expression is to be regarded as entirely optional (see
Guidelines l11-4.6)

- Claims 25-26 refer t0o a disease and treatment of a disease, without further
characterising said disease. These claims are not clear (Article 6 PCT).

5. Forthe assessment of the present claims 25-26 (totally) and 28-20 (partially) on the
question whether they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the formulation of
the claims. The EPO, for example, does not recognize as industrially applicable the
subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment, but may
allow, however, claims to a known compound for first use in medical treatment and
the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new medical
treatment.

Form PCT/Saparals Shest/408 (Sheet 4) (EPO-Aprl 1997)
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Claims:

1. A vaccine formulation comprising a split enveloped RSV virus preparation,
wherein the split enveloped virus preparation comprises viral membrane fragments,
viral membrane envelope proteins, viral matrix and nucleoproteins.

2 A vaccine formulation as claimed in claim 1 wherein the vaccine preparation
additionally comprises another split virus selected from the group consisting of:
influenza virus, respiratory syncytial virus, parainfluenza virus, metapneumovirus,
measles virus, mumps virus, Epstein Barr virus, herpes virus, cytomegalovirus,
dengue virus, yellow fever virus, tick-borne encephalitis virus, Japanese encephalitis
virus, rubella virus, eastern, western and Venezuelen equine encephalitis viruses; and

human immunodeficiency virus.

3 A vaccine formulation as claimed in claim 1 or 2 which additionally comprises

one or more residual splitting agents.

4 A vaccine formulation as claimed in Claim 3 wherein the residual splitting
agent is selected from the group consisting of: 1aureth 9, NaDOC, Sarcosyl group,
Tween 80™ and Triton X100™,

1
5 A vaccine formulation according to Claim 4 wherein the residual splitting

agent is NaDOC or Sarkosyl.

6 A vaccine formulation as claimed in any one of Claims 1 - 5 which

additionally comprises a stabilising agent

7 A vaccine formulation as c]?imed in Claim 6 wherein the stabilising agent is a
surfactant.

8 A vaccine formulation as claimed in claim 7 wherein the surfactant is either
singly or a mixture of polyoxyethylene sorbitan monooleate (TWEENS0™), t-
octylphenoxypolyethoxyethanol (TRITON X100™) and polyoxyethylene-9-lauryl
cther.

AMENDED SHEET
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9 A vaccine formulation as claimed in any one of the preceding claims wherein
the vaccine is formulated to be delivered intranasally.

10 A vaccine formulation as claimed in any one of Claims 1 — 8 wherein the
vaccine is formulated to be delivered intramuscularly or subcutaneously.

11 A vaccine formulation as claimed in any one of claims 1-8 wherein the

vaccine is formulated to be delivered via the transdermal, intradermal, intra-epithelial

or transcutaneous route.

12 A vaccine formulation according to claim 11, wherein the vaccine is
formulated for intradermal delivery.

13 A vaccine formulation as claimed in any one of the preceding claims which

additionally comprises an adjuvant.

14 A vaccine formulation according to claim 13 wherein the adjuvant is
polyoxyethylene-9-lauryl ether.

15 A vaccine formulation according to claim 13 wherein the adjuvant is a
preferential stimulator of TH1 cell response.

16 A vaccine formulation as claimed in claim 15 wherein the preferential
stimulator of TH1-cell response is selected from the group of adjuvants comprising:
3D-MPL, QS21, a mixture of QS21 and cholesterol, a CpG oligonucleotide and
combinations thereof.

17 A vaccine formulation according to claim 16 wherein the adjuvant is a
vesicular adjuvant formulation comprising cholesterol, a saponin and an LPS

derivative.

18 A vaccine formulation as claimed in any preceding claim which additionally

comprises a carrier,

AMENDED SHEET
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19 A method of producing a vaccine formmulation as claimed in any one of the

preceding claims which comprises the steps of

(a) splitting an RSV enveloped virus;

(b) optionally admixing the split enveloped virus preparation with a stabilising agent;

and

(c) optionally admixing the split enveloped virus preparation with an adjuvant.

20 A method of producing a vaccine formulation as claimed in Claim 19 wherein
the split virus preparation is admixed with a stabilising agent, the stabilising agent
comprising at lcast one surfactant selected from the group comprising
polyoxyethylene sorbitan monooleate (TWEENSQ™); t-
octylphenoxypolyethoxyethanol (TRITON X100™); polyoxyethylene-9-lauryl ether.

21 Use of a split RSV vaccine preparation in the manufacture of a vaccine.

2 Use of a split RSV vaccine preparation in the manufacture of a vaccine
formulation for the prophylaxis or treatment of discase.

23 Akit for delivery of an intranasal vaccine formulation as claimed in any one
of claims 1 - 18 comprising:

(a) a split RSV enveloped virus preparation; and

(b) an intranasal delivery device.

24 An intranasal delivery device comprising a split vaccine formulation according to
any of claims 1-18.

25 A method for protecting or treating a mammal susceptible to, or suffering
from disease caused by RSV, the method comprising administering an
effective amount of a vaccine according to any of claims 1-18.

26 A method according to claim 25, wherein the vaccine is administered by
intradermal or intranasal route. '

AMENDED SHEET
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27  Use of a split RSV vaccine preparation in the manufacture of a vaccine
formulation for intranasal or intradermal delivery.

28 A formulation, method, use, kit, or device according to any preceding claim,

wherein the vaccine formulation is immunogenic.

29 A formulation, method, use, kit, or device according to claim 28, wherein the
vaccine formulation is immunogenic in both seropositive and seronegative
individuals.
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PREPARACION DE VIRUS CON ENVOLVENTE DIVIDIDO

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencidén se refiare a formulaciones de vacuna que
comprenden una preparacién de virus con envolvents dividido en la
que el virus es RSV o PIV, métodos para preparar tales formulaciones,
y al uso de tales formulaciones en la prevencién o tratamiento de la

enfermedad.

Y6
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PREPARACION DE VIRUS CON ENVOLVENTE DIVIDIDO

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a formulaciones de
vacuna novedosas, métodos para la elaboracién de tales vacunas y al
uso de tales vacunas en la profilaxis o terapia de la enfermedad. En
particular, la presente invencién se refilere a vacunas que comprenden

preparaciones de virus con envolvente dividido.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un virus con envolvente es uno en el cual el nicleo de
virus se encuentra rodeado por una envolvente exterior rica en lipidos
con contenido de protelnas virales.

En una modalidad particular, el virus con envolvente
dividido de la formulacién de vacuna de la presente invencién se deriva
del virus sincitial respiratorio {(RSV) o virus de la paralnfluenza (PIV).
A manera de ejemplo, se describe aspecificamente el RSV.

El virus sincitial respiratorio humano es un miembro de la
familla Paramixoviridiae de los virus y ocasiona enfermedades del
tracto respiratorio inferior, particularmente en nifios pequefios y bebés.
Reportes recientes sugieren que RSV es también un patégeno
importante en adultos, particularmente los anclanos.

RSV es un virus con envolvente con un genoma de acido
ribonucléico (ARN) de cepa negativa de 15,222 nucledtidos que
codifica para 11 ARNs mensajeros, codiflcando cada uno para un solo
polipéptido. Tres de las once proteinas son proteinas de superficie de
transmembrana: las protelnas G (unién), F (fusién) y SH. Una proteina
es la protelna de matriz de virién (M), tres protelnas son componentes

del nucleocéapsido (N, P y L), vy 2 proteinas son no estructurales (NS1 y
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NS2). Hay dos protelnas adicionales M2-1 y M2-2, Existen dos sub-
grupos antigénicamente distintos de RSV, los subgrupos designados A
y B. La caracterizacién de las cepas de estos sub-grupos ha
determinado que las diferencias principales residen en las proteinas G,
mientras que se conservan las proteinas F.

El virus sincitial respiratorio (RSV) ocurre en las epldemias
de temporada, que alcanza un maximo durante el Iinvierno en
ambientes templados y durante la temporada de lluvias en climas mas
calidos.

El RSV es una causa importante de serias enfermedades
del tracto respiratorio inferior en nifios. Se calcula que 40-50% de los
nifos hospitalizados con bronqulolitis y 25% de los nifios
hospitalizados con neumonia se encuentran hospitalizados como
resultado directo de infecciones del RSV. La infecclon del RSV
primaria ocurre generalmente en nifos menores al afio de edad; 95%
de nifios tilenen evidencla serolégica de infecclones anteriores a los
dos afios de edad y 100% de la poblacion la tienen en la edad adulta.

En infantes y nifios pequefios, la infeccién progresa del
tracto respiratorio superior al inferlor en aproximadamente 40% de los
casos y la presentacién clinica es ia de la bronquiolltis o la neumonia.
Los nifios de dos a seis meses de edad se encuentran en gran riesgo
de desarrollar manifestaciones serlas de la infecclon con el RSV
(principalmente fallas respiratorias); sin embargo, los nifios de
cualquler edad con enfermedad cardiaca o pulmonar fundamental,
infantes prematuros, e infantes inmunocomprometidos, se encuentran
también en riesgo de serias complicaciones.

La reilnfeccién sintomética ocurre a lo largo de la vida y se
ha vuelto crecientemente aparente que el RSV es tamblén un
importante patégeno adulto, especialmente para los anclanos.

La Infeccién del RSV es ciertamente casi subdiagnosticada
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en adultos, en parte debldo a que se considera que es una Infecclén de
nifios. Consecuentemente, la evidencla del virus en adultos no se
busca con objeto de explicar las enfermedades respiratorias. Ademas,
el RSV es diflcil de identificar en secreciones nasales provenientes de
personas que tienen cierto grado de inmunidad parcial al virus, como la
gran mayoria de adultos. Los adultos J[6venes hasta los adultos de
edad medla desarrollan tipicamente un sindrome de tipo de resfriado
persistente cuando se Infecta con RSV. Las poblaciones envejecidas
pueden desarrollar un sindrome respiratorio prolongado el cual es
virtualmente indistinguible de la influenza, con sIntomas respiratorios
superiores los cuales pueden acompafiarse por una intervencién del
tracto respiratorio inferior, incluyendo la neumonfa. Las poblaciones
anvejecidas institucionalizadas son de particular preocupaclién, puesto
que comprenden grandes naGmeros de personas susceptibles agrupadas
conjuntamente. La dispersitn de la infeccién a través de tal poblacién,
muchos de quienes tienen miltiples problemas médicos que pueden
predisponerios a un transcurso mas severo de la enfermedad, es dificil
de controlar.

Ademas, los reportes de estudios recientes que evalGan el
impacto de la infeccidon del RSV como una causa de hospitalizaclén en
adultos y ancianos saludables que residen en |la comunidad abordan
también un papel importante de la infeccién del RSV en enfermedades
severas del tracto respiratorio inferior en estas poblaciones. Se ha
identificado al RSV como uno de los cuatro patégenos mas comunes
que ocaslonan enfermedades severas del tracto respiratorio Inferior
que dan como resultado la hospitalizacidn de adultos. Se demostréd
también que las infecciones serias del RSV en personas ancianas no
se limitan a sanatorios o situaciones de epldemia. En su lugar, la
infeccibn de RSV es una causa predecible de enfermedades serias

enire pacientes ancianos que residen en la comunidad. De modo
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similar a las hospitalizaciones para la influenza A, aquellos
relacionados con infecciones del RSV se asociaron con una morbilidad
substancial, como se evidencla por permanenclas prolongadas en el
hospital, proporciones altas de admisibn de cuidado intensivo, y
proporclones altas de soporte ventilador.

Estos estudios abordan la necesidad médica y econdmica
de una vacuna eficaz la cual pueda evitar complicaciones severas de
infeccién de RSV en infantes, adultos y ancianos tal como los ancianos
institucionalizados y los anclanos saludables que residen en la

comunidad. Consideraciones similares aplican igualmente para el PIV,

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencién proporciona una formulacién de
vacuna que comprende una preparacién de virus con envolvente
dividido en la que el virus es el virus sincitial resplratorio o el virus de
la parainfluenza.
De manera adecuada, la formulacién de vacuna comprende

ademds un excipiente farmacéuticamente aceptable.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las formulaciones de vacuna de la presente invencién se
derivaran a partir de virus con envolventes que sean capaces de
dividirse. El| virus con envolvente puede derivarse a partir de una gran
varledad de fuentes que incluyen virus de origen humano o animal. De
manera adecuada, el virus es RSVA, RSvB, PIV 1, PIV 2 o PIV 3.
Donde el virus es de origen animal, la fuente es preferentemente
bovina. Donde el virus es de origen animal, tal como de origen bovino,
el virus es preferentemente un virus recombinante.

La formulacién de vacuna de la invencién comprende

opcionalmente otro virus dividido selecclonado a partir del grupo que

SO
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consiste en: virus de la influenza, virus sincitial respiratorio, virus de la
parainfluenza, metaneumovirus, virus del sarampién, virus de las
paperas, virus de Epstein Barr, virus del herpes, citomegalovirus, virus
del dengue, virus de la fiebre amariilla, virus de la encefalitis
transmitida por garrapata, virus de la encefalitis Japonesa, virus de la
rubédola, virus de Ia encefalitis equina occidental, orlental vy
Venezolana; y virus de la inmunodeficiencia humana.

La formulacién de vacuna de la invencién comprende
opcionalmente un antigeno o antigenos derivados de patégenos en
combinacidén con la preparacién dividida, para proporcionar proteccioén
adicional contra la enfermedad. Los antigenos adecuados, los cuales
no necesitan provenir de preparaciones de divisiébn, incluyen por
ejemplo antigenos derivados de cualquiera de los virus listados
anterlormente y patégenos que ocasionan enfermedades respiratorias
tales como Streptococcus Pneumoniae.

Preferentemente, las formulaclones de vacuna de la
presente invencidbn son capaces de estimular una respuesta
inmunolégica protectora conira el virus con envolvente después del
suministro.

La divisibn del virus se lleva a cabo al interrumpir o
fragmentar todo el virus, infeccioso (de tipo silvestre o atenuado) o no
infecciosos (inactlvado, por ejemplo), con una concentraciébn de
interrupcién de un agente de divisién el cual es generalmente, pero no
necesariamente, un agente tensioactivo. El virus a dividirse puede ser
también un virus recombinante quimérico, que tiene elementos
inmunogénicos derivados de méas de un virus diferente. La interrupcién
da como resultado una solubllizacién completa o parcial de todas las
protelnas de virus que altera la integridad del virus.

De manera adecuada, se obtiene un virus dividido al

contactar el virus PIV o RSV con un agente de divisién de acuerdo con
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la presente invencién para Interrumpir completamente |la envolvente
viral. Otras protelnas virales se vueiven preferentemente solubllizadas
parcialmente o completamente. La pérdida de integridad después de la
divisibn hace no Infecciosos al virus lo cual puede evaluarse por
pruebas de concentracion in vitro adecuadas. Una vez interrumpida la
envolvente viral, las protelnas generalmente no se encuentran
asocladas con virlones Intactos completos. Otras protelnas virales son
preferentemente solubilizadas parclalmente o completamente y por lo
tanto no se encuentran asociadas, o solamente asocladas en parte,
con virlones intactos compietos después de la divisién.

El efecto del agente de divisién en la envolvente viral y las
protelnas virales puede seguirse por la migraciéon del virus dividido y
de proteinas virales en experimentos de amortiguadores de sacarosa
con visualizacién por andlisis Western Blot y microscopia electrénica,
como se describe en la presente.

La preparaciébn de vacunas divididas de acuerdo con la
invencién puede involucrar los siguientes pasos de eliminacion de los
agentes de dlvision y una parte o la mayoria del material lipido viral.
El proceso para la preparacién del virus con envolvente dividido puede
incluir ademdas un clerto nimero de pasos de filtracién diferente y/o
otros pasos de separacién tales como ultracentrifugacion,
ultrafiltracién, centrifugacion zonai y pasos cromotograficos en una
variedad de combinaciones, y opcionalmente un paso de inactivacién,
por ejemplo, con formaldehldo o B-propiolactona o tratamiento de UV
que puede llevarse a cabo antes o después de la divisibn. E| proceso
de divisién puede llevarse a cabo como un proceso por lotes, continuc
o semi-continuo.

Las vacunas dlvididas de acuerdo con la invencién
contienen generaimente fragmentos de membrana y proteinas de

envolvente de membrana asl como tamblén las protelnas de no

St
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membrana tales como la protelna de matriz viral y la nucleoproteina en
ausencia de virlones completos significativos. Las vacunas divididas
de acuerdo con la Invencién contendran generalmente la mayoria o
todas las proteinas estructurales de virus aunque no necesariamente
en las mismas proporciones que ocurren en todo el virus. Las
preparaciones de virus dividido preferidas comprenden al menos la
mitad del complemento de las protelnas estructurales virales,
preferentemente todas esas proteinas. Por otra parte, las vacunas de
subunidad consisten esencialmente de una o unas cuantas protelnas
virales altamente purificadas. Por ejemplo, una vacuna de subunidad
podria contener protelnas de superficie virales purificadas las cuales
son conocidas por ser responsables de producir los anticuerpos
deseados neutralizantes del virus después de la vacunacioén.

En esta invencion pueden utilizarse diversos agentes de
divisién tales como los agentes tensioactivos ibnicos y no ibnicos asi
como también otros diversos agentes reactivos. Los sejemplos de
agentes de divisién atiles en el contexto de la invencidn inciuyen:

1. Acidos blllares y derivados de los mismos. Los
aclidos billares Incluyen &cido célico, acido desoxicdlico, acido cdlico
quenodesoxi, 4acido |litocédlico, acldo wursodesoxicélico, éacido
hiodesoxicélico y derivados de tlpo glico-, tauro-, amidopropil-1-
propanosulfénico, derivados de amidopropil-2-hidroxi-1-
propanosulfénico de los acidos biliares anteriormente mencionados, o
N.N-bis(3Dgluconoamidopropll)desoxicolamida. Un ejemplo particular
es el desoxicolato de sodio — NaDOC.

2. Los agentes tensloactivos no idnicos tales como
octoxinoles (la serie Triton™), éteres de polioxietileno tales como
monooleato de sorbitano de polioxietileno (Tween 80™), y éteres o
ésteres de polioxitileno de la férmula general (l):

(1) HO(CH;CH20),-A-R
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donde n es 1-50, A es un enlace o —C(0)-, R es Cy.s0 alquilo o fenil C,.
so alquilo, y combinaciones de dos o méas de estos. Los ejemplos
particulares son; Tween 80™, Triton X-100™ y laureth 9,

3. Alquilglucésidos o aliquiltioglucésidos, donde la
cadena de alquilo se encuentra entre C6-C18, tipicamente entre C8 y
C14, la mitad de azlcar es cualquier pentosa o hexosa o
combinaciones de las mismas con diferentes enlaces, de tipo 1->6, 1-
>5, 1->4, 1->3, 1->2. La cadena de alqullo puede ser saturada, no
saturada y/o ramificada;

4. Los derivados de 3 anteriormente cltados, donde uno
0 mas grupos hidréxilo, preferentemente el grupo hidréxilo 68 se
modiIfica{n), como los ésteres, etoxilatos, sulfatos, éteres, carbonatos,
sulfosuccinatos, isetionatos, etercarboxilatos, compuestos de amonio
cuaternario;

5. Azlcares de acilo, donde la cadena de acilo se
encuentra entre C6 y C18, tipicamente entre C8 y C12, la mitad de
azGcar es cualquler pentosa o hexosa o combinaciones de las mismas
con diferentes enlaces, de tipo 1->6, 1->5, 1->4, 1->3, 1->2, La
cadena de acilo puede ser saturada, no saturada y/o ramificada;

8. Las sulfobetainas de la estructura R-N,N-(R1,R2)-3-
amino-1-propanosulfonato, donde R es cualquler cadena de alquilo o
arilalquilo entre C6 y C18, tipicamente entre C8 y C16. La cadena de
alquilo R puede ser saturada, no saturada y/o ramificada. Las cadenas
de alquilo de R1 y R2 entre C1 y C4, tipicamente C1,

7. Las betainas de la estructura R-N,N-(R1,R2)-glicina,
donde R es cualquier cadena de alquilo entre C6 y C18, tipicamente
entre C8 y C16. La cadena de alquilo puede ser saturada, no saturada
y/o ramificada. R1 y R2 son cadenas de alquilo entre C1y C4,
tipicamente C1;

8. El polioxietilenoalquiléter de la estructura R-(-O-
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CH2-CH2-)n-OH, donde R es cualquler cadena de alquilo entre C8 y
C20 tipicamente entre C8 y C14. La cadena de alquilo puede ser
saturada, no saturada y/o ramificada. n se encuentra entre § y 30,
tipicamente en-tre 8y 25,

9. N,N-dialquil-glucamidas, de ia estructura R-(N-R1)-
glucamida, donde R es cualquier cadena de alqullo entre C6 y C18,
tiplcamente entre C8 y C12. La cadena de alquilo puede ser saturada,
no saturada y/o ramificada o clclica. R1 y R2 son cadenas de alquilo
entre C1 y C6, tipicamente C1. La mitad de azlicar puede modificarse
con pentosas o hexosas,

10. Hecameg: (6-0-(N-heptil-carbamoli)-metil-alfa-D-
glucopiranosida);

11. Alquilfenoxipolletoxietanol de la estructura R-C6H4-
O-(-CH2-CH2-)n-OH, donde R es cualquier cadena de alquilo entre C6
y C18, tipicamente CB8. La cadena de alqullo puede ser saturada, no
saturada y/o ramificada (n>=3);

12. Los compuestos de amonlo cuaternarios de la
estructura R, -N* (-R1, -R2, -R3), donde R es cualquler cadena de
alqullo entre C8 y C20, tipicamente C20. La cadena de alquilo puede
ser saturada, no saturada y/o ramificada. R1, R2 y R3 son cadenas de
alquilo entre C1 y C4, tipicamente C1;

13. Sarcosilo: sal de Na de N-Laurilsarcosina;

14. CTAB (bromuro de amonio de trimetllo de cetilo) o
Cetavion.

Los mas preferidos son NaDoc y Sarcosilo. Los agentes
de dlvisiébn se incuban de manera adecuada a temperatura ambiente
con el virus a dlvidirse, por ejemplo, durante toda la noche, para
efectuar la divislébn. Pueden utllizarse combinaciones de agentes de
divisidon, seglin sea apropiado.

La preparacibn de Ila vacuna dividida contiene

5SS
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preferentemente al menos un agente tensioactivo que puede ser en
particular un agente tensloactivo no idnico. El uno o méas agentes
tensioactivos puede(n) ser residual(es) del proceso de divisién, y/o
agregarse al virus después de la divisibn. Se considera que el material
de antigeno de divisién se estabiliza en presencia de un agente
tensioactivo no idnico, aunque se comprenderd que la Iinvenclén no
depende de esto siendo necesariamente el caso. Los agentes
tensioactivos no ibnicos establlizadores adecuados incluyen Ilos
octoxinoles (la serie Triton™), éteres de polioxietileno tales como
monooleato de sorbitano de polioxietileno (Tween 80™), y éteres o
ésteres de polioxitileno de la férmula general (1):
(I) HO(CH2CH20),-A-R

donde n es 1-50, A es un enlace o —C{0O), R es C,.50 alquilo o fenil Cy.s
alquilo, y combinaciones de dos o0 més de estos.

Los agentes tenslioactivos no idnicos preferidos derivados
de la serie Triton incluyen Triton X-100 (t-octilfenoxipolietoxietanol),
Triton X-185, Triton X-205, Triton X-305 o Triton X-405, Triton N-101.
Se preflere particularmente Triton X-100.

Los agentes tensioactivos no i6nicos preferidos incluyen
ademéas pero no se restringen a, éteres de polioxietileno de la férmula
general (I) anteriormente descrita, en particular: éter de polioxietilen-8-
laurilo, éter de polloxietilen-9-estearilo, éter de polioxietilen-8-
estearilo, éter de polioxietilen-4-laurilo, éter de polioxietilen-35-laurilo,
y éter de polioxietilen-23-laurilo. Muy preferentemente, el éter de
polioxietileno es éter de polioxietilen-8-laurilo (laureth 9). Los
términos o nombres alternativos para éter de laurilo de polioxietileno
se describen en el registro CAS. El nomero de registro de CAS de éter
de polioxiatilén—s-laurilo es: 9002-92-0. Los éteres de polioxietileno
tales como éter de laurilo de polioxietlleno se describen en el Manual

Merck (12* ed.: entrada 7717, Merck & Co. Inc., Whitehouse Station,
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N.J. EUA; ISBN 0911910-12-3). Se forma laureth 8 al hacer reaccionar
6xido de etileno con aicohol de dodeclilo, y tiene un promedio de nueve
unidades de 6xido de etileno.

Preferentemente, la concentracién final de agente
tensioactivo estabilizador presente en la formulacién de vacuna final se
encuentra entre 0.001 a 20%, mas preferentemente 0.01 a 10%, y muy
preferentemente hasta aproximadamente 2% (p/v). Donde se
encuentran presentes uno o mas agentes tensioactivos, estos se
encuentran generalmente presentes en la formulacién final a una
concentracién de hasta aproximadamente 2% cada uno, generalmente
hasta una concentracién de aproximadamentie 1% cada uno,
tipicamente a una concentracién de hasta aproximadamente 0.6% cada
uno, y mas tiplcamente en residuos de hasta aproximadamente 0.2% o
0.1% cada uno. Cualquler mezcla de agentes tensioactivos puede
estar presente en las formulaciones de vacuna de acuerdo con la
invencion.

El virus con envolvente puede producirse por réplica en
una estructura celular adecuada, en suero 0 en un proceso sin suero.
El virus de desarrollo de cultivo de tejidos puede producirse por
ejemplo en células humanas tales como MRC-S.'WI-aa. HEp-2 o
células de simio tales como células AGMK, Vero, LLc-Mkz, LLc-Mk2,
FRhL, FRhL-2 o bovinas tales como MDBK, o células caninas tales
como MDCK, o células primarias tales como fibroblastos de embrién de
pollo, o cualquier otro tipo celular adecuado para la produccién de un
virus para propédsitos de vacuna que incluyen clones derivados de las
Ilneas celulares anteriormente mencionadas.

La preparacibn de vacunas divididas se combina
preferentemente con un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los
exciplentes farmacéuticamente aceptables utilizados pueden ser

aquellos que son convencionales en el campo de preparaclén de
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vacunas. Los excipientes utilizados en cualquier formulacién de
vacunas determinadas seran compatibles ambos uno con otro y con los
ingredientes esenciales de la composicion de tal manera que no haya
interaccién lo cual deterioraria el rendimiento de los ingredientes y los
agentes activos, si hay alguno. Todos los excipiantes deben ser por
supuesto no tdéxicos y de una pureza suficiente para volverlos
adecuados para uso humano. Son bien conocldos en la materia los
eJemplos adecuados de exciplentes.

La formulacibn de vacunas puede incluir también
preferentemente un adyuvante el cual puede ser un portador y/o un
Inmunoestimulante. EIl adyuvante puede ser residual a partir del
proceso de divisién, y/o agregarse al virus después de la divisiébn. Los
adyuvantes adecuados para su uso en las vacunas de la presente
Invencién son bien conocidos en la materia.

Consecuentemente, un aspecto adiclonal de la presente
invencién proporciona una formulacién vacuna que comprende una
preparacion de vacunas del virus sincitlal respiratorio dividido o el
virus de parainfluenza dividido en combinacién con un adyuvante. De
manera adecuada, la formulaciébn comprende también un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

La forma de adyuvante adecuada para su uso depende
generalmente del medio de administracion de la vacuna. Las
preparaciones de vacuna de la presente Invenciéon pueden utilizarse
para proteger o tratar un mamifero susceptible a, o que padece de
enfermedades, al administrar dicha vacuna a través de:

(a) una ruta mucosa, tal como la ruta
oral/bucal/intestinal/vaginal/rectal o nasal;

(b) por suministro parenteral, por ejemplo, Intramuscular, o
administraciéon subcutanea; o

(c) por suministro transdérmico, intradérmico, intra-epitelial

R X
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o transcutaneo.

La invencion se extiende a tales métodos de tratamiento y
proteccion.

Las preparaciones de vacuna de la presente invencién
pueden administrarse opcionalmente por una combinacidon de las rutas

listadas.

ministr rla ruta mucosal

Aparte de pasar por alto el requisito de las Inyecciones
dolorosas y el efecto negativo asociado en el acatamiento del paciente
debldo al “miedo a la aguja®, la vacunaclén mucosal tal como por un
método intranasal es atractiva dado que se ha mostrado en animales
que la administracion mucosal de antigenos tiene una buena eficacia
para inducir respuestas protectoras en las superficies mucosales, la
cual es la ruta de entrada de muchos patégenos. En la vacunacién, se
ha sugerido que la vacunacién mucosal, tal como la vacunacién
intranasal, pueda inducir inmunidad mucosal no solamente en la
mucosa nasal, sino también en sitios mucosales distantes tales como
la mucosa genital.

La administracién intranasal de acuerdo con la Invencion
puede estar en forma de gotitas, atomizador, o en polvo. lLas
formulaciones de vacuna nebulizadas ¢ en aerosol forman parte
también de esta invencién. Las formulaciones entéricas tales como
capsulas gastro-resistentes y granulos para la administracién oral,
supositorios para la administracion rectal o vaginal y ampollas para la
administracién bucal u oral también forman parte de esta invencion.

Una ruta mucosal de administracion preferida de la vacuna
de la invenclén es a través de la ruta intranasal.

Puede utllizarse cualquier adyuvante adecuado para el

suministro intranasal, y en cualquier forma adecuada, tal como una
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soluclén, una solucién no vesicular, una suspensiéon o un polvo. Los
adyuvantes preferidos incluyen aquellos ejemplificados en WO
99/52549 cuyo contenido completo se incorpora para referencia. Los
adyuvantes preferidos incluyen, pero no se limitan a, agentes
tensioactivos no idnicos tales como Tween80™, Triton X-100™ vy
laureth 9, y combinaciones de los mismos.

Los agentes tensioactivos no iénicos pueden combinarse
ventajosamente con un inmunoestimulante tal como un derlvado no
téxico de lipido A que incluye aquellos descritos en US 4,912,094 y GB
2,220,211, incluyendo los derivados no tdéxicos de llpido A de
monofosforilo y difosfortio tal como lipido A de monofosforilo 3-de-O-
acllado (3D-MPL) y lipido A de difosforilo 3-de-O-acilado. Una
combinacién preferida es Laureth-9 combinada con 3D-MPL. Los
inmunoestimulantes anteriores pueden utilizarse también en
formulaciones sin agentes tensioactivos no iénicos, donde sea
apropiado.

En una modalidad adicional de la presente Invencioén, el
adyuvante es una toxina ribosilante de ADP o mutante de la misma.
Los ejemplos de tales toxinas son la Toxina Labil de Calentamlento
{LT) derlvada del E. coli, y mutantes de la misma tales como LTR182G,
y fragmentos de estas toxinas tales como el componente de unién de
gangliésido (LTB).

Los dispositivos preferidos para |a administracién
intranasal de las vacunas de acuerdo con la invencidn son los
dispositivos atomizadores. Los dispositivos atomizadores nasales
adecuados se encuentran comercialmente disponibles por Becton
Dickinson, Pfeiffer GMBH y Valois.

Los dispositivos atomizadores preferidos para uso
intranasal no dependen de su rendimlento en la presién aplicada por el

usuario. Los dispositivos de umbral de preslén son particularmente
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(itiles debido a que el liquido se libera de la boquilla solamente cuando
se alcanza una presién de umbral. Estos dispositivos hacen mas féacil
lograr un atomizador con un tamafio de gotita regular. Los dispositivos
de umbral de presién adecuados para su uso con ia presente invencién
son conocidos en la materia y se describen por ejemplo en WO
91/13281 y EP 311 863 B. Tales dispositivos se encuentran
actualmente disponibles por Pfeiffer GMBH y se describen también en
Bommer, R. Advances in Nasal drug delivery Technology,
Pharmaceutical Technology Europe, Septiembre de 19989, p26-33.

Los dispositivos iniranasales preferidos producen gotitas
(medidas utilizando agua como el liquido) en el rango de 1 a 500 ym.
Debajo de 10 pym existe un riesgo de inhalacidon, por lo tanto es
deseable tener no mas de aproximadamente 5% de gotitas debajo de
los 10 um.

El suministro de bi-dosis es una caracteristica preferida
adicional de un sistema de suministro intranasal para su uso con las
vacunas de acuerdo de acuerdo con la invencién. Los dispositivos de
bil-dosis contienen dos subdosis de una sola dosis de vacuna, una sub-
dosis para la administracién a cada fosa nasal.

La invencién proporciona en un aspecto adicional un juego
farmacéutico que comprende un dispositivo de administracién
intranasal como se describe en la presente que contiene una
formulaclén de vacuna de acuerdo con la invencién o que comprende
un dispositivo de administracién intranasdl y una formulacién de
vacuna separada para su uso con ese dispositivo. La Invencion
proporciona también un dispositivo de suministro intranasal que
comprende una formulaclén de vacuna dlvidida de la presente
invencién.

Este aspecto de la invencidén no se limita necesarlamente

para atomizar el suministro de formulaciones llquidas. Las vacunas de
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acuerdo con la invencidon pueden administrarse en otras formas, por
ejemplo, como polvo.

Las vacunas de la presente invencidn pueden
administrarse también a través de la ruta oral. En tales casos, el
exciplente farmacéuticamente aceptable puede Incluir también
reguladores alcalinos, cépsulas entéricas, microgranulos y/o tener
forma de ampollas.

Las vacunas de la presente invencién pueden determinarse
también por Jla ruta vaginal. En tales casos, los excipientes
farmacéuticamente aceptables pueden Incluir tamblén emulsores,
polimeros tales como CARBOPOL®, y otros aestabilizadores conoclidos
de cremas y supositorios vaginales. Las vacunas de la presente
invencién pueden administrarse también por la ruta rectal. En tales
casos, los exclpientes pueden incluir también ceras y polimeros

conocidos en la materia de formacién de supositorios rectales.

Rutas Parenterales

Ademaéas, las vacunas de la presente invenclén pueden
suministrarse parenteralmente, por ejemplo, por administraclén
intramuscular, o subcutédnea. En esta circunstancia, se prefiere un
adyuvante el cual es un estimulante preferencial de una respuesta de
TH-1.

Una respuesta inmunolégica puede distinguirse
ampliamente en dos categorias, slendo una respuesta Inmunolégica
humoral {anticuerpos)} o mediada por células (CTLs, células auxlliares
T, células NK). Tanto en ratones como en humanos, los subconjuntos
de células auxiliares T (Th) funcionalmente distintas, conocidas como
células Th1 y Th2 se caracterizan por los patrones de citoquinas que
producen. Histéricamente, las respuestas inmunolégicas humorales y

mediadas por células se han asoclado con las respuestas de tipo Th2 y
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las respuestas de tipo Th1, respectivamente. Estas dos formas
polarizadas de Ila respuesta inmunologica celular especifica
proporcionan un modelo Gtil para explicar los diferentes mecanismos
ejecutores involucrados en la proteccién contra diversos patogenos.
Las respuestas predominantes de Th1 son eflcaces en la erradicacién
de los agentes infecclosos, incluyendo los patégenos intracelulares.
Las respuestas de Th2 contribuyen a la protaccién contra las formas
extracelulares de los patégenos.

La distincidn de las respuestas inmunolégicas de tipo Th1
y Th2 no es absoluta. En realidad, un individuo puede soportar una
respuesta inmunolbégica que se describa por ser predominantemente
Th1 o predominantemente Th2. EIl mecanismo por el cual las células
TH son responsables para la dicotomia Th1/Th2 se describldé
primeramente en ratones cuando Mosmann y colegas proporcionaron
evidencia de que la estimulacién de antigeno de las células Th dio
como resultado el desarrollo de patrones restringidos y con
estereotipos de produccién citoquina (Mosmann, T.R. y Coffman, R.L.
(1889) TH1 y TH2 cells: different patterns of lymphokine secretion lead
to different functional properties. Annual Review of Immunology, 7,
p145-173). En el sistema murino, las célufas Th1 producen citoquinas
tales como IFN-y y mejoran la activacién de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos y la hipersensibilidad de tipo retrasado.
Las células Th1 se encuentran Involucradas también en la regulacién
de la produccidén de anticuerpos de IgG2a. Las células murinas Th2
producen citoquinas tales como IL-4 e IL-5 y se encueniran
involucradas en la regulacién de las respuestas humorales; més
especificamente los Isotlpos IgG1 e IgE.

Se conoce que algunos adyuvantes de vacuna son
particularmente adecuados para la estimulaciéon de respuestas de tipo

Th1 o Th2. Tradicionalmente, los mejores indicadores del balance
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Th1:Th2 de la respuesta inmunolégica después de una vacunacién o
Infeccién Incluyen la medicion de los isotipos de anticuerpo de
antigeno especifico, tales como la proporclén IgG2a:1gG1 en ratones.

Consecuentemente, un adyuvante de tipo Th1 es uno que
estimula las poblaciones de células T de antigeno de vacuna
especifico para producir niveles altos de citoquinas de tipo Th1.
También Induce respuestas de Inmunoglobulina de antigeno especifico
asociadas con isotipos de tipo Th1 (tal como IgG2a) en ratones.

Los adyuvantes que son capaces de estimulaclén
preferencial de la respuesta de céiulas TH1 se describen en la

Solicitud de Patente Internacional No. WO 94/00153 y WO 95/17208.

El lipido A de monofosforilo 3-De-O-acilado (3D-MPL) es .

uno de tales adyuvantes. Esto se sabe a partir de GB 2220211 (Ribl).
Quimicamente es una mezcla de llpido A de monosfosforlio 3-De-O-
acllado con 4, 5 0 6 cadenas aciladas y se elabora por Corixa Montana.
Una forma preferida de llpido A de monofosforilo 3-De-O-acilada se
describe en la Patente Europea 0 689 454 B1 (SmithKline Beecham
Biologicals SA).

Preferentemente, las particulas de 3D-MPL son lo
suficlentemente pequefias para flitrarse estérlles a través de una
membrana de 0.22 micrones (como se describe en la Patente Europea
nuamero 0 889 454). 3D-MPL se encontrara presente en el rango de 10
ug-100ug preferentemente 25-50 pg por dosis en la que el antigeno se
encontrara tiplcamente presente en un rango de 2-50 pg por dosis.

Otro adyuvante preferido comprende QS21, un fragmento
purlficado de Hplc derivado de la corteza de QulllajJa Saponarla Molina.
Opcionalmente esta puede mezclarse con lipido A de monofosforilo 3-
De-0-acllado (3D-MPL), opcionaimente junto con un portador.

El méiodo de produccibn de Q821 se describe en la

Patente de E.U. No. 5,057,540.
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Las formulaciones de adyuvantes no reactogénicos que
contienen QS21 se han descrito con anterioridad (WO 96/33739).
Tales formulaciones que comprenden QS21 y colesterol han mostrado
ser exitosos adyuvantes estimulantes de Th1 cuando se formulan
conjuntamente con un antigeno. Consacuentemente, Ilas
composiciones de vacuna que forman parte de la presente invencién
pueden incluir una combinacién de Qs21 y colesterol.

Los adyuvantes adicionales que son estimulantes
preferenciales de respuesta de células TH1 incluyen ollgonucledtidos
inmunomoduladores, por ejemplo, secuencias de CpG no metiladas
como se describe en WO 98/02555.

Las combinaciones de diferentes adyuvantes estimulantes
de TH1, tales como aquellas mencionadas con anterioridad, se
contemplan también proporcionando un adyuvante el cual es un
e-stimulante preferaencial de respuesta celular TH1. Por ejemplo, QS21
puede formularse conjuntamente con 3D-MPL. La proporcibn de
QS21:3D-MPL se encontrara tipicamente en el orden de 1:10 a 10:1;
preferentemente 1:5 a 5:1 y frecuentemente substancialmente 1:1. EI
rango preferido para la sinergia 6ptima es 2.5:1 a 1:1 de 3D-
‘MPL:QSZ1.

En una modalidad preferida de la presente invencion, la
formulacibn de vacuna comprende una formulacién de adyuvante
vesicular que comprende colesterol, una saponina y un derivado de
LPS. Sobre este aspecto, la formulacién de adyuvante preferida
comprende una veslicula unilamelar que comprende colesterol, que
tiene una bicapa lipida que comprende preferentemente colina de
fosfatidilo de dloleollo, en la que la saponina y el derivado de LPS se
encuentran asoclados con, o Incorparados dentro de la bicapa ilpida.
Méas preferentemente, estas formulaciones de adyuvante comprenden

QS21 como la saponina, y 3D-MPL y el derivado de LPS, en el que la
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proporciéon de QS21:colesterol va desde 1:1 a 1:100 peso/peso, y muy
preferantemente 1:5 peso/peso. Tales formulaciones de adyuvante se
describen en EP 0 822 831 B, cuya descripcién se incorpora en la
presente para referencla.

Preferentemente, también se encuentra presente un
portador en la composicibn de vacunas de acuerdo con la Invencién.
El portador puede ser una emulsibn de aceite en agua, estructuras
lipidas tales como liposomas o colonias micelares 0 una sal de
aluminio, tal como fosfato de aluminio o hidroxido de aluminio.

Una emuisléon preferida de aceite en agua comprende un
acelite capaz de metabolizarse, tal como escualeno, alfa tocoferol y
Tween 80. Ademas, la emulsién de aceite en agua puede contener
Span 85 y/o lecitina y/o tricaprilina.

En un aspecto particularmente preferido, los antigenos en
la composlcién de la vacuna de acuerdo con la invencldn se combinan
con 3D-MPL y alumbre.

. La administracion en humanos de Q821 y 3D-MPL,
tipicamente se presentara en una vacuna en el rango de 1ug - 200ug,
tal como 10-100ug, preferentemente 10ug- 50pug por dosis. EIl aceite
en agua tipicamente comprendera escualeno desde 2 hasta 10%, alfa
tocoferol desde 2 hasta 10% y Tween 80 desde 0.3 hasta 3%.
Preferentemente, la proporcion de escualeno: alfa tocoferol es igual a
o menor que 1 dado que éste proporciona una emulsion méas estable.
El Span 85 puede tamblén estar presente a un nivel de. 1%. En
algunos casos puede ser ventajoso que las vacunas de la presente
invencién contengan ademas un estabilizador.

Las emulsiones no toxicas de acelte en agua contienen
preferentemente un aceite no téxico, por ejemplo escualano,
escualeno, y emulsor, por ejemplo Tween 80, en un portador acuoso.

El portador acuoso puede ser, por ejemplo, salmuera regulada con
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fosfato.
Una formulacién de adyuvante particularmente potente que
involucra QS821, 3D-MPL y tocoferol en una emulsién de acelte en agua

se describe en WO 95/17210.

Rutas transdérml ntradérmi intra-epiteliales o transcutaneas.

La presente invencibn también puede utllizarse para
inducir una respuesta inmunolégica contra los antigenos virales cuando
se aplican en la plel {(suministro transdérmico, Intradérmico, intra-
epitelial o transcutaneo). Esto incluye, pero no se limita a, parches
(WO97/48440, WO008/28037, WO096/64580), cremas, suministro
mediado por electroporacién y suministro ballstico tal como por gas
comprimido. Los parches pueden Incluir opcionalmente dispositivos
para Interrumpir la integridad de la piel.

El suministro intradérmico puede lograrse en humanos, por
ejemplo, por la técnica convencional de inyeccién Intradérmica, el
*procedimiento Mantoux”. Este comprende los pasos para la limplieza
de la piel, y después se estira con una mano, y con el bisel de una
aguja de una medida estrecha (medida 26-31) orientada hacia arriba la
aguja se inserta en un angulo de entre 10 — 15°. Una vez que se
Inserta el bisel de la aguja, se baja el barril de |a aguja y se avanza
adicionalmente mlentras que se aplica una ligera presién para elevarlo
bajo la plel. El liquido se Inyecta después muy lentamente formando
asl una ampolla o chichén en la superficie de la piel, seguido por el
retiro lento de la aguja.

Puede utilizarse cualquler adyuvante adecuado con la
vacuna de la presente invencidén para el suministro Intradérmico.
Preferentemente, el adyuvante comprende MPL, QS21 y colesterol.
Preferentemente, el adyuvante intradérmico comprende una

formulacién de adyuvante vesicular que comprende colesterol,
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saponina y un derivado de LPS como se describe anterlormente con
respecto a la administracién parenteral. Para suministro transdérmico
la vacuna puede también ser adyuvante mediante la adlcién de toxinas
ribosilantes de ADP o mutantes de |las mismas.

Se apreciara que cualquiera de los adyuvantes anteriores
los cuales son adecuados para cualquiera de las rutas de vacunacién
descritas anteriormente pueden ser adecuados tamblén para su uso a
través de cualquier otra ruta, y tales combinaciones se incluyen
especificamente e individualmente en ia presente invencion.

Las formulaciones de la presente Invencién pueden
utilizarse para ambos propésitos profilactico y terapéutico.
Consecuentemente, la presente invencién proporciona un método de
tratamiento a un mamlifero susceptlble a o que pade.ce dé una
enfermedad infecciosa, particularmente una infecclén del PIV o RSV o
enfermedades relacionadas con tales Infecciones. El método
comprende |la administracién al mamifero de una cantidad eficaz de
una formulacién de vacuna de acuerdo con la prasente invencién. En
un aspecto adicional de la presente invencléon ésta proporciona una
vacuna como se describe en la presente para su utllizacién en
medicina.

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

Las vacunas pueden suministrarse en cualquier régimen de
dosificacién adecuado, tal como en regimenes de una dosis o de dos
dosis. La vacuna puede utilizarse en poblaciones Jovenes e

imprimadas.

Donde se emplea el suministro de 'IN, nosotros preferimos -

que la formulacién comprenda un adyuvante y/o se entregue a

individuos ya imprimados por la exposicién a RSV o PIV.
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La presente invencién se refiere adicionalmente a un
método para producir una formulaclén de vacuna la cual comprende los
pasos para:

(a) dividir un virus con envolvente;

(b) mezclar opclionalmente la preparacién del virus con envolvente
dividido con un agente establlizador; y

(c) mezclar opcionalmente la preparacion del virus con envolvente
con un adyuvante (portador y/o Inmunoestimulante)

Preferentemente el virus s RSV o PIV.
Consecuentemente, el método comprende los pasos (a) y (b), (a) y (c),
o {a) (b) y (c). Consecuentemente, el agente estabilizador que
comprende al menos un agente tensioactivo seleccionado a partir del
grupo que comprende monooleato de sorbitano de polioxietileno
(TWEENBO™), t-octilfenoxipolietoxietanol (TRITON X100™); éter de
polioxietileno-9-laurilo.

Opcionalmente la vacuna producida de esta manera se
mezcla con un portador.

La presente invencién se llustra por, pero no se encuentra
limitada a, los siguientes Ejemplos y Figuras, donde:

La Figura 1 ilustra un Western Blot de RSVA dividido con
un anticuerpo anti F;

La Figura 2 llustra un Western Blot de RSVA dividido con
un anticuerpo anti M2,

La Figura 3 ilustra un Western Blot de RSVA dividido con
un anticuerpo anti G;

La Figura 4 llustra un Western Blot de RSVA dividido con
un anticuerpo anti N;

La Figura 5 ilustra la materia prima de RSV/A visualizada
por EM;

La Figura 6 llustra RSV/A dividido con NaDOC visualizado
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por EM;

La Figura 7 ilustra RSV/A dividido con Sarkosyl visualizado
por EM,;

La Figura 8 ilustra Concentraciones (Post Il) de
Anticuerpos de Anti-FG (ELISA) en ratones Iimprimados inmunizados
con RSV dividido por rutas intramuscular o intranasal;

La Figura 8 llustra Concentraciones (Post 1l) de
Anticuerpos Neutralizantes Anti-RSV/A en ratones imprimados
inmunizados con RSV dividido por las rutas intramuscular o Intranasal;

La Figura 10 ilustra las Respuestas de Isotipo de Antl-FG
IgG (Post Il) en ratones imprimados inmunizados son RSV dividido por
rutas intramuscular o intranasal;

La Figura 11 llustra las Concentraciones (Post 1)
Anticuerpos de Antl-FG (ELISA) en ratones imprimados Inmunizados
con RSV dividido por rutas intramuscular o intranasal,

La Figura 12 ilustra las Concentraciones de Anticuerpos
{(ELISA) de Anti-FG en ratones no imprimados inmunizados con RSV
dividido por la ruta Iintramuscular;

La Figura 13 Illustra concentraciones de anticuerpos
neutralizantes anti-RSV/A en ratones no imprimados inmunizados con
RSV dividido por la ruta intramuscular;

La Figura 14 ilustra Respuestas de Isotipo de 1gG Anti-FG
en ratones no imprimados Inmunizados con RSV dividido por la ruta
intramuscular;

La Figura 15 Illustra Concentraciones de Anticuerpos
(ELISA) de Anti-FG en ratones no imprimados inmunizados con RSV
dividido por la ruta intranasal;

La Figura 16 ilustra Concentraciones de Anticuerpos
Neutralizantes Anti-RSV/A en ratones no imprimados inmunizados con

RSV dlvidido por la ruta intranasal;
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La Figura 17 ilustra las Cont‘{mtraclones de Anticuerpos
(ELISA) Anti-FG en conejillos de Indias imprimados; inmunizados con
RSV dividido por las Rutas Iintradérmicas o Intramusculares; y

La Figura 18 ilustra Concentraciones de Anticuerpos
Neutralizantes Anti-RSV/A en conejillos de Indias Imprimados

inmunizados con RSV dividido por la ruta intradérmica.

EjJemplo1 Generaclén de virus divididos.

Los virus con envolventes derivados a partir de una
variedad de familias de virus se dividen por la adicién de agentes
divididos tales como los agentes tensioactlvos. La divisléon se evalGa
por la caracterizacion de la migracién de los virus divididos en
gradientes de sacarosa o amortiguadores con visualizacidén por anélisis
de SDS-PAGE/Western blot y por examinacién directa de productos
virales divididos utilizando la evaluacién de microscopia electrénica.

Los virus divididos descritos en estos ejemplos incluyen
representantes de una variedad de familias de virus con envolventes.
Por ejemplo, se evalGan los miembros de la famllia Paramixoviridae
(virus sincitiales A y B, virus-3 de la parainfluenza, virus de las
paperas, y sarampion), familia Togaviridae (virus de rubéola) y la
familia Herpesviridae (virus de Epstein Barr, citomegalovirus, o virus
de herpes simple).

El acto de interrupcién de !a particula viral (divisiébn) se
lleva a cabo por la adicion de un agente de divisibn tales como un
agente tensioactivo en concentraciones solubilizadas en las
preparaciones virales libres de células. En particular, los acidos
biliares y alquilglic6sidos se utilizan como agentes tensioactivos. Los
agentes tensioactivos, solos o en diversas combinaciones, se agregan

o incuban para permitir que el proceso llegue a su término. Todos los
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virus se almacenan pendientes de su evaluacién por microscopla
electrénica.

La evaluaclion de la division eficlente se lleva a cabo
iniciaimente utilizando gradiente de sacarosa o centrifugacién de
amortiguador. Brevemente, las muestiras no tratadas o tratadas con
agentes tensioactivos se aplican a gradientes/amortiguadores de
sacarosa y los fragmentos analizados en geles de SDS-PAGE. La
migracién de todos los tipos de proteinas de viridn en las fracciones
solubles iIindica una divislén eficlente. Las muestras calcularon
eficientemente la dlvisidn por el analisis de sacarosa-SDS-PAGE se
analizan adiclonalmente por microscopla electronica. Las muestras se
visuallzan utilizando técnicas convencionales de teflido negativo.

Se llavaron a cabo los sigulentes experimentos de divisién

especifica ean RSV y PIV,

1.1 Condiciones del cultivo celular.

Se replicaron RSV/A/Largo humano y PIV-3 de tipo
silvestre en células VERO en un proceso libre de suero estacionario.
Antes de la Infecciodn, las células VERO crecieron durante 4 dlas hasta
lograr la confluencia. Las condiclones de produccién de virus se
adaptaron a cada virus: MOI 0.03, 4 dias para RSV/A y MOl 0.01, §
dlas para PIV-3 a 37 °C. El dia de la cosecha, se recuperaron los
fluidos celulares después de la lisis y la adicién de estabilizadores y se

almacenaron Inmedlatamente a -70 °C.

1.2 Purificacién del Virus.

Después de la clarificacibn por centrifugacién a 1000*g
durante 10 min, las particulas de los virus se comprimieron a partir del
sobrenadante por una precipitacién de PEG 6000. EIl comprimido se

volvié a suspender en Tris 50 mM-NaCl 50 mM-MgS0O4 2 mM pH de 7.5
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regulador seguido de un tratamliento de benzonasa. Esta solucién se
ultrafiltr6 en una membrana AGT de 500 kD contra 5 volGimenes de
salmuera regulada con fosfato, se diafiltr6 después contra 5 volimenes
de regulador de fosfato pH de 7.5.

Se produjeron particulas virales Intactas como se confirma
por EM y centrifugacién en un amortiguador de sacarosa como se

describe en la presente. Se determind la concentraclién de proteina.

1.3 Division del virus

Las particulas virales se dividieron por la adicion de un
agente de divisiébn a la preparacion viral libre de células.

Para ser eficaz, un detergente debe utillzarse por encima
de su concentracién micelar critica, cmec. Todos los detergentes se
utilizaron en una concentracion final superior a su valor cmc. Se
estudié la proporcién D/P (proporcidn de detergente/proteina). Se
alcanzd la division exitosamente con una proporcién D/P 25, lo cual
se prefiere.

Se utllizaron los sigulentes detergentes a una
concentracién de 2% para dividir las particulas de virus; Desoxicolato
de Sodio, Sarkosyl, Plantacare y Laureth 8.

Después de la division, las soluciones se sometieron a
dialisis contra el regulador de formulacién (PO4 10 mM/NaCl 150 mM
pH 7.5) para la extraccion del exceso de detergente.

E!l proceso de divisién se resume a continuacién:

RSV-A: Hola de flujo de purificaclén de virus

Clarificacion de la cosecha
Centrifugaclién en un rotor Beckman JA10 a 3500 RPM (1000*g)

+4°C durante 10 min.

Sobrenadante clariflcado

6
18
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10% de precipitacion de PEG 6000

1h30 a baja agitacién a +4°C
Centrifugaciéon a 3500 RPM {1000*g)-20 min
Comprimido resuspendido en 50 mM de Tris - 50 mM de NaCl - 2mM
de MgSO4 pH de 7.5 regulador.

Tratamiento de benzonasa
A 125 unidad/ml

Incubacién minima de 4 horas bajo agitacién

ULTRAFILTRACION: AGT — VAGE4A — 500 Kd ~ 420 cm®

5 vol contra PO4(na) 10 mM — 150 mM de NaCl pH de 7.5 seguido por
5 volimenes de 20 mM de PO4 (Na) pH de 7.5

Divisién
Adicién de detergente => final al 2% - incubacién O/N a temperatura

ambiente bajo agitacién baja

Clarificacidon

Filtracién terminal en Sartopure 300 {(GF2-filtro de profundidad 1.2 pym)

ULTRAFILTRACION: eliminacién de detergente — concentracién
5 vol de 20 mM de PO4(Na) pH de 7.5
después 5 vol de 10 mM de PO4(Na) / 150 mM de NaCl pH de 7.5

Masa dividida
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1.4 Caracterizacion de virus dividido

Se determiné la integridad de virus Iniclales y la calldad de
divisidn por ultracentrifugacién en un amortiguador de sacarosa al 30%
(1h a 50000 rpm en un rotor TL1000 Beckman). Se analizaron los
fragmentos por pruebas de manchado sanguineo Western especificas;
microscopla electrénica y la concentracién de Infectividad se realizé en

algunos de estos fragmentos.

1.4.1 Ultracentrifugacién:

Después de rellenar a la mitad un tubo de centrifugado con
la solucidon de sacarosa al 30% (450 pl), la muestra (450 ul) a
analizarse se coloco suave y cuidadosamente en este amortiguador de
sacarosa, después se colocoé durante 4 hora a 50,000 rpm a +4°C en
un rotor Beckman TL100. Después de la centrifugaciéon, se drend el
tubo en 3 partes. La fase superior (300 pl) se refiere como el
‘sobrenadante”. La fase intermedia (300 pl) es la fase de interfase
entre la muestra y el amartiguador de sacarosa, llamado en la presente
el “intermedio®. La fase inferior (300 ul) es la solucién inferior con el
comprimido resuspendido cuando se ha llevado a cabo |la
centrifugacién en un virus entero; llamado el “comprimido”.

Estos 3 fragmentos se analizaron adicionalmente.

1.4.2 Andlisis de manchado sanguineo Western:

Este andlisis permite la integridad del virus a verificarse
(fracciébn de comprimido positivo) y la eficacia de la divisién a
determinarse (adecuadamente, la fraccidon de sobrenadante positivo
para todas o para la mayoria de las proteinas estructurales tales como
las proteinas de envolvente).

Se utilizaron anticuerpos especificos para la

caracterizacion de proteinas virales especificas.
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Para RSV-A, se analizaron los fragmentos de division y de
no divisiobn para el contenido de la proteina anti F (proteina de
superficie); proteina anti G (proteina de superficie); proteina antl N
(nucleocépsida) y protefna anti M (matriz).

Para el virus PIV-3, se analizaron los fragmentos de
divisiéon y de no divisién para su contenido de protelna HN con un
anticuerpo monocional y el contenido de las protelnas F, M, HN con un

anticuerpo policlonal.

1.4.3 Criterios para la dlvisién

La presencia de una sefial positiva de Western Blot (WB)
contra las cuatro protelnas probadas en el fragmento de comprimido y
en ausencia de una sefial en los otros dos fragmentos antes de la
divisién sugiere la presencia de todo un virus intacto en la preparacién
viral.

Se considerd eficaz la divisibn cuando se Interrumpié la
envolvente, y se detectaron las protelnas de envolvente en el
sobrenadante y/o fragmento intermedio. Para el RSV, la divisi6bn fue
eficaz cuando F o G, por ejemplo, en fragmentos S o M.
Preferentemente, F y G se ubicaron substancialmente en las capas S

y/o M, y no en el comprimido.

1.5 Resumen resultados:

Los resultados se muestran en las Figuras 1-4 para el
RSVA.

En todos los resultados de Western Blot, “"Divisién-O"
significa el virus antes de la divisién. “S", "M" y “P" se refieren a las
muestras de “Sobrenadante”, “Intermedio” y "Comprimido® tomadas
después de la ultracentrifugacléon en el amortiguador de sacarosa

raespectivamente. La numeraclén de pistas es de izquierda a derecha.
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Los volimenes se refieren a la cantildad de muestra depositada en los

geles de SDS-PAGE.

La Figura 1 ilustra un Western Blot dei RSVA dividido
5 sondeado con mAb B4 (anti-F).
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En el panel superior: En el panel inferlor:

1 |STD 10 pl 1 |STD 10 pl

2 |Divisléon-O 10 pl 2 |Regulador muestra |10 ul

3 |Divisi6on-O-S 10 pi 3 |Division-0-8 10 ul

4 |Divisién-O-M . |10 pI 4 |Divisi6én-O-M 10 yl

5 |Divisién-O-P 10 i 5 |Division-O-P 10 ul

6 |Divisiébn DOC-S |10 pul 6 |Division planta-S 10 ul

7 |Divisién DOC-M {10 pl 7 |Divisién planta -M |10 pl

8 (Divisiobn DOC-P {10 ul 8 |Divisién planta -P |10 pl

9 |Division sarco-S |10 pl 9 |Division laureth9-S (10 pl

10 |Division sarco-M |10 pl 10 | Division laureth8-M |10 pli

11 | Divisién sarco-P |10 pl 11 |Divisién laureth8-P |10 pl

12 |STD 10 yl
La Figura 2 ilustra un Western Blot de RSVA sondeado con
un monoclonal anti-M;

En el panel superior: En el panel superior:

1 |STD 10 pl 1 STD 10 i

2 |Divislén-O 20 pl 2 Regulador muestra |20 pli

3 [Divisién-0O-S 20 pi 3 Divisién-0-§ 20 plI

4 |Divisién-O-M 20 pl 4 Division-0-M 20 pl

5 |Divisiéon-O-P 20 pl 5 Divisién-O-P 20 pl

6 |Divisiébn DOC-S |20 ul 6 Divisidn planta-S |20 ul

7 |Divisiobn DOC-M |20 pl 7 Divisién planta -M |20 pl

8 |Divisibn DOC-P |20 ul 8 Divisién planta -P |20 ul

9 |Divisién sarco-S |20 ul 9 Divisién laureth8-S |20 ul

10 [ Dlvisién sarco-M |20 pl 10 | Divisién laureth9-M |20 uli

11 | Divisiébn sarco-P |20 pl 11 | Divisién laureth8-P (20 pl

30



10

15

20

25

30

281

6

La Figura 3 ilustra un Western Blot de RSVA dividido

sondeado con un anti-G monoclonal;

Panel superior: Panel inferior:

1 |STD 10 yl 1 |STD 10 i
2 |Divisién-O 20 pul 2 |Regulador muestra |20 pl
3 |Divisién-0-8 20 uli 3 |Divisién-0-S 20 pul
4 |Divislén-O-M 20 ul 4 |Divisi6bn-O-M 20 ul
5 |Divisi6bn-O-P 20 pl 5 |Divisién-O-P 20 pl
8 |Division DOC-S 120 pul 6 |Dlvisi6én planta-S 20 yl
7 |Divisiobn DOC-M |20 pli 7 {Divisién planta -M 20 pl
8 |Divisibn DOC-P |20 pl 8 |Divisién planta -P |20 pi
9 |Divisioén sarco-S |20 pl 9 |[DIvisidn laureth9-S |20 pl
10 | Divisién sarco-M |20 pl 10 |Division laureth8-M |20 pl
11 |Divislén sarco-P |20 pl 11 |Divisién laureth8-P |20 pl

La Figura 4 ilustra un Western Biot de RSVA dividido

sondeado con un anti-N monoclonal;

Panel superior: Panel inferior:

1 |STD 10 ul 1 STD 10 i
2 |Divisién-O 20 pl 2 Regulador muestra |20 pl
3 |Division-O-8 20 ul 3 Division-0-S 20 !
4 |Division-O-M 20 ul 4 Divisién-O-M 20 pl
5 |Divislén-O-P 20 ui 5 Divisién-O-P 20 pl
6 |Divisién DOC-S |20 ul 6 Division planta-S (20 pl
7 |Divislén DOC-M |20 i 7 Divisiéon planta -M {20 pl
8 |Divisiéon DOC-P |20 ul 8 Divisiéon planta -P |20 pl
9 |Divisién sarco-S |20 pul 9 Divisién laureth8-S |20 ul
10 | Divislén sarco-M |20 i 10 | Divisién laureth8-M |20 ul
11 [Division sarco-P |20 ul 11 | Division laureth9-P |20 pl

La presencia de una sefial en el medio y los fragmentos de
sobrenadante y dificilmente cualquier banda en el fragmento de

comprimido después de la divisibn para las proteinas F y G muestra
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que la envolvente viral se interrumpié completamente. La presencia de
una sefial en todos los fragmentos para las proteinas N y M muestra la
presencia de estas protelnas en las preparaciones de divisién. Estos
resultados sugieren que los cuatro detergentes probados conducen a
un virus de divisién de RSVA.

El andlisis de las sefiales contra las cuatro proteinas en
todos los fragmentos y en particular las sefiales comparativas contra
las protelnas N y M después de la divisibn en el medio y los
fragmentos de sobrenadante sugiere que, en las condiclones probadas,
NaDOC y Sarkosyl no conducen solamente a dividir el virus sino que
también son capaces de interrumpir todas las estructuras virales y
solubilizar las proteinas estructurales y no estructurales.

Se obtuvieron resultados similares con el PIV dividido.

NaDoc y Sarkosyl son agentes de divisién preferidos para

todos los virus.

1.6 Concentraciones virales in vitro

La pérdida de integridad después de la division hace no
Infeccloso al virus. EIl anilisis de la interrupcién exitosa del RSVA y el
PIV3 se muestra por la pérdida de 10 log o mas en concentraciones

virales después de la divisidn.

1.7 __Analisis de microscopla electrénica

El andlisis de microscopia electrénica se illevé a cabo
utilizando un método convencional de tefildo negativo de dos pasos
que utiliza fosfotungsteno de Na como agente contrastante (Hayat y
Miller, 1990, Negative Staining, McGraw, ed. Hill). Se examinaron las
rejillas para evaluar el patrén de tefiido del material.

El andlisis por microscopla electrénica del RSVA de

division de NaDoc o Sarkosyl y de no divisién y preparaciones del virus

7
A7
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PIV3 apoya las observaciones realizadas por el analisis Western Blot.
Para ilustrar los resultados, se muestran los datos de RSV. La Figura
5 llustra el virus RSVA antes de la divisiobn. Las Figuras 6 y 7
muestran la divisibn del virus RSVA con NaDOC o Sarkosyl
respectivamente.

El virus de no divisién (virus intacto incompleto) contuvo
relativamente blen preservadas o ligeramente dafiadas particulas
virales y un poco de material amorfo. Los virus de division NaDoc o
Sarkosyl mostraron que la apariencia de una dispersion heterogénea
de materlal amorfo, agregada en cierto grado, con pocas estructuras
identificables derivadas de la envolvente viral u origen nucleoprotéico.

Se obtuvieron datos similares con el PIV.

Ejemplo 2. Inmunogenicidad de vacunas divididas en ratones.

Las preparaciones de RSV y/o PIV divididas se utilizan
como inmunogenes para vacunar ratones a fin de evaluar la
inmunogenicidad de estas preparaciones. Brevemente, los ratones
hembras de 8 semanas de edad se inmunizan con las preparaciones de
vacunas. Se investigan las rutas parenterales, mucosales e ID de
inmunizacién. Los adyuvantes varian dependiendo de la ruta de
administracién. En todos los casos se incluye un control sin
adyuvante. Se aplican dos dosis en un intervalo de varias semanas.

Dos semanas después de la dosis final, se sacrifican los
animales y se enjuagan la sangre, las células de bazo, y/o los
enjuagues nasales. La respuesta inmunolégica humoral de virus
especlifico en suero se evalida al probar el suero de ratén en pruebas
de ELISA de virus especifico. Ademéas, el perfil de isotipo de Ia
respuesta de anticuerpo se determina utillzando pruebas de Isotipo
especifico. La presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero se

evalta utilizando una prueba de neutralizaciéon de virus especifico. La
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inducciébn de una respuesta inmunoldgica local relevante puede
evaluarse por la prueba de los anticuerpos neutralizantes en los
enjuagues nasales o alternativamente la prueba de IgA de virus
especifico en los enjuagues nasales.

La induccién de las respuestas inmunolégicas celulares de
virus especifico se evalGa por la estimulacién In vitro de células de
bazo cosechadas y medicidbn de proliferacion celular (captaclén de
timidina tritiada) y/o secrecidn de IL-5 e IFNy por las células
estimuladas.

El impacto de las variables en el experimento puede
evaluarse con atencién especifica pagada a la calidad y la magnitud de
la respuesta inducida por las formulaciones divididas.

El RSV dividido se prob6é a manera de ejemplo.

2.1 Formulaciones de RSV dividido

La siguiente serie de experimentos ejemplifica que el RSV
dividido induce una potente respuesta Inmunolégica cuando se
administra por las rutas intramuscular (IM), intranasal (IN), o
intradérmica (ID). Con objeto de reflejar con mas precision el estado
inmunolbégico sea de una poblacidn pedlatrica (joven) o envejecida
(imprimada), se evalué la inmunogenicidad sea en animales
imprimados o no imprimados y se demostré la Inmunogenicidad en
ambas poblaciones.

En el primer conjunto de los experimentos, se utilizaron
ratones Balb/c hembras de 8 semanas de edad para probar la
inmunogenicidad de la preparaciéon de RSV dividido administrada sea
por rutas IM o IN. La imprimacién se realizé por la administracién de
unidades de formaclén de placas 3*10° (pfu) de virus RSV vivos
administrados intranasalmente en un volumen de 60 pl (2*30 ul). Tres

semanas después de la imprimacidn, se vacunaron los animales con

B4



10

15

20

25

30

-37 -

antigeno dividido de RSV. La cuantificacién del producto dlvidido de
RSV se basé en un ELISA especifico de proteina F de RSV el cual
cuantifica la protelna F en el producto dividido comparada con una
norma de protelna G recombinante. Los ratones del Grupo A se
inmunizaron con 2 dosis de antigeno dividido de RSV con contenido de
4.2 ug de protelna F en 100 pl administrada por la ruta intramuscular
con un intervalo de 21 dlas. Los ratones del Grupo B se Inmunizaron
con 2 dosis de antigeno dividido de RSV con contenido de 4.2 ug de
proteina F con un adyuvante de 50 ug de Al(OH)s; administrados en 100
ul por la ruta intramuscular con un intervalo de 21 dlas. Los ratones
del Grupo C se inmunizaron con una primera dosis de antigeno dividido
de RSV con contenido de 2.7 ug de proteina F en 60 pl y una segunda
dosis administrada 21 dias después del antigeno dividido de RSV con
contenido de 4 pug de proteina F en 60 pl por la ruta intranasal. Dos
semanas después de la Gltima dosis se sacrificaron todos los animales
y se evalud la respuesta inmunolégica.

Los resultados del experimento se resumen en las Figuras
8-18. Las primeras lecturas inmunolbgicas utilizadas para evaluar la
respuesta Inmunolégica fueron las pruebas ELISA las cuales miden el
total de Inmunoglobulina (lg) de FG especifico del RSV o los Isotipos
de IgG de FG especifico (IgGs e 1gGaa) presentes en los sueros de
animales vacunados. En estas pruebas se envuelven platos de 96
cavidades con antigeno de FG de RSV recombinante y los sueros de
animal se diluyen serialmente y se aplican a las cavidades envueltas.
El anticuerpo unido se detecta por la adicién de una Ig, 1gG4, 0 19G2aa
de anti-ratdn biotinllada, seguida de una amplificacibn con
estreptavidina conjugada con peroxidasa. E| anticuerpo unido se
revela después de la adicidn de substrato de OPDA, seguida de
tratamiento con 2N de H,SO, y la medicién de la densldad &ptica (OD)

a 490 nm. La concentracién de anticuerpo se calcula a partir de una

§2
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referencia que utiliza el software SoftMax (utllizando una ecuacién de
cuatro parametros) y se expresa en EU/ml.

Ademas de las pruebas ELISA, se Incluyeron las pruebas
de neutralizaciébn para caracterizar adicionalmente la calidad de la
respuesta inmunolégica inducida por las Inmunizaciones. Para la
prueba de neutralizaclén, se Incubaron diluciones de dos pliegues de
sueros animales con el virus RSV/A (3000 pfu) y complemento de
conejillo de Indias durante 1 hora a 37°C en platos de cultivo de tejido
de 96 cavidades. Las células Hep-2 (10* células/cavidad) se
agregaron directamente a cada cavidad y se incubaron las placas
durante 4 dias a 37°C. Se aspiraron los sobrenadantes y se agrego
una solucion WST-1 comercialmente disponible a cada cavidad. Las
placas se incubaron durante 18-24 horas adicionales a 37°C. La OD se
monitoreé a 450 nm y la concentracion se analizd por andlisis de
regresion lineal. La conceniracion reportada es el inverso de la
dilucién de suero lo cual dio como resultado una reduccion del 50% de
la OD méaxima observada para células no infectadas.

La Figura 8 muestra los resultados obtenidos utilizando la
lectura total de ELISA de Ig. En los ratones imprimados se indujo una
potente respuesta de anticuerpo anti-FG por 2 vacunaciones con
antigeno de RSV dividido administrado via IM (Grupos A, B) o IN
(Grupo C). Para la vacunacién IM hubo una tendencia hacla la
intensificacion de la magnitud de la respuesta inmunoldgica tras el uso
del adyuvante con AI{OH)s.

Especificamente, la Figura 8 muestra las concentraciones
(ELISA) del anticuerpo anti-FG (vacunacién post secundaria) en
ratones imprimados con RSV vivo e inmunizado con RSV dividido por
las rutas intramuscular (IM) o intranasal (IN). EIl Grupo A reciblé 2
dosis de 4.2 ug cada una de RSV dividido IM. EIl Grupo B recibié 2

dosis de 4.2 ug cada una de RSV dividido con coadyuvante de alumbre

B84
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IM. El Grupo C recibi6é 2 dosis de 2.7 y 4.0 ug respectivamente de
RSV dividido IN.

La Figura 9 muestra los resultados de la prueba de
neutralizacién para las muestras de la Figura 8. Se indujo una potente
respuesta de anticuerpo neutralizante de virus en estos animales
imprimados sea por vacunacién IM o IN con 2 dosis del producto RSV
dividido y una tendencia similar para el aumento de la respuesta en el
grupo adyuvante de alumbre como se observa con la lectura de ELISA.

Especificamente, la Figura 9 muestra las concentraclones
de anticuerpo Neutralizante Anti-RSV/A (vacunacién post secundaria)
en ratones imprimados con RSV vivo e inmunizados con RSV dividido
por las rutas intramusculares (IM) o intranasales (IN). EI Grupo A
reclblé 2 dosls de 4.2 ug cada una de IM de RSV dividido. EIl grupo B
reclblé 2 dosis de 4.2 pg cada una de RSV dividido con adyuvante de
IM de alumbre. EI Grupo C reclbl6 2 dosis de 2.7 y 4.0 ug
respectivamente de IN de RSV dividido.

La Flgura 10 muestra los resultados del analisis de Isotipos
para las muesiras de las Figuras 8 y 9. En animales imprimados
intranasalmente se aumenta la proporcidn de IgG2,.:1gG4 para comparar
con los datos subsecuentes (Figura 14) generados en ratones no
imprimados, sugiriendo una tendencia hacia una respuesta de tipo mas
Th1 cuando se imprimen los ratones con el virus vivo (es decir,
situaciones naturales en poblaciones envejecidas).

Especificamente, la Figura 10 muestra respuestas (ELISA)
de lIsotipo Anti-Fg IgG (vacunacién post secundarila) en ratones
imprimados con RSV vivo e inmunizados con RSV dividido por las rutas
intramusculares {IM) o intranasales (IN). EIl Grupo A reciblé 2 dosis de
4.2 ug cada una de IM de RSV dividido. EI grupo B reciblé 2 dosis de
4.2 ug de cada una de RSV dividido con adyuvante de IM de alumbre.

El Grupo C reciblé 2 dosis de 2.7 y 4.0 ug respectivamente de IN de

S
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RSV dividido.

La Figura 11 demuestra que incluso después de una sola
dosis de antigeno se genera una fuerte respuesta inmunolégica en
respuesta a la vacunaciéon IM o IN con RSV dividido en poblaciones
imprimadas. Consecuentemente, en las poblaciones Imprimadas el
RSV dividido es un poderoso inmunogen que Induce respuestas de
anticuerpo de concentracién alta después de cualquier vacunacién IM o
IN.

Especificamente, la Figura 11 muestra ias concentraciones
(ELISA) de anticuerpo Anti-FG (vacunacién post primaria) en ratones
imprimados con RSV dividido e inmunizados con RSV dividido por las
rutas Intramusculares (IM) o Intranasales (IN). El Grupo A recibié 2
dosis de 4.2 ug cada una de IM de RSV dividido. EIl grupo B recibi¢ 2
dosis de 4.2 pyg cada una de RSV dividido con adyuvante de IM de
alumbre. EI Grupo C recibié 2 dosis de 2.7 y 4.0 ug respectivamente
de IN de RSV dividido.

El Grupo D solamente se Imprimé y no recibié una
vacunacidn - las concentraciones de anticuerpo reportadas para’este
grupo son los 21 dlas después de la imprimacion.

En la segunda serie de experimentos se utilizaron ratones
no imprimados para documentar el efecto de la dosis de antigeno y el
adyuvante en la Inmunogenicidad del producto de RSV dlvidido. Los
ratones se inmunizaron con contenido de antigeno RSV dividido 4.2
(dosis alta) 0 0.42 ug (dosis baja) da protelna F administrada en 100 yli
por la ruta IM. Las formulaciones de RSV dividido IM en ambas dosis
de antigeno se administraron sin adyuvante o se utiliz6é como
adyuvante la adiciébn de 50 pg de AI(OH);, o una formulacién de
adyuvante vesicular que comprende colesterol, 3dMPL y QS21 como se
describe en EP0822831, referida en la presente como DQ 3DMPL. Un

grupo de control recibié todo el virus RSV purificado con contenido de
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3.4 pg de protelna F administrada también en 100 ul por la ruta IM. A
una segunda dosis de cada formulaciéon (Idéntica toda a la primera
inyeccién excepto todo el grupo de virus purificado el cual reclbié una
preparacién con contenido de 4.2 ug de protelna F) se le administré IM
30 dias después. Dos semanas después de la 0Oltima dosis se
sacrificaron todos los animales y se evalué la respuesta inmunolégica.

La Figura 12 resume la respuesta de g de FG especifico
en estos animales. Se indujo una potente respuesta inmunoldgica en
animales inmunizados sea con doslis alta o baja de protelna F cuando
so utilizé DQ/3IDMPL como adyuvante y se administré por la ruta IM.
Los niveles inferiores de anticuerpo se indujeron por el alumbre
utilizado como adyuvante o las formulaciones no utilizadas como
adyuvante administradas por la ruta IM. En todos los casos hubo una
respuesta de dosis aparente dado que la dosis de antigeno baja Induce
niveles Inferiores de antlcuerpo que la dosis de antigeno alta. Los
niveles de anticuerpo Induclidos por la dosis alta de todo el virus fueron
similares a lo inducidos por la dosis inferior de RSV dividido utilizando
como adyuvante DQ/3DMPL.

Especificamente, la Figura 12 muestra concentraciones
(ELISA) de anticuerpo de Anti-FG (vacunacién post secundaria) en
ratones no Imprimados inmunizados con RSV dividido por la ruta
intramuscular (IM). El Grupo A recibié 2 dosis de 0.42 pg cada una de
RSV dividido. EIl grupo B recibié 2 dosis de 0.42 ug cada una de RSV
dividido con adyuvante de alumbre. El Grupo C recibié 2 dosis de 0.42
Hg cada una de RSV dividido con coadyuvante de DQ/3DMPL. EI
Grupo D recibié 2 dosis de 4.2 ug cada una de RSV dividido. EIl Grupo
E recibid 2 dosis de 4.2 pg cada una de RSV dividido con coadyuvante
de alumbre. Ei Grupo F recibié 2 dosis de 4.2 yg cada una de RSV
dividido con coadyuvante de DQ/3DMPL. El Grupo G recibi6é 2 dosis de

3.4y 4.2 ug respectivamente de virus RSV purificado completo.
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Se obtuvieron resuitados similares cuando se utilizé ia
lectura de neutralizaclén de virus en las muestras de la Figura 12
(Figura 13). La Figura 13 muestra concentraciones de anticuerpo
neutralizante Anti-RSV/A (vacunacién post-secundaria) en ratones no
imprimados inmunizados con RSV dividido por la ruta Intramuscular
(IM). El Grupo A recibi6 2 dosis de 0.42 ug cada una de RSV dividido.
El grupo B reclbié 2 dosis de 0.42 yg cada una de RSV dividido con
adyuvante de alumbre. El Grupo C recibid 2 dosis de 0.42 ug cada una
de RSV dividido con coadyuvante de DQ/3DMPL. EI Grupo D recibi6 2
dosis de 4.2 ug cada una de RSV dividido. El Grupo E recibié 2 dosis
de 4.2 yg cada una de RSV dividido con coadyuvante de alumbre. El
Grupo F recibié 2 dosis de 4.2 yg cada una de RSV dividido con
coadyuvante de DQ/3DMPL. EIl Grupo G recibié 2 dosis de 3.4 y 4.2 g
respectivamente de virus RSV purificado completo.

El analisls de los isotipos de 1gG inducidos por estas
formulaclones (Figura 14) reveld que mientras las formulaciones sin
adyuvante y con adyuvante de alumbre inducen una respuesta
tiplcamente de tipo Th2 en ratones no imprimados, ademas de
DQ/3DMPL a la formulacién da como resultado un camblo hacla una
respuesta mas de tipo Th1 con una proporcién creciente de 1gGa2,:1gG;.
Esto es similar al perfil observado en animales imprimados vacunados
con las formulaciones sin adyuvantes o con adyuvante de alumbre
(Figura 10). Consecuentemente, en los ratones no Imprimados la
vacunacién IM con RSV dividido induce respuestas de anticuerpo
fuertes que pueden aumentarse por la adicién de adyuvantes.

Especlficamente, la Figura 14 muestra respuestas (ELISA)
de Isotipo de IgG anti-FG (vacunaciones post secundarias) en ratones
no imprimados inmunizados con RSV dividido por la ruta intramuscular
(IM). EIl Grupo A recibib 2 dosis de 0.42 ug cada una de RSV dividido.

El grupo B recibi6 2 dosis de 0.42 pg cada una de RSV dividido con

53
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adyuvante de alumbre. El Grupo C recibi® 2 dosis de 0.42 ug cada una
de RSV dividido con coadyuvante de DQ/3DMPL. EIl Grupo D recibi6é 2
dosis de 4.2 yg cada una de RSV dividido. EIl Grupo E recibi6 2 dosis
de 4.2 pug cada una de RSV dividido con coadyuvante de alumbre. EI
Grupo F recibié 2 dosis de 4.2 ug cada una de RSV dividido con
coadyuvante de DQ/3DMPL. El Grupo G reclbidé 2 dosis de 3.4 y 4.2 ug
respectivamente de virus RSV purificado completo.

Las Inmunizaciones similares se realizaron en ratones no
imprimados por la ruta IN. En este caso, los ratones recibieron
antigeno de RSV dividide con contenido de 2.4 ug de proteina F
(suministrada en 60 ul — 2*30 pl) para la primera dosis. Para la
segunda dosis suministrada 30 dias después, los ratones recibieron
antigeno de RSV dividido con contenido de 3.5 ug de proteina F. EI
RSV dividido IN se administré6 sea sin adyuvante o con adyuvante por
adicion de 5 ug de toxina labll E. coli (LT) o con éter de polioxietilen-9-
laurilo al 0.5% (en la presente “Laureth 9°). Se inmunizé un grupo de
control intranasalmente con el virus RSV purificado completo con
contenido de 2.0 pug de protelna F en la primera dosis y 3.5 pg de
protelna F en la segunda dosis. Dos semanas después de la
vacunacién final se sacrificaron los animales y se evalio la respuesta
inmunolégica.

Como se muestra en las Figuras 15 y 16, las respuestas de
anticuerpo se inducen por las formulaciones IN en ratones no
imprimados. Mientras la lectura de ELISA (Figura 15) suglere que las
respuestas a la vacunacién IN son ligeramente mas débiles que las
inducidas por la IM, la lectura de neutralizacién (Filgura 16) suglere
que la formulacion IN de RSV dividido con adyuvante de LT es al
menos tan buena como la IM para inducir anticuerpos neutralizantes y
que las demés formulaciones son también comparables con la IM.

Consecuentemente, en los ratones no Imprimados el RSV dividido
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administrado por la ruta IN también es inmunogénico.

Especificamente, la Figura 15 muestra las concentraciones
(ELISA) de anticuerpo anti-FG (vacunacion post secundaria) en ratones
imprimados inmunizados con RSV dividido por las rutas Intranasal (IN)
o intramuscular (IM). El Grupo A reclbl6é 2 dosis de 2.4 y 3.5 pg cada
una de RSV dividido IN. EI grupo B recibié 2 dosis de 2.4 y 3.5 |g
cada una de RSV dividido con adyuvante de Laureth 8 IN. El Grupo C
recibi6 2 dosis de 2.4 y 3.5 uyg cada una de RSV dividido con
coadyuvante de LT IN. El Grupo D recibié 2 dosis de 2.0 y 3.5 pg cada
una de virus purificado completo IN. El Grupo E recibié¢ 2 dosis de 4.2
Mg cada una de RSV dividido IM.

La Figura 16 muestra las concentraciones de anticuerpo
neutralizantes anti-RSV/A (vacunacién post secundaria) en ratones no
imprimados inmunizados con RSV dividido por las rutas Intranasal (IN)
o intramuscular (IM). El Grupo A recibié 2 dosis de 2.4 y 3.5 ug cada
una de RSV dividido IN. EI grupo B recibié 2 dosis de 2.4 y 3.5 ug
cada una de RSV dividido con adyuvante de Laureth 9 IN. El Grupo C
recibl6 2 dosis de 2.4 y 3.5 ug cada una de RSV dividido con
coadyuvante de LT IN. El Grupo D recibié 2 dosis de 2.0 y 3.5 pug cada
una de virus purificado completo IN. El Grupo E recibié 2 dosis de ;.2
Hg cada una de RSV dividido IM.

Se evalué la inmunogenicidad del antigeno del RSV
dividido cuando se administra por la ruta ID en conejilios de Indlas. La
viabilidad de inyeccién ID verdadera en esta especle se ha confirmado
por la inyeccién de tinta de la India en la dermis y la examinacién
histologica de los tejidos (datos no mostrados). Nuevamente, en un
esfuerzo por estimular el estado inmunolégico encontrado en
poblaciones envejecidas (es decir, Imprimado contra RSV), los
conejillos de Indias de Hartley (5 por grupo) se Imprimaron sea con el

virus RSV vivo (5*10° pfu administrado IN en 100 pl -50ui/fosa nasal;
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Grupos A-E) o con virus RSV completo purificado (con contenidod e 6
Hg de protelna F administrada IM en 100 ul; Grupoes F-J). Se
administraron dos dosls equivalentes de vacuna el Dia 21 y el Dia 42
después de la imprimacion. Los Grupos A y F recibieron la
preparacion de RSV dividido con contenido de 4.2 yg de proteina F
administrada por la ruta ID. Los Grupos B y G recibleron la
preparacion del RSV dividido con contenido de 0.84 ug de proteina F
administrada por la ruta ID. Los Grupos C y H recibleron la
preparacién del RSV dividido con contenido de 4.2 ug de protelna F
con adyuvante de DQ/3DMPL administrada por la ruta ID. Los Grupos
D e | recibieron la preparacién de RSV dividldo con contenido de 0.84
yug de protelna F con adyuvante de DQ/3DMPL administrada por la ruta
ID. Los Grupos E y J recibieron la preparacién del RSV dividido con
contenido de 4.2 ug de proteina F administrada por la ruta IM. Los
animales fueron sangrados 3 semanas después de la primera dosis de
vacuna y 2 semanas después de la segunda dosls de vacuna y se
evalud la respuesta inmunoldgica.

Los resultados de este experimento se resumen en las
Figuras 17 y 18. La Figura 17 muestra la respuesta inmunoldgica
especifica de FG detectada en los sueros de conejillos de Indias
durante el transcurso del experimento. LA ELISA de FG especifico
utilizada para las pruebas de conejillos de Indias fue similar a la ELISA
de raton en que las cavidades se envolvieron con FG recombinante y
ios sueros animales se diluyeron y aplicaron a las cavidades envueltas.
Sin embargo, en esta prueba el anticuerpo unido se detecta por con Ig
anti-conejillo de India conjugada de peroxidasa de rabano picante,
seguida de adicibn de substrato y revelacibn como se describié
anterlormente. Para todos los grupos se observa una respuesta débil a
la Imprimacién, que permite una observacion clara de una respuesta

aumentada en la vacunacién sea por la ruta ID o IM. Se observa
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claramente un aumento después de la vacunaclén primaria y es
evidente un aumento adicional después de la vacunacidn secundaria
en todos los grupos excepto el Grupo H donde se han colocado las
concentraciones en placas. Se observa un claro aumento en la
magnitud de la respuesta tras la aplicacion del adyuvante (Grupos C,
D, H, I). No se observan efectos claros de la dosis de antigeno en
este experimento y 1/5 de la dosis administrada por la ruta ID parece
funcionar tan blen como una dosis completa administrada por la ruta IM
incluso sin la aplicacion del adyuvante. La Figura 18 que resume los
datos de neutralizacién muestra tendencias simllares.
Consecuentemente, en una poblacién imprimada (sea imprimada por
infeccion de virus vivo o por la administracién del virus completo
purificado) una dosis sencilla de RSV dividido administrada por la ruta
ID es fuertemente Inmunogénica y esta respuesta puede aumentarse
adicionalmente por una segunda dosis de vacuna.

Especlficamente, la Figura 17 muestra las concentraciones
(ELISA) de anticuerpo Anti-FG en cone]lllos de Indias imprimados
inmunizados con RSV dividido por las Rutas intradérmica (ID) o
intramuscular (IM). Los Grupos A-E se Imprimaron con el virus RSV
vivo. Los Grupos F-J se imprimaron con el virus completo purificado.
Para la vacunacién de los Grupos A y F se recibleron 2 dosis de 0.84
pg cada una de RSV dividido ID. Los Grupos B y G recibieron 2 dosis
de 4.2 uyg cada una de RSV dividido ID. Los Grupos C y H recibieron 2
dosis de 0.84 pg cada una de RSV dividido con adyuvante de
DQ/3DMPL ID. Los Grupos D e | recibieron 2 dosis de 4.2 ug cada una
de RSV dividido con adyuvante de DQ/3DMPL ID. Los Grupos E y J
recibieron 2 dosis de 4.2 yg cada una de RSV dividido IM.

La Figura 18 muestra las concentraciones de anticuerpo
neutrallzante Antl-RSV/A en los conejillos de Indias imprimados

Inmunizados con RSV dividido por las Rutas intradérmica (ID) o

a
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intramuscular (IM). Los Grupos A-B se imprimaron con el virus RSV
vivo. Los Grupos F-J se imprimaron con el virus completo purificado.
Para la vacunacidn, los Grupos A y F recibieron 2 dosis de 0.84 ug
cada una de RSV dividido ID. Los Grupos B y G reclbieron 2 dosis de
4.2 ug cada una de RSV dividido ID. Los Grupos C y H recibieron 2
dosis de 0.84 pg cada una de RSV dividido con adyuvante con
DQ/3DMPL ID. Los Grupos D e | recibieron 2 dosis de 4.2 ug cada una
de RSV dividida con adyuvante de DQ/3DMPL ID. Los Grupos E y J
recibieron 2 dosis de 4.2 ug cada una de RSV dividido IM.

En resumen, estos expaerimentos han demostrado que el
antigeno de RSV dividido es fuertemente inmunogénico tanto en
poblaciones jovenes como imprimadas. Ademaéas, estos experimentos
han demostrado que el RSV dividido puede administrarse por una
varledad de rutas que incluyen la Intramuscular, Intranasal e
intradérmica y en todos los casos es inmunogénica. La adicién de
adyuvantes puede aumentar las respuestas de anticuerpos en algunos
casos y/o inducir un cambio en el perfil de la respuesta de una

respuesta de tipo Th2 a una de tipo Th1.



10

15

20

25

30

-48 -

REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de vacuna caracterizada porque
comprende una preparacién del virus RSV con envolvente dividido en
el que la preparacién del virus con envolvente dividido comprende
fragmentos de membrana viral, proteinas de envolvente de membrana
viral, matriz viral y nucleoproteinas.

2. Una formulacién de vacuna segtn la reivindicacién 1,
caracterizada porque la preparacién de vacuna comprende ademas otro
virus dividido seleccionado a partir del grupo que consiste en: virus de
la Influenza, virus sincitial respiratorio, virus de la parainfluenza,
metaneumovirus, virus del sarampidn, virus de las paperas, virus de
Epstein Barr, virus del herpes, citomegalovirus, virus del dengue, virus
de la fiebre amarilla, virus de |la encefalitis transmitlda por garrapata,
virus de la encefalitis Japonesa, virus de la rubéola, virus de la
encefalitis equina occidental, orlental y Venezolana; y virus de la
inmunodeficiencia humana.

3. Una formulacién de vacuna segin la reivindicacién 1
o 2, caracterizada porque .comprende adicilonaimente uno o mas
agentes de divisidén residuales.

4, Una formulacién de vacuna segun la reivindicacién 3,
caracterizada porque el agente de divisibn residual se selecciona a
partir del grupo que consiste en: laureth 9, NaDOC, grupo Sarcosilo,
Tween 80™ y Triton X100™,

5. Una formulacién de vacuna segun la reivindicaclén 4,
caracterizada porque el agente de divisiébn residual es NaDOC o
Sarkosyl.

6. Una formulacién de vacuna seglin cualquiera de las
reilvindicaclones 1-5 caracterizada porque comprende ademés un

agente estabilizador.
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7. Una formulaciéon de vacuna segin la reivindicacion 8,
caracterizada porque el agente estabilizador es un agente tensioactivo.

8. Una formulacién de vacuna segln la reivindicacién 7,
caracterizada porque el agente tensioactivo es solamente o0 una mezcla
de monooleato de sorbitano de polioxietileno (TWEENBO™), t-
octilfenoxipolietoxietanol (TRITON X100™) y éter de polioxietlleno-9-
laurilo.

9. Una formulacién de vacuna segin cualquiera de las
reivindicaclones precedentes caracterizada porque la vacuna se
formula para suministrarse intranasalmente.

10. Una formulacién de vacuna segiin cualquiera de las
reivindicaclones 1-8 caracterizada porque la vacuna se formula para
suministrarse intramuscularmente o subcutaneamente.

11. Una formulacién de vacuna segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-8 caracterizada porque la vacuna se formula para
suministrarse a través de la ruta transdérmica, intradérmica, intra-
epitelial o transcutanea.

12. Una formulacion de vacuna segin la reivindicacion
11, caracterizada porque la vacuna se formula para el suministro
intradérmico.

13. Una formulacién de vacuna segun cualqulera de las
reivindicaciones pracedentes caracterizada porque comprende ademas
un adyuvante.

14. Una formulacién de vacuna segun la reivindicacién
13, caracterizado porque el adyuvante es éter de polioxietileno-9-
laurllo.

15. Una formulacién de vacuna segtin la relvindicacion
13, caracterlzada porque el adyuvante es un estimulante preferencial
de respuesta de células TH1.

16. Una formulacién de vacuna seg(n la reivindicacion
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15, caracterizada porque el estimulador preferencial de la respuesta de
células TH1 se selecciona a partir del grupo de adyuvantes que
comprende: 3D-MPL, QS21, una mezcia de QS21 y colesterol, un
oligonucledtido de CpG y combinaciones de ios mismos.

17. Una formulacién de vacuna segln la reivindicacién
16, caracterizada porque el adyuvante es una formulacién adyuvante
vesicular que comprende colesterol, una saponina y un derivado LPS.

18. Una formulacién de vacuna segin cualqulera de las
reivindicaciones precedentes caracterizada porque comprende ademas
un portador.

19. Un método para producir una formulacién de vacuna
segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes caracterizado
porque comprende los pasos para

(a) dividir un virus con envolvente RSV;

(b) mezclar opcionalmente la preparaclén del virus con
envolvente dividido con un agente estabilizador; y

(c) mezclar opcionalmente la preparacidon del virus con
envolvente dividido con un adyuvante

20. Un método para producir una formulacién de vacuna
sagan la reivindicaciébn 19, caracterizado porque la preparacién de
virus dividido se mezcla con un agente estabilizante, comprendiendo el
agente estabilizante al menos un agente tensioactivo seleccionado a
partir del grupo que comprende monooleato de sorbitano de
polioxietiieno (TWEEN80™); t-octilfenoxipolietoxietanol (TRITON
X100™); &ter de polioxietileno-9-laurllo.

21. El uso de una preparacibn de vacuna de RSV
dividido en la elaboraciéon de una vacuna.

22. El uso de una preparacibn de vacuna de RSV
dividido en la elaboracién de una formulaciébn de vacuna para la

profilaxis o tratamiento de la enfermedad.

R ¥



10

15

20

25

30

-51-

23. Un juego para el sumlnistro de una formulacién de
vacuna intranasal segin cualquiera de las reivindicaciones 1-18
caracterizado porque comprende:

(a) una preparacién de virus con envolvente RSV
dividido; y

(b) un dispositivo de suministro intranasal.

24. Un dispositivo de suministro intranasal caracterizado
porque comprende una formulacibn de vacuna dlvidida segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-18.

25. Un método para proteger o tratar un mamlifero
susceptible a, o0 que padece la enfermedad ocasionada por el RSV,
caracterizado el método porque comprende administrar una cantidad
eficaz de una vacuna segin cualquiera de las reivindicaciones 1-18.

26. Un método segln la reivindicacién 25, caracterizado
porque la vacuna se administra por la ruta intradérmica o intranasal.

27. El uso de una preparacibn de vacuna de RSV
dividido en la elaboracién de una formulacidn de vacuna para el
suministro intranasal o intradérmico.

28. Una formulaclén, método, uso, juego, o dispositivo
seglin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizados
porque la formulacién de vacuna es inmunogénica.

29. Una formulacién, método, uso, juego, o dispositivo
segin la relvindicacién 28, caracterizados porque la formulaciéon de
vacuna es inmunogénica tanto en individuos seropositivos como

seronegativos.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION (A MODELO DE UTILIDAD| )

L ]

Indicacion de que se solicila la concesion de una patente x4
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta |a solicitud [} 4

Descnpcion de 1a invencion
Dibujos de ser eslos perlinentes

Comprobanle de Pago de las lasas establecidas [;d 2,3

COMPLETA [ INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial.

Dalos de identificacion de! solicitante o de !a persona que presenta la solicitud. [

Hepresentacion grafica y folografica del Disefo Industrial 0 muestra del

malenial que incorpora el diseflo . {1
[ ]

Comprobante de pago de las tasas establecidas. -

COMPLETA | | INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de trazado. (
Daios de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud. {
Represenlacion grafica del esquema de trazado ' [
Comprobante de pago de las tasas establecidas. {

]
]
]
l

COMPLETAL | . INCOMPLETA [ ]

rirma Resoonsable

Fecna

Fax: 281 31 25 ¢-mall: Info

.. ...NTENDENCIA

Currers 13 No, 2700 Fiso 5y 10

Coninutador: 334 12 21 -g-3-4
C.gov.La

Snta Fe de Bogotd D.C, - Colambia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogotd, D.C.,
Doclor: Oficlo N°
José Antonio Lioreda
Apoderado
Glaxosmithkline Biologicals 0851,
ASUNTO: Radicacion N° - 03-027702

Solicitud intemacional PCT/EP2001/11328
Fecha inicio fase nacional  02/05/2003

Trémite ot1
Evento an
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de fomna, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisidn 486 de la Comisidn
de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentss (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de indusiria y Comerclo, se le comunica que:

0 La solicitud tiene un solicitants diferente al que figura en la solicitud intemacional

0 La solicitud no contiene la copla del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente de! inventor al
solicitanta o a su causante. {Art. 26-k) Decisién 486).

0 Lasokcitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el leno de los requisitos exigidos por los articulos 63
. y subsiguientes def Godigo de Procedimiento Givi. Adicionaiments, deberd prasentar el documento que acredita
la existencia y representacion legal de la sociedad solicitants, cuando ésta fuere persona juridica.

En cumpiimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsion 488, se le requiers para que deniro del témmino de
dos meses siguientes a la facha de nolificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriorments enunclados.
En caso de no dar cumpimiento al presents requerimiento, la solictud se considerard abandonada y perderd su
prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesio en el numeral 5.2, literal e), del capfulo quinto del thulo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001, .

ALIX CARM
Jefa de la Divisj
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£l anterlor requerimiento fus nolificado por fiaciin en Ista de facha,




