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( ANEXOS

D4 Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
[:l Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
D Documento de Reprasentacion Legal.

D Documento de ceslon del Inventor al solicitants o a su causante.
[] Dectaraciones

D Copla de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, reivindlcacliones, dibujos)

E Traduccion de la solicliud intemaclonal al castellano. (Resumnen, descripcléon, relvindicaciones, dibujos)

E Copia del axamen preliminar Intemaclonal efectuado por la Autoridad Intemaclonal de Examen Prelimin
(IPEA).

Traduccién del examen preliminar intemacional efectuade por la IPEA.

[] De ser ol caso, copla del contrato de accaso.

I:I De ser el caso, documento que acradite |a licencla o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
las comunidades Indigenas.

[] Arte Final 12x12.

D De ser 8l caso, Informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero po
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totaiments con la Invencién de esta solicitud.

D De ser al caso, modificaciones efectuadas a la sollcitud intemacional.

Otros Reporte de Blsqueda Intemacional y su traducclén, Publicaciéh con su traduccién, dibujos y Capll
Relvindicatorioc como fue originalmente presentado en fase internacional.
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[ Solicitud Tntenacional No-
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 01/11326

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 A61K39/12 AG61K39/155  A61K39/245 AG61K9/00

Scmin ba Clasificacidn de Patentes intemacional (CP1) o segiin la clasificacidn nacionat y s CP1

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscads (sistema de clasificacion seguido de simbolos de cllliﬁaddn)
IPC 7 AGIK

[ Ducumentacitn buscada fuera de documentacidn minima hasts donde dichos documentos se inchiyan en los carnpos buscados

Bage de datos electrénics consultada durante Is Wisqueds nternacionat (nombre de La base de datos y, donde sea prictico, buscar téyminos usados)
MEDLINE, CHEM ABS Dato, BIOSIS, EPO-Internacional,, PAJ, WPI Dato

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgoeia ® | Citacién de documento, con indicacion, dande sca Bpropiado, de 108 1exios relevantss Relevante & b reivindicacion No.

X BETTS R F: “Vecunas en la prevencién de neumonia viral.” 11,18
SEMINARS IN RESPIRATORY INFECTIONS, (1995 DIC)
10 (4) 282-7. REF: 34,

XP001026636
Y pagina 282 12
pégina 286, columna de la izquierda
X KUNO-SAKAI H ET AL: “Desarrollos en vacunas de virus 15, 18
de influenza mucosal”
VACCINE, (1994 NOV) 12 (14) 1303-10.,
XP001026644
péagina 1303 - pégina 1304; figura 1
X WO 91 13281 A (PFEIFFER ERICH GMBH & CO KG) 15,16, 18

5 de Septiembre de 1991 (1991-09-05)
citado en la aplicacién
todo el documento

e

E En ¢l recuadro C se enumeran miks documentos. E En & anexo se enumeran miembros de In familis de patentes.

@ Catecgorias especinles de docurnentos citadas:
'A’ docurnento que define el esizdo generst de la técnica el cual no se T docurnsnto pasterior publicado después de la fecha de presentacion

considers de relevancia particular internacional o fecha de prioridad y que no esth en conflicto con Ia
solicitud pero citado pam entender el principio o teoria que sustenta
B documento anterior pero publicado en o después de la fechs de Ia invencién

preseniacién internacional
X' documento de relevancia particular; In invencidn reivindiends no
'L’ documento que puede amrojar dudas sobre reivindicaciones de puede considerarse nucve 0 no puede considierarse que comprende
priaridad o que se cita para cxablecer 1a fecha de publicacidn de oirn un pago inventivo cuando el documento se toma solo
citacidn u otra randn cspecial (scgin sc cspeciticn)
Y" documenio de relevancia particular; la invencida reivindicada no

' docurnento qua sa refiere a una rovelacidn orel, uso, exhibicién u puede considerarso que comprende un paso inventtivo cuando el
otroa medios documento se combing con 1o o miis documentos, siendo dicha
combinacitn obvia pars una persona experta en Ia tienica
P documento publicado mntes de Ia fecha de prescatacién intemacional
de la fecha de prigridad reivindicada ‘&’ documento miemimo de |a misma familia de
Fecha de In terminacion real de Ia biisqueds internacional Fecha de envio por cormeo del reporte de bisqueda intemacional
29 de Enero de 2002 08/02/ 2002
Nombre y direccién de correo de ISA Funcicnario autorizado
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 .
NL-2280 HV Rijswijk Mennessier, T

Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
FaxNo. (+31-70) 340-3016

Forma PCI/ISA/210 (scgunda hoja) GGulio 1992) pigina 1 de 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intermacional No.
PCT/EP 01/11326

C. (Continuacién ) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa ®

Citacidn de documento, con indicacién, donde sea apropindo, de los textos relevantes

Relcvants a b reivindicacion No.

Y

PX

PY

ENDERS-RUCKLE G: “Frecuencia, serodiagnéstico y
rasgos  epidemiolégicos depanencefalitis esclerosante
subayuda (SSPE) y epidemiologia y vacunacién—politica
para el sarampién en la Reptlblica Federal de Alemania
(FRG)”

DEVELOPMENTS IN BIOLOGICAL
STANDARDIZATION, (1978) 41 195-207,

XP001027713

pégina 199 — pégina 200

pégina 203; tabla V1

STAHL-HENNIG C ET AL; “Inmunizacién con SIV tratado
con tween-éter adsorbido sobre hidréxido de aluminio que
protege micos contra la infeccién SIV experimental”
VIROLOGY, (1992 FEB) 186 (2) 588-96.,

XP001026357

pégina 588 — pégina 589

DALSGAARD K ET AL: “Vacunacién de cerdos contra la
célera porcina (clsica fiebre de cerdo) con una vacunacién
partida detergente”.

ACTA VETERINARIA SCANDINAVICA, (1976) 17 (4)
465-74.,

XP001027714

pégina 465

pégina 467

VAANANEN P ET AL: “Purificacién a gran escala del virus
de la rubéola y separacibn de una vacuna partida
experimental del virus de rubéola”.

APPLIED MICROBIOLOGY, (1971 SEP) 22 (3) 255-9
XP001027710

todo el documento

LINA B ET AL: “Una Triton X-100-Vacuna partida de virién
de influenza es segura y cumple las recomendaciones de los
productos medicinales registrados (CPMP) parm 1la
Comunidad Europea para Inmunogenicidad, en nifio, adultos
y los ancianos”.

BIOLOGICALS, (2000 JUN) 28 (2) 95-103.,

XP001026651

pigina 96, columna de la izquierda

W0 01 21151 A (SLAOUI MONCEF MOHAMED;
SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG (BE); FRIEDE
MART) 29 de Marzo de 2001 (2001-03-29)

pégina 15; ejemplo §

pégina 35 — pégina 39

reivindicacién 9

11,12, 18

11,18

11,12, 18

11,12, 18

11,12,18

15,16, 18

11,12, 18

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de 1a segunda haja) (Julio 1992)
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Salicitud Intemacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 01/11326

INFORMACION ADICIONAL QUE CONTINUA DE PCT/ISA/210

Continuacidn de la Casilla 1.2
Reivindicaciones Nos. : 1-18 (cada una parcialmente)

La expresién “preparacién de un virue dividido cubierto” parece que no tiene un significado
definido. De la descripcion (ver pégina S, lineas 20-30) podria inferirse que dicha expresién
podria comprender un virus cubierto del cual el lipido que contiene un sobre/cubierto viral ha sido
liberado y solubilizado con la accién de un disolvente o detergente orglinico para romper dicho
sobre/cubierto asi como una preparacién de subunidades de virus la cual podria comprender
linicamente una o unas pocas proteinas virales altamente purificadas. Teniendo en cuiinta la
redaccién de la reivindicacién 4, adicionalmente podria parecer que dicha preparacién altamente
purificada puede estar libre de agentes divisorios residuales y, por lo tanto, no podria distinguirse
de una preparacién de proteinas purificadas obtenidas usando un proceso que no comprende el uso
de un agente divisorio como es ¢l caso cuando las proteinas purificadas se producen de manera
recombinante, y, la produccién de lo cual no hubiera exigido la caracteristica técnica funcional
esencial a que las reivindicaciones hacen referencia como es el uso de un agente divisorio. En
vista de la incertidumbre asociada con dicha expresién, la bisqueda se ha limitado (todas las
reivindicaciones que interesan) a “vacunas divididas" que no son vacunas de subunidades dentro
del significado dado a las lineas 26-27 en la pdgina 5 de la descripcidn.

Se llama la atencién del solicitante respecto al hecho de que las reivindicaciones o partes de las
reivindicaciones, relacionadas con invenciones respecto de las cuales no se ha establecido un
reporte de bilsqueda internacional no tienen que ser el objeto de un examen preliminar
internacional (Norma 66.1(¢) del PCT). Se le informa al solicitante que la politica de 1a EPO al
actuar como Autoridad de Examen Preliminar Internacional normalmente es no llevar a cabo un
examen preliminar en asuntos que no se han buscado. Este es el caso prescindiendo de si las
reivindicaciones se enmiendan siguiendo el recibo del reporte de bisqueda o durante cualquier
procedimiento del Capitulo II.

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de la primera hoja(2)) (Julio 1998)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP 01/11326
Documento de

Miembro(s) de In Focha de

::'hante ::t:::q :: :: Fecha de publioacién fumilia de patentes publicacis
Wo 9113281 A 05-09-1991 DE 4005528 Al 29-08-1991
AT 111577 T 15-09-1994

AU 7064591 A 18-09-1991

DE 59007175 D1 20-10-199%4

WO 9113281 Al 05-09-1991

EP 0516636 Al 09-12-1992

ES 2060361 T3 16-11-1954

US 5368201 A 29-11-1954

Wo 0121151 A 29-03-2001 AU 7522600 A 24-04-2001
AU 7782500 A 24-04-2001

w0 0121151 A1l 29-03-2001

WO 0121152 Al 29-03-2001

AU 7907000 A 24-04-2001

WO 0121207 A2 29-03-2001

Forma PCT ISA 210 (anexo familia de patentes) (Julio 1992)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

[ ralfrcna appiication no

PCT/EP 01/11326

CLASSIFICATION OF SUBJECT BA

Aczording 1o Inlernational Patant Clasgification {IPC) or 1o both netignal clsssification and IPC

EPC 7 AG1K39 12 A51K39/155 A61K39/245  A61K9/00

B, FIELDS BEARCHED

Minimum documentalion asarched {(classiicailon system folowed by classificallon aymbols)
IPC 7 A61K

Documemniation searchad other than minimum documanialion 1o the extant thal such documenis ams included In ihe flekds assrched

Elacironic data basa consultad during the Intemational saarch (name of data base and, whare praclical, saarch larms used)
MEDLINE, CHEM ABS Data, BIOSIS, EPO-Internal, PAJ, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Eurcpean Patant Cffice, P.B. 5818 Paisniingn 2
NL - 2280 HV

Far, (+31-70} 340-3010

Catogary * | Cliailon of document, with indication, where approprisia, of the miavant passagas Relsvani io clalm No.
X BETTS R F: "Vacctnes in the prevention of 11,18
viral pneumonia.”
SEMINARS IN RESPIRATORY INFECTIONS, (1995
DEC) 10 (4) 282~7. REF: 34 ,
XP001026636
Y page 282 12
page 286, left-hand column
X KUNO-SAKAI H ET AL: ™"Developments in 15,18
mucosal influenza virus vaccines.”
VACCINE, (1994 NOV) 12 (14) 1303-10. ,
XP001026644
page 1303 -page 1304; figure 1
X WO 91 13281 A (PFEIFFER ERICH GMBH & CO 15,16,18
KG&) 5 September 1991 (1991-09-05)
cited 1n the application
the whole document
Y -
[:] Further documants are listed Inthe continualion of box C. [:] Padent family members ar Msied In snnai.
* Spacial catagories of died cocuments ; *T* tatar document published after the | sonal date
S e 1w ATl A TR
“E' earlar documan but pubilshad on or after iha imarnational "Y' documant of : the claimed bnvantion
filing date cannot be considered novel or cannol be considerad to
e e e B T e e i i o e
challon ar ciher spocial rapson (as apeciied) v ﬁn";n &"m’:mgﬂ"m ::'n' m mn the
' documanl referming to an oral disglosure, use, exhibltion or documan [s combined with one or mom other such docu-—
othar maans m-fmwmnhmmhn person skillad
e e e e L ——
Date of Ihe aclunl complalion of the Inlamational ssarch Dais of maling of tha lntamational search report
29 January 2002 08/02/2002
Nama and malling address of tha ISA Authortzed officer

1mmmmh%mmmmu Mennessier, T

Fom PGTABA210 (sacanct sheel) (uly 1692)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

jail'hmﬂnnﬂhnbnuo

PCT/EP 01/11326

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Caiagory * | Cllailon of documeni, wih Indicalion,whare appropriate, of the relavani passtges

Ratavant 1o claim No.

Y ENDERS-RUCKLE G: "Frequency,

serodiagnosis and epidemiological features

of subacute sclerosing panencephalitis

(SSPE) and epidemfology and vaccination—

policy for measles 1n the Federal Republic

of Germany (FRG)."

DEVELOPMENTS IN BIOLOGICAL

STANDARDIZATION, (1978) 41 195-207. ,
XP001027713

page 199 -page 200

page 203; table VI

Y STAHL-HENNIG C ET AL: "Immunization with

tween-ether-treated SIV adsorbed onto

aluminum hydroxid protects monkeys against

experimental SIV infection."

VIROLOGY, {1992 FEB) 186 (2) 588-96. ,
XP001026357

page 588 -page 589

Y DALSGAARD K ET AL: "Vaccination of pigs
against hog cholera (classical swine
fever) with a detergent spl1it vaccine.”
ACTA VETERINARIA SCANDINAVICA, (1976) 17
(4) 465-74, ,
XP001027714
page 465
page 467
Y VAANANEN P ET AL: "Large-scale
purification of rubella virus and
preparation of an experimental split
rubella virus vaccine.”
ggPLéED MICROBIOLOGY, (1971 SEP) 22 (3)
5_-:
XP001027710
the whole document
Y LINA B ET AL: "A TpitapX~100- split
virion jnfiuenza vaccine 1s safe and
fulfills the committee for proprietary
medicinal products (CPMP) recommendations
for the European Community for
Immunogenicity, in Children, Adults and
the Elderly."
BIOLOGICALS, (2000 JUN) 28 (2) 95-103. ,
XP001026651
page 96, left-hand column
P.X WO 01 21151 A (SLAOUI MONCEF MOHAMED
:SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG (BE); FRIEDE
MART) 29 March 2001 (2001-03-29)
page 15; example 5
P.Y page 35 -page 39
claim 9

11,12,18

11,18

11,12,18

11,12,18

11,12,18

15,16,18

11,12,18

()

Fosn PCTABA/ZID {oontinuniion of seoand shest) (July 1062)

page 2 of 2
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Intarnational Application No. PCTAP 01 A1326

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

|

Continuation of Box 1.2

Claims Nos.: 1-18 (each partly)

The expression "a split enveloped virus preparation” appears not to have
a definite meaning. From the description (see page 5, lines 20-30) 1t
could be inferred that safd expression could encompass enveloped virus of
which the 1ipid containing viral envelope has been released and
solubilized upon action of an organic solvent or detergent to disrupt
said envelope as well as a subunit virus preparation which could consist
of only one or a few highly purified viral proteins. Taken into account
the wording of claim.4, 1t would additionally appear that such a hightly
purified preparation may be free of any residual spiitting agents, and,
therefore, could not be distinguished from a preparation of purified
proteins obtafned using a process which does not involve the use of a
splitting agent as 1s the case when purified proteins are recombinantly
produced, and, the production of which had not required the essential
functional technical feature referred to in the claims as the use of a
splitting agent. In view of the uncertainty assoctated with the said
expression, the search has been 1imited (all claims concerned) to “split
vaccines" which are not subunit vaccines within the meaning given at
11nes 26-27 on page 5 of the description.

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Pretiminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This 1is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Informalion on patent family mambers

;'hnll Appliestion No

PCT/EP 01/11326

Patent documaent Publication Patent tamlly Publication

citad In ssarch report dats mambar{s) date

WO 9113281 A 05-09-1991 DE 4005528 Al 29-08-1991
AT 111577 T 15-09-1994
AU 7064591 A 18-09-1991
DE 59007175 D1 20-10-1994
WO 9113281 Al 05-09-1991
EP 0516636 Al 09-12-1992
ES 2060361 T3 16-11-1994
us 5368201 A 29-11-1994

WO 0121151 A 29-03-2001 AU 7522600 A 24-04-2001
AU 7782500 A 24-04-2001
Wo 0121151 Al 29-03-2001
Wo 0121152 Al 29-03-2001
AU 7907000 A 24-04-2001
Wo 0121207 A2 29-03-2001

Fosm PCTABAZZ10 tpatart lamily srvax) (il 10603)

-

-
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA CONFORME AL
TRATADO DE COOPERACION SOBRE PATENTES (T C P)

(19) Organizecién Mundial de la Propiedasd  OMPI [cddigo de barras]
Intelectual
Oficina Internacional
(43) Fecha de publicacién internacional: TCP (10) Ndmero de publicacién internacional:

11 de abril de 2002 (11.04.2002)

WO 02/028422 A3

(51) Clasificacidn Internacional de patente”:
AGIK 39/12, 19/155, 397245, 9/00

(21) No. de solicitud Internacional:
PCT/EPO01/11326

(32) Fecha de presentacion internaclonal:
1 de octubre de 2001 (01.10.2001)

(15) Idlomsa de presentacidn:

(26) Idioma de publicacion:
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Relvindicaciones:

1. El uso de una preparacién de envoltura rota de virus la cual no es un
virus de influenza roto en la fabricacién de una formulacién de vacuna para

administraci6n intranasal.

2. El uso de conformidad con la reivindicaciéon 1 en la cual la preparacién
del virus de envoltura rota es un virus simple o una mezcla de un virus
syncytial respiratorio de influenza, un virus de parainfluenza, virus simples de

sarampion y herpes.

3. El uso de conformidad con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 en la
cual la preparacién del virus de envoltura rota comprende fragmentos de
membrana viral, proteinas de envoltura de membrana viral, matriz viral y

nucleoproteinas.

4, El uso de conformidad con una de las reivindicaciones 1-3 las cuales

comprenden adicionalmente uno o méas agentes de rotura residuales.

5. El uso de conformidad con la reivindicacion 4 en la cual el agente de
rotura residual se selecciona del grupo que consta de laurenth 9, NaDOC,

grupo Sarcosil, Tween 80™ y Triton X100™.

6. El uso de conformidad con la reivindicacién 5 en la cual el agente de

rotura es NaDOC o Sarkosil.
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7. El uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 las

cuales comprenden adicionalmente un agente estabilizador.

8. El uso de conformidad con la reivindicacion 7 en la cual el agente

estabilizador es un surfactante.

9. El uso de conformidad con la reivindicacion 8 en la cual el surfactante
es simple o una mezcla de monoleato de sorbitdn polioxetileno
(TWEENB8O™), t-octilfenoxipolietoxietanol (TRITON X100™) y éter

polioxietileno-9-lauril.

10. El uso segln se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones

anteriores las cuales adicionalmente comprenden un adyuvante.

11.  Un método para producir una formulacién segiin se reivindica en una

de las reivindicaciones anteriores la cual comprende los pasos de

(a) rotura de un virus de envoltura; y

(b) mezcla opcional de la preparacién del virus de envoltura rota con un
agente estabilizante; y

{c) mezcla opcional de la preparacion del virus de envoltura rota con un
adyuvante.

(transportador y/o inmunoestimulante).

12. Un método para producir una formulacion de vacuna segin se
reivindica en la Reivindicacién 11 en la cual el agente estabilizante es al

menos un surfactante seleccionado del grupo que comprende monoleato



sorbitdn polioxietileno (TWEENS80™), t-octilfenoxipolietoxietanol (TRITON
X100™) y éter polioxietileno-9-laurit.

13. El uso de una preparacién de vacuna del virus de envoltura rota, la cual
no es una preparacién del virus de influenza rota en la fabricacién de una
formulacién de vacuna intranasal para la profilaxis o tratamiento de la

enfermedad.

14. Un equipo para aplicar una preparacién de vacuna intranasal segln se
reivindica en una de las reivindicaciones 1-10 que comprende:
(a) una preparacion de un virus de envoltura rota; y

(b) un dispositivo para aplicacién intranasal.

15. Un dispositivo para aplicacion intranasal que comprende una vacuna de

conformidad con una de las reivindicaciones 1-10.

16. Un dispositivo de conformidad con la reivindicacién 15 el cual es un

dispositivo de entrada a presion.

17. Un método para proteger o tratar a un mamifero susceptible de, o que
sufre una enfermedad ocasionada por un virus de envoltura, el método
comprende la administracion de una vacuna de conformidad con las

reivindicaciones 1-10 via nasal.

18. Un método, uso, equipo o dispositivo de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones anteriores en el cual la formulacibn de vacuna es

* inmunogénica en individuos seropositivos y seronegativos.



WO 0228422 _ PCT/EP01/11326
Clatms:

<1.  ‘Theuse of a split enveloped virus preperation which is not a split influenza
virus preparation in the mannfacture of a vaccine formniation for intranasal delivery.
5
A2 The use according to claim 1 wherein the split enveloped virus preparation is
" cither singly or a mixture of respiratory syncytial virus, parainfluenza virus, measles
and herpes simplex virus,

10 4 3. The use according to claim 1 or ¢laim 2 wherein the split enveloped virus
preparation comprises viral membrane fragments, viral membrane envelope proteins,
viral matrix and nucleoprotsins. '

4.  The use according to any one of claims 1 - 3 which additionally comprises ons
13  or more residual splitting agents,

- Y. The use according to claim 4 wherein the residual splitting agent is selected
from the group consisting of: Iaureth 9, NaDOC, Sarcosyl group, Tween 80™, and
Triton X100™,

20

~16.  Use according to claim 5 whexein the splitting agent is NaDOC or Sarcosyl.

L T The use according to any one of claims 1 to 6 which additionally comprizes a
stabilising agent. )
25

Y The use according to claim 7 wherein the stabilising agent is a surfactant.

9, The use according to claim 8 wherein the surfactant is either singly or a
mixture of polyoxyethylene sorbitan monooleate (TWEENSO™), t- '

30  octylphenoxypolyethoxyethanol (TRITON X100™) and polyoxysthylene-9-lauryl
ether.

-
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Q,IO. The use as claimed in eny one of the preceding claims which additionally
comprises an adjuvant.

11, A method of producing a vaccine formulation as claimed in any ons of the
5  preceding claims which comprises the steps of
(a) splitting an enveloped virus; and
(b) optionally admixing the split enveloped virus preparation with a stabilising agent; ]
and L
(c) optionally admixing the split enveloped virus preparation with an adjuvant
10 (carrier and/or immunostimulant).

LR T

12. A method of producing a vaccine formulation as claimed in Claim 11 wherein
the stabilising agent is at least one surfactant selected from the group comprising
polyoxyethylene sorbitan monooleate (TWEENS(O™); t-

15  octylphenoxypolyethoxysthanol (TRITON X100™); polyoxyethylene-9-lauryl ether.

*13.  Use of & split enveloped virus vaccine preparation, which is not a split f}:
influenza virus preparation in the manufacture of an intranasal vaccine formulation for [
the prophylaxis or treatment of disease,
14. A kit for delivery of an intranasal vaccine farmulation as cleimed in any one i
of claims 1 - 10 comprising: ' P
(a) & split enveloped virus preperation; aud ':::::-
(b) an intranasal delivery device.

25
15.  An intranasal delivery device comprising a vaccine according to any of claims
1-10.
16. A device accarding to claim 15 which is a pressure threshold device. _
Lli_?- A method for protecting or treating a mammal susceptibls to, or suffering from

disease caused by an eaveloped virus, the method comprising adminuﬁmng a
vaccine according to claims 1-10 via a nasal route,

31
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,;5‘18. A method, use, kit or device according to any preceding claim, wherein the
vaccine formulation is immnnogenic in seropositive and seronegative individuals.

32
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L Bases del Reporte

1. Respecto a los elementos de la solicitud internacional: (Cardtulas de remplazo que han sido suministradas a la
oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el articulo 14 estén referenciados en este reporte como
“presentados originalmente” y no estin anexos a este reporte dado que no contienen modificaciones (Reglas
70.16y 70.17):

Descripcién, Piginas:

1-29 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, No.:

1-18 con telefax de 31/07/2002

Dibujos, No.:

1-16 como se presentaron originalmente

2. Respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron suministrados
a esta Autoridad en el idioma en el cual la solicitud internacional fue presentada, a menos que se indique lo
contrario bajo este ftem.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma, el cual es:

D el idioma de una traduccién suministrada para una biisqueda internacional (segiin la Regla 23.1 (b)).

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

D el idioma de la traduccitén suministrada para el examen preliminar internacional (segtn las Reglas 552 y/o
55.3).

3. Respecto al nucleétido y/o secuencla amino cida revelado en la solicitud internacional, se llevd a cabo el
examen preliminar internacional segin el listado de secuencia:
. D contenido en la solicitud internacional en forma escrita.
D 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.

I_—_| Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual el listado de secuencia escrito
proporcionado subsiguientemente no va mis alld de la revelacién en la solicitud internacional

segiin se presento.
I:I Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual la informacién presentada en forma
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.

4. Las modificaciones han resultado en la cancelacién de:
[] 1a descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

FORMA PCT/IPEA/409(Casillas I-VIII, Hoja 1) (Julio 1998)
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[J osdibujos, paginas

5. D Este reporte ha sido establecido como si {(algunas) de las modificaciones no se hublesen hecho, ya que se ha

considerado que van mis alld de la revelacién segtin se presentd, como se indicé en Casilla Suplementaria (Regla
702 (c)):

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

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

III. No establecimiento de opinién respecto a Ia novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1. La cuestién de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, involucrar nivel inventivo {(no ser obvio), o ser
industrialmente aplicable no se ha examinado en relacién con:

[] toda 1a solicitud internacional.
D{ 128 retvindicaciones Nos. 1-18
porque:
dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 17 y 18 (con respecto a la aplicabilidad
m;zl)):u relaciona con el siguiente asunto/ materia que no requiere examen preliminar Internacional

ver hoja anexa

D la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indican elementos particulares a continuacion) o dichas
reivindicaciones Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

E las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. 1-18 (cada parte) estdn sustentadas tan
. inadecuadamente por la descripcién que no pudo formarse una opinién significativa.

D n0 se ha establecido un informe de bisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos.

2. Un examen internacional significativo no puede llevarse a cabo debido a la falla del nucleétido y/o listado de

secuencia amino dcida para cumplir con el estdndar preparado en el Anexo C de las Instrucciones
Administrativas:

D el formulario escrito no ha sido proporcionado o no cumple con el estdndar.
|:| la forma legible por computador no ha sido proporcionado o no cumple con el esténdar.

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

1. Afirmacién

FORMA PCT/IPEA/409(Casillas I-VIII, Hoja 2) (Julio 1998)
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Novedad (N) St:  Reivindicaciones 1-14, 17 y 18 (parte) * ver punto 2a de la hoja
separada®
No: Reivindicaciones 15, 16 y 18 (parte)
Nivel inventivo (IS) St  Reivindicaciones 1-10, 13, 14, 17 y 18 (parte) * ver punto 2a de la hoja
separada*

No: Reivindicaciones 11, 12, 15, 16 y 18 (parte)
Aplicabilidad industrial (1A) Sf:  Reivindicaciones 1-16 * ver punto 2a de Ia hoja separada*
No: Reivindicaciones

PN

2. Citaciones y explicaciones

Ver hoja separada

FORMA PCT/IPEA/409(Casillas I-VTII, Hoja 3) (Julio 1998)
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B
4

Comentarios respecto al ftem III

a) Las reivindicaciones 17 (toda) y 18 (parcialmente) se relacionan con un objeto que esta

Autoridad considera que estA comprendido en las disposiciones de 1a Norma 67.1 (iv)
del PCT.

()  Por consiguiente, no se formulard ninguna opinién respecto a la aplicabilidad
industrial del objeto de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(i) PCT).

(ii) Para la evaluacibn de dichas reivindicaciones sobre la cuestién de si son
industrialmente aplicables no existe un criterio unificado en los Estados
Contratantes del PCT. La patentabilidad también puede depender de la
formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce el objeto
de las reivindicaciones como aplicable industrialmente en cuanto al uso de un
compuesto en el tratamiento médico, pero puede permitir, sin embargo,
reivindicaciones en cuanto a 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 novedoso.

b) En la descripcién se han suministrado datos técnicos valiosos en cuanto a la

inmunogenicidad de las preparaciones de virus con envolvente divididos, es decir, su
capacidad de inducir una respuesta inmune potente al ser administrados
intranasalmente (ver los Ejemplos 2 y 3 en las pdginas 24-29) Gnicamente para los virus
de la familia Paramyxoviridae. Por lo tanto, parece que existe un soporte suficiente
en la descripcion Gnicamente para esa parte del objeto reivindicado que se
relaciona con preparaciones de vacunas que contienen dichos virus.

Comentarios respecto al ftem V

a) Observacién preliminar

En vista de los comentarios hechos en el punto 1 anterior, se hacen los siguientes
comentarios en cuanto a la novedad y nivel inventivo respecto a las reivindicaciones 1-

18, en cuanto a que el virus a que el presente hace referencia pertenece a la familia
Paramyxoviridae.

Forma CT/Hoja separada/409 (hoja 1) (EPO-Abril 1997)
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INTERNACIONAL-HOJA SEFARADA

De manera n.emejanbe, se hacen comentarios en cuanto a la aplicabilidad industrial
para las mismas partes del objeto reivindicado segtin se define finicamente en las
reivindicaciones 1-16.

b) Documento citado

Se hace referencia a los siguientes documentos los cuales se citaron en el reporte de

bisqueda internacional.

# D1:  Seminarios en Infecciones Respiratorias, 10(4), 1995,
282-7, XP001026636

# D2 Vacunas, 12(14), Noviembre 1994, 1303-10,
XP001026644

# D3:  Desarrollos en Estandarizacién Biolégica, 41, 1978,
195-207 XP001027713

# D4:  Acin Veterinaria Scandinavia, 17(4), 1976, 465-74
XP001027714

# D5: Microbiologia Aplicada, 22(3), 1971, 255-9
XP001027710

# D6:  Biologicals, 28(2), Junio 2000, 95-103
XP001026651

# D7: WO91/13281

# D8: WO01/21151

¢) Novedad (Articulo 33(2) PCT)

0)

(i)

Parece que en el estado de la técnica no se ha revelado el uso de un virus
dividido de la familia Paramyxoviridae en la fabricaci6én de una formulacién
de vacuna para aplicabilidad intranasal o un método para proteger o tratar un
mamifero que comprende la administracién de dicha vacuna. Por lo tanto, el
objeto de las reivindicaciones 1-10, 13, 17 y 18 puede considerarse novedoso,
en cuanto a que dicha reivindicaciébn mencionada en Gltima instancia se
relaciona con dicho uso o método.

Se acepta que en el documento D1 s6lo se hace referencia a subunidades de
vacunas producidas por solubilizacién de detergentes de PIV-3 (ver el
Capftulo llamado “Vacunas Inactivadas” en Ia pagina 286).

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)

Solicitud Internacional No. PCT;

A
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(i)

)

)

Por lo tanto, un método para producir un virus dividido de la familia
Paramyxoviridae segtin se define en la reivindicacién 11, siendo Ia divisién
del virus Ia Gnica caracteristica esencial de dicho método, debe considerarse
como que no ha sido revelado en dicho documento. Como resultado también
el objeto de la reivindicacién 11 puede considerarse como novedoso. La
misma conclusién también aplica de facto al objeto de las reivindicaciones 12
y 18 dependientes, en cuanto a que dicha reivindicacin mencionada en
tltima instancia se dirige a un método segn se define en alguna de las
reivindicaciones 11 y 12.
La reivindicaci6én 15 se dirige indiscutiblemente, no a una ‘combinacién’ de
un dispositivo y una vacuna, sino a un dispositivo. Segtin se explic6 en la
pégina 12 de la descripcion, en la técnica son conocidos los dispositivos para
aplicabilidad intranasal tales como los dispositivos de entrada a presién o
1‘dichos otros como una jeringa desechable de plistico con una punta
apropiada para ser usados con la presente invencién, ver ademds el
documento D7 (como un todo) y D2 (Figura 1 en la pégina 1304),
respectivamente. La introduccién de una vacuna en dicho dispositivo segiin
se define en las reivindicaciones 1-10, mientras que las caracterfsticas técnicas

] de dicha vacuna no pueden considerarse como caracterfsticas técnicas del

dispositivo, no pueden hacer que dicho dispositivo sea novedoso. Por lo
tanto, el IPEA se gufa por su opini6én de que hay que considerar que al objeto

_de las reivindicaciones 15, 16 y 18 le falta novedad, en cuanto a que dicha
" reivindicacién mencionada en Gltima instancia se relaciona con un dispositivo

' flegin se define ya sea en la reivindicacién 15 o 16.
Un equipo segln se define en la reivindicacién 14, es decir, que comprende
un virus dividido de la familia Paramyxoviridae y un dispositivo de
_aplicabilidad intranasal parece que no se ha revelado en el estado de la
técnica. Por lo tanto, puede considerarse que un equipo segtn se define en las
reivindicaciones 14 y 18 es novedoso, en cuanto a que dicha reivindicacién
mencionada en Gltima instancia est4 dirigida a un equipo segtn se define en

la reivindicacién 14.

Para resumir, mientras el objeto de las reivindicaciones 1-14, 17 y 18 puede
considerarse novedoso (en cuanto a que la reivindicacién mencionada en
tiltima instancia no se dirige a un dispositivo), segtin se define en el punto 2a.
anterior, en contraste, el objeto de (a) las reivindicaciones 15, 16 y 18 no se
considera novedoso (en cuanto a_que dicha reivindicacién mencionada en
tltima instancia estd dirigida a un dispositivo) seg(in se define en el punto 2a.

anterior.

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-Abril 1997)
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d)

Nivel inventivo (Articulo 33(3) del PCT)

o

(i)

En vista de los resultados presentados en el documento D2 el cual se
concentra en el virus de influenza dividido y se tienen en cuenta los otros
documentos anteriores citados puede considerarse que una persona experta
en la técnica no hubiera hecha una extrapolacién directa que la hubiera
llevado a considerar que una preparacién compuesta por un virus dividido
que pertenece a ese grupo particular de virus que pertenecen a la familia
Paramyxoviridae puede representar una vacuna eficaz si se administra
intranasalmente. Por lo tanto, y en vista de los resultados reportados en Ia
descripcién respecto a las preparaciones de vacunas gue contienen un virus
dividido de dicha familia, el objeto de Ias reivindicaciones 1-11, 13, 17 y 18
puede considerarse que comprende un nivel inventivo en cuanto a que dicha
reivindicacién mencionada en tltima instancia se relaciona con un uso segdin
se define en las reivindicaciones 1-10 y 13 o un método segfin se define en la
reivindicacién 17), segin se define en el punto 2a. anterior. La misma
conclusién puede también aplicar al objeto de las reivindicaciones 14 y 18, en
cuanto a que dicha reivindicacién se dirige a un equipo segtn se define en la
reivindicacién 14.

No esti claro cuél efecto técnico inesperado podria una persona experta en la
técnica haber esperado de la adicién de surfactantes conocidos tales como
TWEEN 80 o TRITON X100 a una formulacién de vacuna. Por lo tanto, un
método para producir una formulacién de vacuna segiin se define en la
reivindicacién 12 no puede considerarse que comprende un nivel inventivo
sobre una combinacién de alguno de los documentos D1 y D3 (en los cuales
se hace referencia a preparaciones de vacunas del virus dividido de
sarampi6n (Paramyxoviridae) (ver padginas 199-200 y la Tabla VI de la pégina
203) con cualquiera de los documentos D4 (el cual describe el uso de TritonX-
100 en Ia preparacién de una vacuna del virus de la peste porcina; ver pégina
467), D5 (que describe el uso de Tween 80 en la preparacién de una vacuna
del virus de rubéola dividido; ver pagina 255-6), y D6 (que describe el uso de
TritonX-100 en la preparacién de una vacuna del virus de influenza dividido).
Ademas, como el hecho de que dicha formulaciSn de wvacuna es
inmunogénica opcionalmente en individuos seropositivos y seronegativos
seg(in hace referencia la reivindicacién 18, es decir, que dicha vacuna puede
usarse en individuos naturales y selectos, no parece correlacionarse con un

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 4) (EPO-Abril 1997)
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paso del procedimiento especifico para afiadirse al método de alguna de las
reivindicaciones 11 y 12, tampoco es posible considerar que el objeto de la
reivindicacién 18 comprende un nivel inventivo, en cuanto a que se dirige a
un método segfin se define en alguna de las reivindicaciones 11 y 12.

Para resumir, finicamente el objeto de (a) las reivindicaciones 1-10,13,14 y 17

reivindicacién 18 puede considerarse que comprende un nivel
inventivo, en cuanto a que Ila reivindicacién mencionada en tltima instancia
se relaciona con (i) un uso segn se define en las reivindicaciones 1-10 y 13, y
(ii) un equipo segiin se define en la reivindicacién 14, o (iii) un método segtin
se define en la reivindicacién 17), segtin se define en el punto 2a. anterior.

Aplicabilidad industrial (Articulo 33(4) del PCT)
El objeto de las reivindicaciones 1-16 puede ser considerado como susceptible de
aplicabilidad industrial.

Documento Intermedio

Si Ia prioridad parece que no se ha reivindicado validamente, el documento D8 debe
tenerse en cuenta al evaluar &i el objeto de las reivindicaciones 11,12, 15,16 y 18 es
novedoso o comprende un nivel inventivo.

Forrma PCT/Hoja separada/409 (Haja 5) (EPO-Abril 1997)
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A copy of the report and its annaxes, If any, Is being tranamitted to the intemational Bureau for communication
to all the elected Offices.

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

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certaln acts (flling
iransiations and paying national fees) within 30 montha from the priority date (or later in some Offices) (Article
39(1)) (see also the reminder sant by the International Bureau with Form PCT/NB/301).

Whers a transiation of the infernationai application must be fumnished to an elacted Office, that transiation must
contain a translation of any annexes to the intemational preliminary examination raport. It is the applicant's
responsibility to prepare and fumish such translation directly to each elected Office concemed.

For turther detalls on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume li of the
PCT Applicant's Guide.

For the purpose of deciding whether the claimed invention Is patentable or not, the elected Officas may apply
criteria additional to or differant from the criteria on which the intemational preliminary examination report is
based (ses Articles 27(5), 33(5)). Addltional criteria may include e.g. exemptions from patantability and the
requirements of enabling discloaure and of clarity and support of claims.
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2. This REPORT consisis of a total of 9 sheeta, Including thia cover shesl.
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(see Rule 70.16 and Section 8607 of the Adminlstrative Instructions under the PCT).
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. Baseals of the reponrt

1. With regard to the elements of the intemational application (Repiacement sheels which have been fumished to
the racelving Office In response lo an invitation under Arlicie 14 are referred io in this report as "originally fled”
and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rules 70.18 and 70.17)).

Description, pages:

1-29 as originally filed

Clalms, No.:

1-18 with telefax of 31/07/2002

G Drawings, No.:

1-18 as originally filed

2. With regard to the language, all the slaments markad above were available or fumished to this Authority in the
language In which the international application was flled, unless otherwise indicated under this tem.

These elements were avallable or fumished to this Authority in the following language: , which is:

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

O the language of a translation fumished for the purposes of intemational preliminary examination (under Rule
55.2 and/or 55.3).

O 3. With regard o any nucleotide and/or amino acld sequencs disclosed In the Intemational application, the
imemational preliminary examination was carried out on the basls of the sequence llsting:

containad in the intemational application in written form.

filed together with the intemational application in computer readable form.
fumished subsaquently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished wiitten sequence listing does not go beyond the disclosure In
the Intemational application as flled hae been fumished.

The statement that the Information recorded in computer readable form Is identical to the wiiiten sequence
listing has basn fumished.

O OOo0aooaQ

4. The amendments have resulted in the cancslilation of:

] the description, pages:
O the claims, Nos.:

Form PCT/IPEA/408 (Baxes |-VIIl, Sheet 1) {July 1968)
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[0 the drawings, sheets:

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

(Any replacement shaet containing such amendments must be referred to under ltem 1 and annexed 1o this
report.)

8. Additional observations, if necessary:

lll. Non-astablishment of opinion with regard to noveity, inventive step and Industrlal applicabliity

@ 1. The questions whether the claimed Invention appears to be novel, to involve an inventive stsp (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not been examined In respect of:

[0 the entire Intemational application.

B clalms Nos. 1-18.

because:

¥ the sald Intemational application, or the said claims Nos. 17 and 18 (with respect to industrial applicabllity)
relate to the following subject matter which does not require an intemationai preliminary examination

(specify):
sae separats sheet

O the description, claims or drawings (indicale particular elements below} or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could ba formed (spealfy):

Q & the claims, or sakd claims Noe. 1-18 (each partly) are so Inadequatsly supported by the description that no
meaningful opinion could be formed.  ~

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

and/or amino acld sequenca listing to comply with the standard provided for in Annax C of the Administrative
Instructions:

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

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive atep or Industrial appliicabiiity;
citations and sxplanations supporting such statement

1. Statement

Form PCTAPEA/ADS (Boxoe 1-V11, Sheet 2) (July 1888)
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Novelty (N) Yes: Claims 1-14, 17 and 18 (partly) * see point 2a on the separate sheet *
No: Claims 15, 16 and 18 (parily)
Inventive step (IS) Yes: Claims 1-10, 13, 14, 17 and 18 (partly) * see point 2a on the sep. sheet *
No: Claims 11,12, 15, 16 and 18 (partly)
Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-16 * g@e point 2a on the separate sheet *

No: Claims

2. Citations and explanations
see ssparate sheet
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1. o]

a)

b)

2. (s}

a)

ents with o item {1l

Claims 17 (as a whole) and 18 (partly) relate 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).

(i) For the assessment of said claims 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 EPQ, for example, does not recognize as industrially
applicable the subject-maitter of claims to the use of a compound in
medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-
pound for first use in medical treatment and the use of such a
compound for the manufacture of a medicament for a new medical
treatment.

Valuable technical data as to the immunogenicity of split enveloped.virus -
preparations, l.e., their capability of inducing a potent immune response,
when intranasally administered have been provided in the description (see
Examples 2 and 3 on pages 24-29) only for viruses of the Paramyxoviridae
family. Therefore, a sufficient support in the description appears to exist only
for that part of the claimed subject-matter which relates to vaccine
preparations which contain said viruses.

ents with re item V
Preliminary remark

In view of the comments made at point 1 above, the following comments as
to novelty and inventive step are made with respect to claims 1-18, insofar

as the virus referred to thersin belongs to the Paramyxoviridae family.
Similarly, comments are made as to jndustrial applicability for the same parts

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 1) (EPO-April 1897) ’H
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of the claimed subject-matter as defined in clalms 1-16 only.
b) ument cited

Reference is made to the following documents which were cited in the
intemational search report:

# D1: Seminars in Respiratory Infections, 10(4), 1995, 282-7,

XP001026636

# D2:. Vaccine, 12(14), November 1994, 1303-10,

@ XP001026644

# D3: Developments in Biological Standardization, 41, 1978, 195-207
XP001027713

# D4: Acia Veterinaria Scandinavia, 17(4), 1976, 465-74
XP001027714

# D5 Applied Microbiology, 22(3), 1971, 255-9
XP001027710

# D6: Biologicals, 28(2), June 2000, 95-103
XP001026651

# D7: WO 91/13281
# D8: WO 01/21151

) c)}  Novelly (Article 33(2) PCT)

(i) The use of a split virus of the Paramyxoviridae family in the
, manufacture of a vaccine formulation for intranasal delivery or a
method for protecting or treating a mammal comprising administering
such a vaccine appears not to be disclosed in the state of the art.
Therefore, the subject-matter of claims 1-10, 13, 17 and 18, insofar
as sald latter claim relates to such a use or method, may be
considered to be new.

(i) Itis agreed that in document D1 only subunit vaccines produced by

detergent solubilization of PIV-3 are referred to (see the Chapter
entitled "Inactivated Vaccines" on page 286). Therefore, a method of

Form PGT/Separaie Sheet409 (Sheet 2) (EPO-Aprl 1087) 43~
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producing it virus of the Paramyxoviridae family as defined in
claim 11, the only essential technical feature of said method being that
the virus is split, has to be considered as not being disclosed in said
document. As a result also the subject-matter of claim 11 may be
considered to new. The same conclusion also applies de facto to the
subject-matter of dependent claims 12 and 18, insofar as said iatter
claim is directed to a method as defined in either of claims 11 and 12.

(i) Claim 15 is indisputably directed, not to a 'combination' of a device and

a vaccine, but to a device. As explained on page 12 of the description,
@ intranasal delivery devices such as pressure threshold devices or such
as a plastic disposable syringe with a tip, suitable for use with the
present invention are known in the art, see further document D7 (as a
whole) and D2 (Figure 1 on page 1304), raspectively. Introducing in
such a device a vaccine as defined in claims 1-10, whereas the
technical features of said vaccine cannot be regarded as technical
features of the device, cannot render novel said device. Therefore, the
IPEA abides by its opinion that it has to be considered that the subject-
matter of claims 15, 16 and 18, insofar as said latter claim relates to a
device as defined in either of claims 15 and 16, lacks novelty.

(iv) A kit such as defined in claim 14, i.e., comprising both a split virus of
O the Paramyxoviridae family and an intranasal delivery device appears
| not to be disclosed in the state of the art. Therefore, it may be
considered that a kit as defined in claims 14 and 18, insofar as said
latter claim is directed to a kit as defined in claim 14, is new.

[\)) summarize, whereas the subject-matter of claims 1-14, 17 1
(insofar as said latter claim is not directed {o a deyice), as defined at

point 2a. above can be regarded as new, in contrast, the subject-matter
of (a) claims 15, 16 and 18 (insofar as said latter claim is directed to a
device) as defined at point 2a. above, is considered not to be new.

Form PCT/Separate Sheet/400 (Sheet 3) (EPO-Apri 1087)
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d) Inventive step (Article 33(3) PCT)

() Inview of the results presented in document D2 which focuses on split
influenza virus and account being taken of the other cited prior
documents, it may be considered that no direct extrapolation from the
state of the art would have been mada by a person skilled in the art
which would have led him/her to envisage that a preparation composed
of split virus belonging to that particular group of viruses which belong
to the Paramyxoviridae may represent an efficient vaccine if

9 mtranasally admlmstered Therefore MMM

virus gﬁ sa!g family, the subjoct-matter of clalmn 1-11, 13, 17, and 18,
insofar as said latter claim relates to a use as defined in claims 1-10
and 13 or a method as defined in claim 17), as defined at point 2a.
above can be considered to involve an inventive step. The same
conclusion may apply also to the subject-matter of claims 14 and 18,
insofar as said claim is directed to a kit as defined in claim 14.

(i) Itis not clear which unexpected technical effect could have been
expected by a person skilled in the art from the addition of know
surfactants such as TWEEN 80 or TRITON X100 to a vaccine
formulation. Therefore, a method of producing a vaccine formulation as

r) defined in clailm 12 cannot be considered as involving an inventive step

' over any combination of either of documents D1 and D3 (in which split

measles virus (Paramyxoviridae) vaccine preparations are referred to

(see pages 199-200 and Table VI on page 203) with any of documents

D4 (which describes the use TritonX-100 in the preparation of a split

hog cholera virus vaccine; see page 467), D5 (which describes the use

of Tween B0 in the preparation of a spli rubella virus vaccine; see page

255-6), and D6 (which describes the use of TritonX-100 in the

preparation of a split influenza virus vaccine). Furthermore, as the fact

that said vaccine formulation is optionally immunogenic in seropositive
and seronegative individuals as referred to in claim 18, i.e., that said
vaccine may be used in naive and primed individuals, does not appear
to ba correlated with a particular procedure step to be added to the

Y

Form PCT/Beparate Sheet/400 (Sheet 4) (EPO-Aprl 1897)
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method of either of claims 11 and 12, it is aiso not possible to consider
that the subject-matter of elaim 18, insofar as it is directed to a method
as defined in either of claims 11 and 12, involves an inventive step,

iii) Tos rize, only the subject- r of laims 1-1 14 an
17, and (b) clalm 18, insofar as said latter claim relates to (i} a use as
defined in claims 1-10 and 13, (ii) a kit as defined in claim 14, or (iii) a
method as defined in claim 17), as defined at point 2a. above can be
considered to involve an inventive step.

= e) Industrial applicability (Article 33(4) PCT)

The subject-matter of claims 1-16 may be considered to be susceptible of
industrial applicability.

f) ntermediate document
Should the priority appeared not to have been validly claimed, document D8

should be taken into consideration when assessing whether the subject-
matter of claims 11, 12, 15, 16 and 18 is new or involves an inventive step.

0y

Form PCT/Separate Sheet/402 (3heet 5) (EPO-Apil 1687)
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Chlml:\
1. Tha usc of » split enveloped virus proparstion which is not a split iy/fuenza virus
preparstion in the mamifacture of a vaceine foemmlation for intrenasal delivery.

2, The use socording 0 clxim 1 whersin the split enveloped virus preparation is
either singly or a mixhure of respiratory gynoytial virug, parsinfluenza virus, measles
and herpes simplex, virus.

3 mewchlucMZWMﬁnﬁolﬂitmvdopdm
preparation comprises viral membrane fragments, viral membrans envelope protsina,
4.  The uso according to sy ons of claims 1 - 3 which additionslty comprises one

ar moxe residoal splitting agents.

5. The use acoording to claim 4 wherein the residual splitting agent is selected from '
the group consisting of: Janreth 9, NaDOC, Sarcosyl group, Tween 80™, snd Triton
X1000e, )

6.  Use scoonding to claim § whesoin the splitting ageat is NaDQC or Sazcosyl.

7 The use according to any one of claims 1 to 6 which additionally comprises a
i
) stabilising agent
8 The use according to claim 7 wherein the stabilising agent is & surfactmt.
9 The use according to claim 8 wherein the surfictant is either singly or a mixturo
of polyoxyethyleno sorbitan monoolvate (TWEHENE0T), t-
ootylphenoxypolyethoxyethanol (TRITON X100™) and polyoxyethylene-9-lauryl
sthor.
10  Tho use as olaimed in axry ons of the preceding claima which additionally
compxrizes an adjuvant.

)19€1LT  2002* L0 T AMENDED SHEET
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11 Ammmammmmmmmwmwmnm;m&
Influenza virus preparation as claimed in any ane of the preceding claims which
conmprisss the stops of

(2) splitting en eaveloped virus; sud

(b) optionalty admixing the split erveloped vires preperation with a stebillising agent;
and .

(c) optionslly admixing tha split enveloped virus preparation with an adjuvent

(carrier ant/or immumostimmiam).

12 A method of prodocing & vaccine formmiation es clsimed in Claim 11 wherein
- the stabilising ageat is at loest ons surfhotant selectsd from the group comprising

palyoxyethylens sorbitan monooleate (TWEENSO™); ¢-

octyiphenoxypolyethoxycthanol (TRITON X100™4); polyoxyethyleno-9-lamryl ather.

13 Usa of'a split enveloped virms veccine preparation, which is not & split influensa
virus preparation in the menudhctore of an intranssal vaccine formmiation for the
prophiylaxis or treatment of disease.

14 A Kit for dalivery of an intranasal vaccine formmlation as claimed in any one of
claims 1 - 10 comprining: ‘

(») a split caveloped virus preparatiop; and

(b) an intranasal delivery device.

15  Anintrapasal delivesy dsvice comprising a vaocins accarding to oy of claims 1-
10, '

16 A device according to claim 15 which i3 a pressure threghold device.

17 Amﬂhodhrpromcﬁngoruuﬁngammmalmepﬁblem,ormrhgﬁ?m
dissase caused by am enveloped virus, the method comprising edministering s
veceine according to claims 1-10 via a nasal routs. '

CIIY BIS AATA WYY musaw =,
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18 A method, usc, kit or devioe soconding to &y procading claim, wherein the
vascipe formalation is immmmogmnic in seropositive and seronogative individuais.

B
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PREPARACION DE VIRUS CON ENVOLVENTE, DIVIDIDO, PARA
SUMINISTRO INTRANASAL

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

En particular, la presente invencion se refiere a
formulaciones de vacuna que comprenden preparaciones de virus
con envolvente, divididos, que no son preparaclones de virus de
influenza dividido, en la fabricacién de una formulacién de vacuna
para suministro intranasal; a métodos de fabricacién de dicha
formulacioén; y al uso de esas vacunas en la profilaxis o la terapia

de enfermedades.

44
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PREPARACION DE VIRUS CON ENVOLVENTE, DIVIDIDO, PARA
SUMINISTRO INTRANASAL

La presente invencién se refiere a formulaciones
novedosas de vacuna, a métodos para fabricar dichas vacunas y el
uso de esas vacunas en la profilaxis o la terapla de enfermedades.
En particular, |la presente invenclén se reflere a vacunas que
comprenden preparaciones de virus con envolvente, divididos.

Un virus con envolvente es aquél en el que el nuicleo
del virus estid rodeado por un revestimiento exterior, rico en
lipidos, que contiene proteinas virales.

En una modalidad particular, el virus con envolvents,
dividido, de la formulacién de vacuna de la presente Invencion, se
deriva del virus sincicial respiratorio (RSV, acrénimo por su
designacién en inglés: Respiratory Syncltial Virus). Los peligros
de Iinfeccién por los virus con envolvente ostdn ilustrados
mediante referencia a este virus RSV.

El virus sincicial respiratorio (RSV) humano es un
mlembro de la familia Paramyxoviridiae de los virus y provoca
enfermedades del tracto respiratorio inferior, particularmente en
nifios pequefios y bebés. Los reclentes informes sugleren que el
RSV es un patégeno importante también en los adultos, particuiar-
mente en las personas de edad avanzada.

RSV es un virus con envolvente, que tiene una genoma
de 4&cido ribonucleico (ARN) de fllamento negativo, no
segmentado, con 15,222 nuclebétidos, que codifica once ARN
mensajeros, cada uno de los cuales codifica un solo pollpéptido.
Tres de las once protelnas son protelnas de superficie de

transmembrana: las protelnas G (fijacidon), F (fusién) y SH. Una
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proteina es la proteina de matriz de virlén (M); tres proteinas son
componentes de la nucleocapsida (N, P y L) y dos protelnas son
no estructurales (NS1 y NS2). Hay otras dos protelnas, M2-1 y
M2-2. Existen dos subgrupos de RSV antigénicamente distintos,
designados subgrupos A y B. La caracterizacion de las cepas de
estos subgrupos ha determinado que las principales diferencias
residen en las protelnas G, mientras que se conservan las
proteinas P.

El virus sinciclal respiratorio (RSV) ocurre en brotes de
temporada, llegando al pico durante el invierno en los climas
templados, y durante la estaclén lluviosa en los climas mas
célldos.

El RSV es el principal causante de enfermedades
serlas en el tracto respiratorio inferlor, en nifios. Se estima que
el 40 a 50 por ciento de los nifios hospitallzados con broquiolitis,
y el 25 por clento de los nifios hospitalizados con neumonfa, son
hospltallzados como resultado directo de infecciones por RSV.
Usualmente ocurre la infeccién primarla con RSV en nifios de
menos de un afio de edad; el 95 por ciento de los nifios tlenen
evidencia serol6gica de una infeccién anterlor a los dos afios de
edad, y el 100 por clento de la poblacién, cuando llega a la etapa
adulta.

En los bebés y en los nifios pequefios, la Infeccién
avanza desde el tracto respiratorio superlor al inferior,
aproximadamente en el 40 por clento de los casos, y la
presentacién clinica es la de bronquiolitis o neumonfa. Los niflos
de dos a seis meses de edad presentan el maximo riesgo de
desarrollar manifestaclones serias de Infeccién por RSV (falla

primariamente respiratoria); sin embargo, los nifios de cualquier
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edad, con enfermedad cardiaca o pulmonar subyacente, los bebés
prematuros y los bebés Iinmunocomprometidos, tienen ademés
riesgo de complicaciones serias.

Ocurre reinfeccién sintoméatica en toda la vida, y se ha
vuelto cada vez més aparente que el RSV es un patégeno
importante también en los adultos, especialmente en los anclanos.

La infeccldbn con RSV casi seguramente poco
diagnosticada en los adultos, parcialmente debido a que se
considera que es una infeccion infantil. Consecuentemente, no se
busca |la evidencia del virus en los adultos, a fin de explicar las
enfermedades respiratorias. Ademés, es dificil identificar el RSV
en individuos que tienen algun grado de Iinmunidad parcial al
virus, como sucede en la gran mayorla de los adultos. Los adultos
jovenes a de mediana edad desarrolian tiplcamente un sindrome
persistente, parecido al resfriado, cuando son Infectados con RSV.
Los individuos de mas edad pueden desarrollar un sindrome
respiratorio prolongado que virtuaimente no puede distingulrse de
la Iinfluenza, con sintomas en el tracto respiratorio superior que
pueden ir acompafiados por implicaciones en el tracto respiratorio
Inferior, incluyendo la neumonlia. Las poblaciones de edad
avanzada, institucionalizadas, son de particular preocupacion,
debido a que comprenden numeros elevados de individuos
susceptibles, agrupados. La difusiébn de la infeccién en dicha
poblacién, muchos de cuyos Individuos tienen multiples problemas
médicos que pueden predisponerios a un curso méas severo de la
enfarmedad, es dificil de controlar.

Ademés, los informes de estudlos recientes, que
evaltan el impacto de la infeccion por RSV como la causa de

hospitalizacién en adultos y en personas ancianas sanas que

ke
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viven en comunidad, sefialan adicionalmente que la infeccién por
RSV tiene un papel importante en las enfermedades severas del
tracto respiratorio inferior en esas poblaciones. Se ha
Identificado el RSV como uno de los cuatro patbébgenos mas
comunes que provocan enfermedades severas en el tracto
respiratorio Inferior, que dan por resultado la hospitalizacién de
adultos. Tamblén se demostiré que las Infecciones serias por RSV
en ancianos no estan limitadas a los ancianatos ni a situaciones
de brotes. Mas bien la Infeccién por RSV es una causa predecible
de enfermedades serias entre pacientes de edad avanzada que
residen en comunidad. Como las hospltalizaclones por Influenza
A, las relacionadas con infeccilones por RSV estaban asociadas
con morbidez sustanclal, segin se evidencia por permanenclas
prolongadas en el hospltal, altas tasas de admislén en culdados
intensivos, y altas tasas de apoyo respiratorio.

Esos westudios seflalan 1ia necesidad médica vy
econdmica de wuna vacuna efectiva que pueda prevenir
complicaclones severas de infeccion por RSV, particularmente en

bebés, adultos y en ancianos sanos e institucionalizados, que

‘'viven en comunidad.

Existen peligros similares con otros virus con
envolvente y, por lo tanto, sigue habiendo necesidad de proteccién
efectiva contra la infecclébn y la enfermedad provocada por esos
virus.

La presente invencién provee el uso de wuna
preparacién de virus con envolvente, dividido, que no es una
preparacién de virus de /nfluenza dividido, en la preparaciéon y la
fabricacién de una vacuna formulada para suministro intranasal.

De preferencia la preparacién comprende un excipiente
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farmacéuticamente aceptable.

Las formulaciones de vacuna de la presente invencion
se derivaran de virus con envolvente, que son capaces de ser
divididos. Los virus con envolvente pueden derivarse de una gran
variedad de fuentes, incluyendo virus de origen humano o animatl.
Cuando el virus no es de origen humano, tal como de origen
bovino, de preferencia el virus es un virus recombinante.

Es preferible que las formulaclones de vacuna de la
presente invenclédn sean capaces de simular una respuesta
inmunolégica protectora contra el virus con envolvente, después
del suministro.

Dentro de los términos de la presente Invencion, los
virus incluyen todos los virus con envolvente, excluyendo
cualquier virus de infiluenza) llustrados por los siguientes, pero sin
limitacion a ellos:

1) Paramixovirus, tales como el virus sincicial respiratorio (A y
B), el virus de parainfluenza (tal como PIV-3), el
metaneumovirus, el virus del sarampién, el virus de paperas;

2) el virus del herpes, tal como el virus de Epstein-Barr, el
virus de herpes simplex, citomegalovirus;

3) flavivirus, tales como el virus del dengue, el virus de Ia
fiebre amarilla, el virus de encefalitis trasmitido por la
garrapata; el virus de la encefalitis japonesa;

4) togavirus, tales como el virus de la rubéola, y los virus de
encefalitis equina orienta, occidental y venezolana; y

5 retrovirus, tales como el virus de inmunodeficiencla humana.

La formulacién de vacuna de la presente Invencién
puede comprender opclonalmente mas de una preparacién de virus

dividido.

A4
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La formulacién de vacuna de la presente Invencién
comprende opclonalmente uno o més antigenos, procedentes de
patébgenos, en combinacién con la preparacién dlvidida, para
proveer proteccién adicional contra la enfermedad. Los antigenos
adecuados, que no necesltan proceder de preparaclones divididas,
incluyen, por ejemplo, antigenos de cualquiera de los virus
menclonados mas arriba, y patégenos que provocan enfermedades
respiratorias, tales como Streptococcus pneumoniae.

Se lleva a cabo la divisién del ;llrus rompiendo o
fragmentando los virus enteros, infecclosos (de tlpo natural o
atenuado) o no infecciosos (por ejemplo, inactivados), con una
concentracién rompedora de un agente de division que en general,
aunque no necesariamente, es un agente tensioactivo. E! virus
que se va a dividir también puede ser un virus recombinante
quimérico que tlene elementos Inmunogénicos procedentes de méas
de un virus diferante. La ruptura da por resultado una
solubilizacion total o parcial de todas las protelnas virales que
alteran la Integridad del virus.

Adecuadamente se puede obtener un virus dividido
ponlendo en contacto el virus con un agente de divisléon, de
acuerdo con la presente invenciéon, para romper totalmente la
envolvente viral. Es preferible que otras protelnas virales queden
solubilizadas total o parcialmente. La pérdida de integridad
después de la divisién, hace no Infeccioso al virus, lo que se
puede determinar facilmente medliante anélisis de titulaciéon /In
vitro. Una vez que ha sido rota, las protelnas de la envolvente
viral generalmente ya no estan asociadas con los viriones enteros
Intactos. De preferencia otras protelnas virales estan

solubilizadas total o parclialmente y, por lo tanto, no estan
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asociadas, o sb6lo estadn asociadas parcialmente, con los viriones
enteros intactos, después de la divisién.

El efecto del agente de divisiobn sobre la envolvente
viral y sobre las protelnas del virus, puede ser seguido por la
migracién del virus dividido y las protelnas virales, en
experimentos de amortiguacién en sacarosa, con visualizaciéon por
medio del analisis de mancha Western y microscopia electrénica,
tal como se describe en la presente.

La preparaciéon de vacunas divididas, de conformidad
con la presente invencién, puede implicar los pasos adicionales de
separar los agentes de division y algo o la mayoria del material
lipido viral. El proceso para la preparacién del virus con
envolvente, dividido, puede Incluir adiclonalmente un ndmero de
diferentes pasos de filtracién y/o de otra separacion, tales como
ultracentrifugacion, ultrafiltracidon, centrifugacion zonal y pasos
cromatograficos, en una variedad de combinaciones vy,
opclonalmente, un paso de inactivacién, por eJemplo, con
formaldehido o B-propiolactona, o tratamiento UV, que puede ser
efectuado antes o después de |a division. Se puede llevar a cabo
el proceso de divisiobn como un proceso intermitente, continuo o
semi-continuo.

Las vacunas divididas de conformidad con la presente
invencién por lo general contienen fragmentos de membrana y
proteinas de la envolvente de membrana, asl como proteinas que
no son de membrana, tales como la proteina de matriz viral y
nucleoprotelna, en ausencia de cantidades significativas de
viriones enteros. Las vacunas divididas de acuerdo con la
presente invencién por lo general contienen la mayoria o la

totalldad de las protelnas estructurales del virus, aunque no
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necesarilamente en las mismas proporciones con que ocurren en el

virus entero. Las preparaciones de virus dividido, preferidas,

comprenden por lo menos |la mitad de las protelinas estructurales
virales, de preferencia la totalldad de dichas proteinas. Por otra
parte, las vacunas de subunidad consisten esencialmente de una
proteina viral fuertemente purificada, o unas cuantas de estas
protelnas. Por ejemplo, una vacuna de subunidad podria contener
protelnas superficiales virales purificadas, que se sabe que son
las responsables de provocar la aparicion de los anticuerpos
deseados que neutralicen el virus, cuando se efectia Ila
vacunacién.

En esta Invencién se puede usar diversos agentes de

divisién, tales como los agentes tensioactivos no ib6nicos e

ibnicos, asl como otros diversos reactivos. Los ejemplos de

agentes de divisién (tlles en el contexto de la presente invenciéon
incluyen los siguientes:

1. Acldos biliares y sus derivados. Los A4cldos biliares
incluyen: acldo cdlico, acldo desoxicoblico, acido
quenodesoxicélico, acldo litocdlico, acldo ursodesoxicdlico,
adcido hiodesoxicélico y sus derivados, como los derivados
glicdlicos, tauricos, amidopropil-1-propansulfénicos,
amidopropil-2-hidroxi-1-propansulfénico de los acidos
biliares mencionados mas arriba, o N.N-bis(3D-
gluconoamidopropil)desoxicolamida. Un ejemplo particular
o8 el desoxicolato de sodio (NaDOC).

2. Agentes tensloactivos no idnicos, como octoxinoles (la serie
Triton™), éteres polioxietilénicos, tales como monooleato de
polioxietilen-sorbitdn (Tween 80™) y éteres o ésteres de

polioxietileno de la férmula general (I):
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) HO(CH;CH;0).-A-R
en la que n es de 1 a 50, A es una ligadura o -C(O)-; R es
alquilo de 1 a 50 4tomos de carbono o fenilalquilo de 1 a 50
dtomos de carbono, y las combinaciones de dos o mas de
éstos. Son ejemplos particulares: Tween 80™, Triton X-
100™ y laureth 9;
Alqulilglicosidas o alquiltioglicosidas, en las que la cadena
alquilo tiene entre 6 y 18 atomos de carbono, tipicamente
entre 8 y 14 &atomos de carbono, la porcién azlacar es
cualquier pentosa o hexosa o sus combinaciones con
diferentes ligaduras, como 1-» 6, 1+ 5, 1 4, 15 3, 1-2. La
cadena alquilo puede ser saturada, no saturada y/o
ramificada;
Derivados de 3 anterior, en los que uno o mas de los grupos
hidroxilo, de preferencia el grupo 6-hidroxilo estad/estan
modificado(s), como ésteres, etoxilatos, suilfatos, éteres,
carbonatos, sulfosuccinatos, isetionatos, carboxilatos de
éter, compuestos de amonio cuaternario;
Aziacares de acilo, donde |la cadena acilo tiene entre 8 y 18
4tomos de carbono, tipicamente entre 8 y 12 atomos de
carbono; la porclén azGcar es cualquler pentosa o hexosa, o
sus combinaciones, con diferaentes ligaduras, como 1-8,
1-5,
104, 123, 1-2. La cadena acilo puede ser saturada,
insaturada y/o ramificada;
Sulfobetalnas de la estructura R-N,N-(R1,R2)-3-amino-1-
propansulfonato, donde R es cualquier cadena alquilo o
cadena arilalquilo entre 6 y 18 &tomos de carbono,

tipicamente entre 8 vy 16 atomos de carbono. La cadena
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10.

11.

11

alquilo R puede ser saturada, Insaturada y/o ramificada. Las
cadenas de alquilo 'R1 y R2 tienen entre 1 y 4 4tomos de
carbono, tiplcamente, un dtomo de carbono;

Betalnas de la estructura R-N,N-(R1,R2)-glicina, donde R es
cualquier cadena de alqullo de entre 6 y 18 atomos de
carbono, tipicamente entre 8 y 16 atomos de carbono. La
cadena de alquilo pueden ser saturada, Insaturada y/o
ramificada. R1 y R2 son cadenas de alquilo entre 1 y 4
dtomos de carbono, tipicamente 1 4tomo de carbono;

Eter alqullico de polioxiatileno de estructura R-(-O-CH;-CH,-
Jo-OH, on la que R es cualquier cadena de alqullo de entre 6
y 20 4tomos de carbono, tipicamente entre 8 y 14 atomos de

carbono. La cadena de alquilo puede ser saturada,

insaturada y/o ramificada; n es entre 5 y 30, tlpicamente'

entre 8 y 25;

N,N-dialquil-glucamidas, de la estructura R-(N-R1)-
glucamlda, donde R es cualquler cadena de alqullo de entre
8 y 18 4tomos de carbono, tipicamente entre 8 y 12 4tomos
de carbono. La cadena de alqulio puede ser saturada,
insaturada y/o ramificada o ciclica. R1 y R2 son cadenas de
alqullo de entre 1 y 8 atomos de carbono, tipicamente de un
atomo de carbono. La porclén azlGcar podria estar
modiflcada con pentosas o hexosas;

Hecameg: (6-0-(N-heptli-carbamoll)-metll-alfa-D-glucopirano-
sida);

Alquilfenoxipolietoxietanol de la estiructura R-CgH(-O-(-CH;-
CH2-).-OH, en la que R es cualquier cadena de alquilo entre
6 y 18 atomos de carbono, tipicamente de 8 atomos de

carbono. La cadena de alquilo puede ser saturada,
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Insaturada y/o ramificada (N >=3);

12. Compuestos de amonio cuaternario de la estructura R, -N*(-
R1,
-R2, -R3); en la que R es cualquier cadena de alquilo de
entre 8 y 20 Atomos de carbono, tipicamente, de 20 &tomos
de carbono. La cadena de alquilo puede ser saturada,
insaturada y/o ramlflcada. R1, R2 y R3 son cadenas de
alquilo de entre 1 y 4 4tomos de carbono, tipicamente, de un
a4tomo de carbono;

13. Sarcoslilo: sal de Na de N-laurilsarcosina;

14. CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) o Cetavion.

Son muy preferidos NaDoc y Sarcosilo. Los agentes de
divislén son incubados adecuadamente a la temperatura ambiente
con el virus que se va a dividir, por ejemplo, durante la noche,
para efectuar la divisién. Se puede usar combinaciones de
agentes de divisiéon, como sea apropiado.

La preparacion de vacuna dividida de preferencia
contiene por lo menos un agente tensloactivo que, en particular,
puede ser un agente tensioactivo no Iiénico. El agente
tensioactivo no iénico o los agentes tensloactivos no ibnicos
pueden ser residuales del proceso de division, y/o pueden ser
afiadidos al virus después de la divisibn. Se cree que el material
de antigeno dividido es estabilizado en presencia de un agente
tensioactivo no idnico, aunque se entendera que la presente
invencién no depende necesariamente de que asl sea en efecto.
La estabilizacién adecuada de los agentes tensioactivos no
ibnicos incluyen los octoxinoles (la serie Triton™), éteres
polioxletllénicos, tales como monooleato de polioxietilen-sorbitan

(Tween 80™) y los éteres o ésteres de polloxietileno de la formula
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general (I):

(1) HO(CH;CH,0),-A-R
en la que n es de 1 a 50; A es una ligadura o —-C(0O)-, R es alquilo
de 1 a 50 a4tomos de carbono o fenilalquilo de 1 a 50 a4tomos de
carbono, y combinaciones de dos o méas de éstos.

Los agentes tensioactivos no idnicos preferidos, de la
sorie Triton incluyen: Triton X-100 (ter-octiifenoxipolietoxietanol),
Triton X-185, Triton X-205, Triton X-305 o Triton X-405, Triton N-
101. Se preflere particutarmente el Triton X-100.

Los agentes tensicactivos no i6nicos preferidos
incluyen, pero sin restricciédn a ellos: éteres polioxietilénicos de la
formula general (I) anterior, en particular: éter 9-laurilico de
polioxietileno, éter 8-estearllico de polloxietileno, éter 8-
estearilico de polioxietileno, éter 4-laurllico de polioxietileno, éter
35-laurilico de polioxietileno y éter 23-laurllico de polioxietlleno.
El mas preferido es sl éter polioxietilénico éter 8 laurflico de
polioxietileno (laureth 8). Los términos o nombres altarnativos
para el éter laurilico de polloxietileno estan descritos en el
registro CAS. EIl namero de! registro CAS para el éter 8-laurllico
de polioxietileno es 9002-82-0. Los éteres polioxietilénicos, tales
como el éter laurllico de polioxietileno estan descritos en el indice
Merck (12a. edicién, anotacién 7717, Merck & Co. Inc.,
Whitehouse Station, NJ, E. U. A_; ISBN 0911910-12-3). Laureth 9
es formado haciendo reaccionar Oxido de etileno con alcohol
dodecilico, y tiene un promedio de nueve unidades 6xido de
atileno. -

De preferencla l|a concentracién final del agente
tensloactivo estabilizador, presente en la formulaclén final de

vacuna, esta entre 0.001 y 20 por ciento, mas preferible, de 0.01 a
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10 por ciento, y lo que mas se prefiere, hasta aproximadamente 2
por ciento (en peso/volumen). Cuando esta presente uno o mas
agentes tensloactivos, éstos generalmente estan presentes en la
formulacién final a una concentracidén hasta de 2 por ciento cada
uno, en general, hasta una concentracion aproximada de 1 por
ciento cada uno, tlpicamente a una concentracién hasta de
alrededor de 0.6 por clento cada uno; y mas tipicamente, en
vestigios aproximadamente de 0.2 por ciento o 0.1 por ciento de
cada uno. Puede astar presente cualquier mezcla de agentes
tensioactlvos en las formulaciones de vacuna de acuerdo con la
presente invencidn.

Se puede producir el virus con envolvente mediante
duplicacién en un substrato de célula adecuado, en suero o en un
proceso libre de suero. Se puede producir virus desarrollados en
cultivo de tejido, por ejemplo, en células humanas, tales como
MRC-5, WI-38, HEp-2, o en células de simio, tales como AGMK,
Vero, LL.-Mk;, LLe-Mk2, FRhL, FRhL-2, o0 en células bovinas, tales
coma MDBK o en células caninas, tales como MDCK, o en células
primarlas, tales como fibroblastos de ambrl_(m de pollo, o cualquier
otro tipo de célula, adecuado para la producclén de un virus para
fines de vacuna, Incluyendo los clones derivados de las IIneas de
células mencionadas mas arriba.

Se combina adecuadamente la preparaclén de vacuna
dividida con un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los
exciplentes farmacéuticamente aceptables pueden ser aquellos
que son convencionales en el campo de la preparacién de
vacunas. Los exciplentes usados en cualquler formulaclén dada de
vacunas seran compatibles tanto entre si como con los

ingredientes esenciales de la composicién, de manera que no haya

X
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interaccion que perjudique el funcionamiento de los ingredientes y
de los agentes activos, sl los hay. Todos los excipientes, por
supuesto, pueden ser no téxicos, o tener una pureza suficlente
para hacerlos adecuados para uso humano. Los ejemplos
adecuados de excipientes son bien conocidos en la técnica.

La formulacién de vacunas tamblén puede incluir, de
preferencia, un adyuvante que puede ser un portador y/o un
inmuno-estimulante. El adyuvante puede ser residual respecto al
proceso de divisién, y/o se puede afiadir al virus después de la

division. Los adyuvantes adecuados para uso en las vacunas de

la presente invencién son blen conocidos en la técnica.

As| pues, otro aspecto de la presente invencién provee
el uso de una preparacién de vacuna de virus con envolvente,
dividido, que no es una preparacidén de virus de /nfluenza dividido,
en combinacién con un adyuvante, en la fabricaclén de una
formulaciéon de vacuna, para suministro intranasal. Se prefiere
que la preparacidon comprenda un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Se puede usar las preparaclones de vacuna de la
presente invencién para proteger o tratar un mamifero susceptible
a, o que sufre de, una enfermedad, por medio de la administracion
de la vacuna a través de una ruta nasal. La Invencion se extlende
a dichos métodos de tratamiento y de proteccion.

Ademads de hacer a un lado el requisito de las
inyecciones dolorosas y el efecto negativo asoclado sobre el
cumplimiento del paciente, debido al "miedo a la aguja®, la
vacunacién mucosal, tal como mediante un método intranasal es
atractivo, puesto que se ha demostrado en animales que la

administraciobn mucosal de antigenos tiene buena eficiencia al
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inducir respuestas protectoras en las superficles mucosales, que
es |la ruta de entrada de muchos patégenos. Ademas, se ha
sugerido que la vacunacién mucosal, tal como la vacunacién
intranasal puede inducir inmunidad mucosal no solamente en la
mucosa nasal, sino tambidn en sitios mucosales distantes, tales
como la mucosa genital. A pesar de mucha investigacién en este
campo, sigue sin identificarse las vacunas seguras y efectivas
para el suministro intranasal, que sean adecuadas para uso en
humanos.

La administraciéon intranasal de acuerdo con |la
presente invencién puede darse en forma de gotas, de rocio o en
forma de polvo seco. Las formulaclones de vacuna nebulizadas o
en aerosol forman también parte de la presente invencién.

Se puede usar en |a presente Invencidén cualquier
adyuvante adecuado, y en cualquier forma adecuada, tal como una
solucién, una solucién no veslcular, una suspensiéon o un polvo.
Los adyuvantes preferidos incluyen los ejemplificados en WO
09/52549, cuyos contenidos totales quedan incorporados aqul por
medio de esta referencla. Los adyuvantes preferidos incluyen,
pero sin limitacién a ellos: Tween 80™, Triton X-100™, laureth 9 y
sus combinaciones.

Se puede combinar ventajosamente los agentes
tensioactivos no iénicos con un inmunoestimulante, tal como un
derivado no téxico de llpido A, que incluye los descritos en US
4,912,094 y en GB 2,220,211, Incluyendo derivados no téxicos del
Ilpido A monofosforilico y difosforilico, tal como el {fpido A
monofosforilico 3-des-O-acllado (3D.MPL) y el lipido difosforllico
3-des-0O-acilado. Una combinacién preferida es la del Laureth-9

combinado con 3D-MPL. Los Inmunoestimulantes anteriores

54
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también pueden ser usados en formulaciones sin agentes
tensioactives no lénicos, cuando es aproplado.

Una forma preferida de 3D-MPL tiene la forma de una
emulsién que tlene un tamafio pequefio de particula, de menos de
0.2 ym de dlametro; y su método de fabricaciéon, estan descritos
en WO 94/21292. Las formulaciones acuosas que comprenden el
Iipido A monofosforilico y un agente tensioactivo han sido
descritas en WO 98/43670-A2.

Los adyuvantes derivados del lipopolisacéarido
bacteriano que van a ser formulados en las composiciones de la
presente invencién pueden ser purificados y procesados a partir
de fuentes bacterianas o, alternativamente, pueden ser sintéticos.
Por eJemplo, el lipldo A monofosforillco purificado esté descrito en
Ribl y coautores, 1986 (19886, immunology and
Immunopharmacology of bacterlal endotoxins, Plenum Publ. Corp.,
NY, p 407-418) y el llpido A monofosforilico o difosforilico 3-0O-
desaclilado, derivado de Salmonella sp., estd descrito en GB
2,220,211 y en US 4,812,094. Otros llpopolisacaridos puriflcados
y sintéticos han sido descritos (Hilgers y coautores, 1986, /Int.
Arch. Allergy. Immunol., 79(4). 392-8, Hligers y coautores,
Immunology, 60(1): 141-6; y en EP 0 549 074 B1). Un adyuvante
de polisacérido bacteriano particularmente efectivo es 3D-MPL.

Consecuentemente, los derivados de LPS que pueden
ser usados en |la presente invencién, son aquellos
inmunoestimulantes que son de estructura similar a la de LPS o
MPL o 3D-MPL. En otro aspecto de la presente Invencidon los
derilvados de LPS pueden ser un monosacérido acilado, que es
una subporclién de la estructura anterior de MPL.

En otra modalidad mas de la presente invenclén el
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adyuvante es una toxina ADP-ribosilante o un mutante de ella.
Los ejemplos de tales toxinas son la toxina térmicamente labil
(LT), de E. coli, y sus mutantes, tales como LTR182G, y los
fragmentos de esas toxinas, tales como el componente que se une
a gangliosida (LTB).

Otros adyuvantes preferidos adiclonales incluyen los
adyuvantes de saponina, tales como QS21.

Un sistema mejorado Implica la combinacién de un
derivado de Ilpido A, no téxico y un derivado de saponina,
particularmente la combinacién de Q821 y 3D-MPL, como se
describiéo en WO 94/00153, o una composicién reactégena en la
que el QS21 es inactivado con colesterol, estd descrito en WO
96/33739.

Los dispositivos preferidos para administraciéon
intranasal de las vacunas de acuerdo con la presente invencioén
son dispositivos rocladores. Los dispositivos rociadores nasales
adecuados pueden ser obtenidos en el comercio, de Becton
Dickinson, Pfeiffer GmbH y Valois.

Los dispositivos rociadores preferidos para uso
intranasal no dependen para su funcionamiento de la presién
aplicada por el usuario. Los dispositivos con umbral de presién
son particularmente (tiles, puesto que se libera el liquldo desde la
boquilla sélo cuando se alcanza una presién de umbral. Estos
dispositivos facilitan obtener un rocio con un tamafio de gota
regular. Los dispositivos con umbral de presién, adecuados para
uso con |la presente invencién son conocidos en la técnica y estan
descritos, por ejemplo, en WO 91/13281 y EP 311 863 B. Tales
dispositivos actualmente pueden ser obtenidos de Pfelffer GmbH y

tamblén estan descritos por Bommer, R., Advances in Nasal drug



10

15

25

19

delivery Technology, Pharma-ceutical Technology Europe,
septiembre de 1999, p 26-33.

Los dispositivos Intranasales preferidos producen gotas
(medidas usando agua como llquido, en |la escala de 1 a 500 um.
Por debajo de 10 um hay el rlesgo de inhalacién; por lo tanto, es
convenlente que tengan no mas de alrededor del 5 por ciento de
las gotas, un tamafo inferior a 10 pm.

El suministro de dosis doble es un aspecto preferido
adicional de un sistema de suministro intranasal para uso con las
vacunas de acuerdo con la presente Invencién. Los dispositivos
de dosis doble contienen dos subdosis de una sola dosis de
vacuna, una subdosis para administracién a cada fosa nasal.

La invencién provee también un dispositivo de
sumlinistro Intranasal que comprende una formulacién de vacuna
dividida de la presente invencidn.

La presente invencién provee en otro aspecto méas, un
equilpo farmacéutico que comprende un dispositivo de
administracién intranasal como e! descrito aqul, que comprende un
dispositivo de administracién Intranasal y una formulacién de
vacuna separada, para uso con ese dispositivo.

Este aspecto a la presente invencién no esta limitado
necesariamente al suministro por aspersién de formulaciones
liquidas. Las vacunas de acuerdo con la invenciébn pueden ser
administradas en otras formas, por ejemplo, como un polvo.

Las formulaciones de vacuna de la presente invencién
pueden ser usadas tanto para propésitos profilacticos como para
propésitos terapéuticos. Consecuentemente, |a presente
invencién provee un método para tratar un mamifero susceptible a,

o0 que sufre de, una enfermedad infecciosa. En otro aspecto de la
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presente invenclén se provee una vacuna como la descrita aqul,
para uso en medicina. La preparacién de vacuna generaimente
estd descrita en New Trends and Developments in Vaccines,
editado por Voller y otros, Unlversity Park Press, Baltimore,
Maryland, E. U, A., 1978.

Se puedo administrar vacunas en cualquler régimen de
dosiflcacién adecuado, tal como una dosls o un régimen de dos
dosis. Se puede usar la vacuna en poblaclones simples y en
poblaciones ya sensibilizadas, o sea, en Individuos seronegativos
y seropositivos.

Se prefiere que la formulacién comprenda un adyuvante
y/o se administre a Iindividuos ya sensibilizados por exposicién al
virus.

La presente invencién se refiere adiclonalmente a un
método para producir una formulaclén de vacuna, que comprende
los pasos de:

(a) dividir un virus con envolvente;

(b) mezclar opcionalmente la preparacibn de virus con
envolvents, dividido, con un agente establlizador; y

(c) mezclar opcionalmente Ila preparacibn de virus con
envolvente, dividido, con un adyuvante (donde el adyuvante
también puede ser un portador y/o un inmunoestimulante).

Adecuadamente el método comprende los pasos {(a) y
(b), los pasos {(a) y (c) o los pasos (a), (b) y (c). Adecuadamente,
el agente estabilizador que comprende por |lo menos un agente
tensioactivo seleccionado del grupo que consiste de monooleato
de polioxietilen-sorbitan (TWEEN gom™), ter-
octilfenoxipolietoxietanol (TRITON X100™); éter 9-laurllico de

polioxietileno.



10

15

20

21

Opcionalmente, la vacuna producida de esta manera es
mezclada con un portador adecuado.

La invencién se extiende también a métodos para
dlvidir virus con envolvente como Ilos descritos aqul, que
comprenden el tratamiento del virus con un agente de divisién
adecuado.

La presente invencién esta ilustrada, aunque no
limitada, por las siguientes figuras y los sigulentes eJempios, en
los que:

La figura 1 ilustra una mancha Western de RSVA
dividido, con un anticuerpo anti-F.

La figura 2 Illustra una mancha Western de RSVA
dividido con un anticuerpo anti-M2.

La figura 3 ilustra una mancha Western de RSVA
dividido con un anticuerpo G.

La figura 4 ilustra una mancha Western de RSVA
dividido con un anticuerpo anti-N.

La figura 5 ilustra material de partida del virus RSV/A,
visualizado mediante EM.

La figura 6 ilustra el virus RSV/A dividido con NaDOC,
visualizado por medlio de EM.

La figura 7 ilustra materlal de partida de virus PIV,
visualizado por medio de EM.

La figura 8 llustra el virus PIV 3 dividido con NaDOC,
visualizado mediante EM.

La figura 9 llustra el material de partida de virus VHS2,
visualizado mediante EM.

La figura 10 ilustra el virus VHS2 dividido con

gsarcosilo, visualizado mediante EM.
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La figura 11 ilustra los titulos de anticuerpo antl-FG
(ELISA) (Post |l) en ratones sensibllizados, Inmunizados con RSV
dividido, mediante rutas intramuscular o intranasal.

La figura 12 llustra los titulos (Post |l) de anticuerpo
neutralizante anti-RSV/A, en ratones sensibilizados, inmunizados
con RSV dividido, por rutas intramuscular o intranasal.

La figura 13 llustra las respuestas (Post |l) de isotipo
de IgG anti-FG en ratones sensibilizados, inmunizados con RSV
dividido, mediante rutas intramuscular o intranasal.

La figura 14 ilustra los titulos (Post |) de anticuerpo
anti-FG (ELISA) en ratones sensibilizados, Inmunizados con RSV
dividido, por las rutas intramuscular o intranasal.

La figura 15 ilustra los tltulos de anticuerpo anti-FG
(ELISA) en ratones no sensilbillzados, inmunizados con RSV
dividido por ruta intranasal; y

La figura 16 ilustra los titulos de anticuerpo
neutralizador de anti-RSV/A en ratones no sensibllizados,

Inmunizados con RSV dividido, por ruta intranasal.

EJEMPLO 1
GENERACION DE VIRUS DIVIDIDOS

Se divide virus con envolvente, derivados de una
variedad de familias de virus, mediante la adicién de agentes de
divisién, tales como agentes tensloactivos. Se evalGa la division
por medio de la caracterizacion de la migracléon de los virus
divididos en gradientes o cojines de sacarosa, con visualizacién
mediante analisis SDS-PAGE y por examen directo de Ilos

productos virales divididos, usando evaluacidon por microscopio
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Los virus divididos descritos en este ejemplo incluyen
representantes de una variedad de familias virales con envolvente.
Por eJemplo, se evalia miembros de la familila Paramyxoviridae
(virus sincicial resplratorio A y B, virus-3 de parainfluenza, virus
de paperas y virus de sarampién), familla Togaviridae (virus de la
rubéola) y la familla Herpesviridae (virus de Epstein Barr,
citomegalovirus o virus de herpes simplex).

El acto de romper la particula viral (divisién) se logra
por la adiciébn de un agente de divisién, tal como un agente
tensioactivo, a concentraciones solubilizadoras para Ilas
preparaclones virales lilbres de células. En particular se usa como
agentes tenslioactivos los acidos biliares y las alquilglicosidas.
Los agentes tensioactivos, solos o en diversas combinaciones, son
afiadidos e incubados, para permitir que el proceso siga hasta
completarse.

Se eofectia la evaluacidn de la divisiéon eflciente,
inicialmente, usando un gradiente de sacarosa o0 una
centrifugacién de cojin. Brevemente, se aplica muestras tratadas
y no tratadas con agente tensioactivo a gradientes/cojines de
sacarosa, y se analiza las fracclones en geles SDS-PAGE. La
migracién de todos los tipos de protelnas de viridn, en las
fracciones solubles indican una divislén eficlente. Las muestras
consideradas eficientemente divididas por el analisis de sacarosa-
SDS-PAGE son analizadas adicionalmente por microscopia
electronica. Se visualiza las muestras usando técnicas de tincién
negativa estandar.

Se llevd a cabo los slguientes experimentos

especificos de divisiéon, en RSV, HSV y PIV.

By
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1.1.- Condiclones del cultivo de células
Se reprodujo RSV/A/largo tipo natural, humano y PIV-3

tipo natural, humano, en células VERO, en un proceso
estacionario llbre de suero. Antes de la infecciébn se desarrollé
células VERO durante cuatro dias hasta confluencia. Se adapté
las condiciones de produccién de virus a cada virus: MOI 0.03, 4
dias, para RSV/A; MOl 0.01, 3 dias, para HSV2 a 35°C, y MOI
0.01, 5 dias, para PIV-3 a 37°C. EIl dia de la cosecha se recuperd
los fluidos de célula después de lisis y de la adicién del

estabilizador, y se almacend inmediata-mente a —70°C.

1.2.- Purificaclén del virusg

Después de clarificar por centrifugacién a 1,000 x g
durante 10 minutos, se formd las particulas de virus a pellas a
partir de] sobrenadante, mediante preclpltacién con PEG 6000. Se
volvidé a suspender la pella en regulador Tris 50 mM-NaCl 50 mM-
MgSO, 2 mM, pH 7.5, seguido por un tratamiento con benzonasa.
Se ultrafiltr6 esta soluciébn en una membrana AGT de 500 kD
contra 5 volimenes de salina regulada con fosfato, y luego se
diafiltré contra 5 volimenes de regulador fosfato, pH 7.5.

Se produjo particulas virales intactas, como se
confirma mediante EM, y centrifugacién en un cojin de sacarosa,
tal como se describe aqui. Se determindé la concentracién de la

protelna.

1.3.- Divisién del virus
Se dividié las particulas virales por adiclon de un

agente de division a la preparacioén viral libre de células.
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Para que sea efectivo, se debe utilizar un detergente
por encima de su concentracion micelar critlca, cmc. Todos los
detergentes fueron usados a una concentracion final por encima
de su valor cmec. Se estudi6 la razén D/P (razén
detergente/proteina). Se logré la division satisfactorlamente con
una razdén D/P > 25, que es la preferida.

Se usd los siguientes detergentes a una concentracién
de 2 por ciento para dividir las particulas de virus: desoxicolato
de sodlo, Sarkosyl, Plantacare y Laureth 8.

Después de la division se dializé las soluciones contra
regulador de formulacién (PO4 10 mM/NaCl 150 r}lM. pH 7.5), para
eliminar el exceso de detergente.

Se resume el proceso de divisidbn a continuacién para
el RSV, a manera de ejemplo.

RSV-A: Diagrama de flujo de la purlficaclén del virus.

Clarificacidn de la cosecha
Centrifugacién en un rotor JA10 Beckman, a 3500 RPM (1000

x g) + 4°C durante 10 minutos.
- Sobrenadante clarificado
{
Preciplitacién en PEG 6000 al 10%
Agitacion lenta durante 1 hora 30 minutos a +4°C
Centrifugacién a 3500 RPM (100 x g) — 20 minutos
Pella suspendida de nuevo en regulador Tris 50 mM-NaCl 50 mM-
MgSO, 2mM, pH 7.5.
!

Tratamiento con benzonasa
a 125 unidades/mL

Minimo 4 horas de incubacidén con agitacién

68
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ULTRAFILTRACION: AGT-VAGE4A-500 kD-420 cm®
5 volimenes contira PO,(Na) 10 mM-NaCl 150 mM pH 7.5

seguidos por 5 volimenes de PO,(Na) 20 mM, pH 7.5
{

Divisién
Adicién de detergente ==> < 2% final — incubacién O/N a

temperatura ambiente, bajo agitacién lenta

l

Clarificacion
Filtracién de extremo cerrado en Sartopure 300 (GF2-profundidad
del filtro 1.2 pym)
i

ULTRAFILTRACION: eliminacién del detergente — concentracién
4 volomenes de PO,(Na) 20 mM, pH 7.5,
luego 5 volimenes de PO,{(Na) 10 mM/NaCl 150 mM, pH 7.5
$

Volumen dividido

1.4.- Caracterizacidén del virus dividido

Se determind la integridad de los virus de partida y la
calidad de la divisién mediante ultracentrifugacién, en un cojin de
sacarosa al 30 por cie-nto (1 hora a 50,000 RPM en un rotor
Backman TL100). Se analizdé las fracciones mediante analisis de
manchas Western especificos; se efectué microscopia electrénica
y titulo de infectividad en algunas de esas fracciones.

1.4.1.- Ultracentrif ién

Después de llenar a la mitad un tubo de centrifuga con

solucién de sacarosa al 30 por ciento (450 pL), s'e tendié suave y

)
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cuidadosamente la muestra (450 pL) que va a ser analizada sobre
este cojin de sacarosa; luego se trabaj6é durante una hora a
50,000 RPM a +4°C en un rotor Beckman TL100. Después de
centrifugar se drend el tubo en tres partes. La fase superior (300
ML) se denomina "el sobrenadante”. La fase intermedia (300 plL)
es |la fase de Interfaz entre la muestra y el cojin de sacarosa,
denominada aqul “la media®. La fase inferior (300 pL) es la
solucion de fondo, con la pella suspendida de nuevo cuando se ha
efectuado la centrifugacién sobre virus enteros; se denomina “la
pella®.

Se analizé adicionaimente las tres fracclones.

.4.2.- Analisis de manchas Western

Este anélisis permite que se compruebe la integridad
del virus (fraccién de pella positiva) y que se determine la eficacia
de la divisiébn (adecuadamente, la fracclén sobrenadante positiva
para todas las protelnas estructurales, o |la mayorla, como las
proteinas de la envolvente).

Se usé anticuerpos especificos para la caracterizacién
de protelnas virales especificas.

Para RSV-A se analizé las fracciones no dividida y
dividida en cuanto al contenido de proteina anti-F {proteina de
superficie); protelna anti-G (protelna de superficie), protelna anti-
N (nucleocapsida) y protelna anti-M (matriz).

Para el virus PIV-3 se analiz6é las fracciones no
dividida y dividida en cuanto a su contenido de protelna HN, con
un anticuerpo monoclonal, y el contenldo de proteinas F, M, HN,
con un anticuerpo policlonal,

Para HSV se analizé las fracciones no dividida y

dividida en cuanto a su protelna G, protelna de tegumento, y

1©
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proteina de capsida con anticuerpos.

CRITERIOS PARA LA DIVISION

La presencia de una sefial de mancha Waeastern (WB)
positiva contra las cuatro proteinas probadas en la fraccion de
pella, y la ausencia de sefial en las otras dos fracciones, antes de
la divisidén, sugiere la presenclia de virus enteros intactos en la
preparaclén viral.

Se considerd efectlva la divisibn cuando se rompié la
envolvente y se detectd proteinas de envolvente en la fraccién
sobrenadante y/o media. Para RSV, la dlvisién fue efectiva
cuando se detecto, por ejemplo, F o G en las fracciones 8 o M.
De preferencia se localizé F y G sustanciaimente en [as capas S

y/o M, y no en la pella.

COMPENDIO DE LOS RESULTADOS

Los resultados estan mostrados en las figuras 1 a 4,
para RSVA.

En todos los resultados de mancha Western, “Divisién-
O” significa el virus antes de dividirlo. "S*", "M" y "P" se refieren a
las fracciones “sobrenadante”, “media® y “pella®, tomadas después
de la ultracentrifugacidon de la muestra en un cojin de sacarosa,
respectivamente. La numeracidn de los carriles es de lzquierda a
derecha. Los volimenes se refieren a la cantidad de muestra
depositada sobre geles de SDS-PAGE.

La figura 1 ilustra una mancha Western de RSVA

dividido, sondeado con mAb B4 (antl-F).
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En el panel superior: En el panel inferior:

1 STD 0L 1 STD 10 pL
2 Divisién O 10 uL 2 Regulador de muestra | 10 pL
3 Division O-S 10 pL 3 Division O-S 10pL
4 Divisién O-M 10 pL 4 Divisién O-M 10
5 Divisién O-P 10l 5 Divisién O-P 10 uL
6 Divisiébn DOC-S 10puL 6 Divisién planta-S 10yl
7 Division DOC-M 10uL 7 Divisién planta-M 10 L
8 Divisién DOC-P 10pL | 8 Division planta P 10 L
9 Divisién sarco-S 10 uL 9 Divislén laureth8-S 10 yL
10 Divisién sarco-M 10 yL 10 Divisién laurethg-M 10 L
11 Divisi6on sarco-P 10 uL 1 Divisi6n laureth9-P 10 L

12 STD 10uL

La figura 2 ilustra una mancha Western de TSVA

dividido, sondeado con un anti-M monoclonal.

En el panel superior: En el panel inferior:
1 STD 10 L 1 STD 10 uL
2 Divisién O 20 L 2 Regulador de muestra | 20 pL
3 Divisién O-S 20 L 3 Division O-S 20 L
4 Divisién O-M 20 pL 4 Divisién O-M 20 L
5 Divisién O-P 20 uL 5 Divisiobn O-P 20 uL
6 Division DOC-S 20 pL 6 Divisién planta-S 20 pL
7 Division DOC-M 20 L 7 Divisién planta-M 20 pL
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En el panel superior: En el panel inferlor:
8 Division DOC-P 20 uL 8 Divisién planta-P 20 uL
) Divislén sarco-S 20 pL 9 Division laureth8-S 20 L
10 Division sarco-M 20 L 10 Divisién laureth8-M 20 uL
11 Divisién sarco-P 20 uL 11 Division laureth8-P 20 yL

La figura 3

dividido, sondeado con un anti-G monoclonal.

ilustra una mancha Waestern de RSVA

dividido, sondeado con un anti-N-monoclonal.

En el panel superior: En el panel inferior:
1 STD 0L 1 STD 10uL
2 Divislén O 20 uL 2 Regulador de muestra | 20 yL
3 Divisién O-S 20 uL 3 Division O-S 20 pl.
4 Divisién O-M 20 uL 4 Division O-M 20 uL
5 Divisibn O-P 20 pL 5 Divisiébn O-P 20 uL
6 Divislbn DOC-S 20 uL 6 Divisién planta-S 20 uL
7 Divigion DOC-M 20 pL 7 Divisién planta-M 20 pL
8 Division DOC-P 20 pL 8 Divisién planta-P 20 pL
9 Division sarco-S 20 uL 9 Divisién laureth8-S 20 uL
10 Divisién sarco-M 20 uL 10 Divisién laureth9-M 20 uL
11 Division sarco-P 20 uL 11 Divisién laureth9-P 20 L

La figura 4 ilustra una mancha Western de RSVA
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TEn el panel superior: En el panel inferior:
1 STD 0L 1 STD 10l
2 Divisién O 20 uL 2 Regulador de muestra | 20 L
3 Divisién O-S 20 uL 3 Divisiébn O-S 20 L
4 Divisién O-M 20 uL 4 Divisién O-M 20 L
5 Divisién O-P 20 pL 5 Divisién O-P 20 pL
6 Divisibn DOC-S 20 pL 6 Divisién planta-S 20 L
7 Divisién DOC-M 20 pL 7 Divisién planta-M 20 pL
8 Divisién DOC-P 20 L 8 Divisién planta-P 20 uL
9 Divisién sarco-S 20 uL 1) Division laurethg-S 20 L
10 Divisién sarco-M 20uL | 10 Divisi6n laureth9-M 20 uL
11 Division sarco-P 20 uL 11 Division laureth9-P 20 L

La presencia de una sefal en las fracciones media y
sobrenadante, y dificilmente alguna banda en la fraccién pella,
después de la division para las protelnas F y G, muestra que la
envolvente viral estaba completamente rota. La presencia de una
sefial en todas las fracciones, para las protelnas N y M, muestra
la presencia de esas protelnas en las preparaciones divididas.
Estos resultados sugieren que los cuatro detergentes probados
conducen a virus RSVA dividido.

El analisis de las sefiales contira las cuatro proteinas,
en todas las fracclones y, en particular, de las seflales
comparativas contra las proteinas N y M, después de la divisién
en las fracciones media y sobrenadante, sugiere que, en la
condicién probada, NaDOC y Sarkosyl no solamente dan virus
dividido, sino que también son capaces de romper todas las

estructuras virales y de solubilizar las proteinas estructurales y no



10

15

25

32

estructurales.

Se obtuvo resultados similares con PIV, HSV y el virus
del sarampién, que pueden ser divididos satisfactoriamente
utilizando, por ejemplo, Nadoc al 2 por clento o sarcosilo.

NaDoc y Sarkosyl son los agentes de division
preferidos para todos los virus.

1.5.- Titulaclones virales In vitro

La pérdida de integridad después de la divislon hace
no infecciosos a los virus. EI| anadlisis de la ruptura satisfactoria
del virus es demostrado por la pérdida de 10°® log o mas en el
titulo viral, después de la divisién.

1.6.- Anidlisis de microscopla glectrénica (ME

Se llevé a cabo el analisis de microscopla electrénica
usando un método de tincién negativa de dos pasos, estandar,
usando fosfotungstato de Na como agente de contraste (Hayat y
Miller, 1990, Negative Staining, McGraw, ed. Hill). Se examiné las
rejillas para determinar el patrén de division del material.

El analisis mediante microscoplia electréonica de
preparaciones virales de RSVA, HSV2 y PIV3 no dlvididos ¥y
divididos con NaDoc y con Sarkosyl, apoya las observaciones
hechas por medio de analisis de mancha Western. Para ilustrar
los resultados estdn mostrados los datos de RSV, PIV y HSV

La figura 5 ilustra el material de partida RSV/A
visualizado mediante ME. La figura 6 illustra RSV/A después de
dividir con NaDOC. La figura 7 ilustra el material de partida PIV 3
visuallzado medlante ME. La figura 8 llustra PIV 3 después de
dividir con NaDOC. La figura 9 ilustra el material de partida HSV2
visualizado mediante ME. La figura 10 ilustra Hsyz después de

dividir con sarcosilo.
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El virus no dividido (virus entero intacto) contenla
particulas virales relativamente blen preservadas o ligeramente
dafadas, y cierto material amorfo. Los virus divididos con NaDoc
o con Sarkosyl mostraron la apariencia de un frotis heterogéneo
de material amorfo, agregado en diversos grados. Se obtuvo
datos similares con todos los virus probados, RSV, PIV y HSV.
Adicionalmente se observé pocas estructuras identificables de la

envolvente viral o de origen nucleoproteico, con RSV o PIV.

EJEMPLO 2
INMUNOGENICIDAD DE LAS VACUNAS DIVIDIDAS EN RATONES

Se usa preparaciones de RSV y/o PIV divididas como
Inmunégenos para vacunar ratones, para determinar Ia
inmunogenicidad de esas preparaciones. Brevemente, se
inmuniza ratones hembras de ocho semanas de edad, con
preparaciones intranasales de vacuna dividida. Se Incluye un
control sin adyuvante. Se administra dos dosis a un intervalo de
varias semanas.

Dos semanas después de |la dosis final se sacrifica los
animales y se recoge la sangre, células de bazo y/o lavados
nasales. Se determina la respuesta inmunolégica humoral,
especlifica para el virus, en el suero; probando el suero del ratdn
en analisis ELISA especlficos para el virus. Adiclonalmente se
determina el perfil de isdtopo de la respuesta al anticuerpo,
usando anadlisis especlificos para el Isotipo. Se determina la
presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero, usando un
anéalisis de neutralizacibn del virus especifico. Se puede

determinar la inducciébn de una respuesta inmunolégica local
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relevante mediante anélisis de los anticuerpos en los lavados
nasales, o alternativamente, mediante analisis de IgA especifico
para el virus, en los lavados nasales.

Se determina la Induccién de respuestas inmunolégicas
celulares, especificas para el virus, mediante estimulacién in vitro
de células de bazo cosechadas y medlante medicién de Ila
proliferacién celular (absorcién de timidina tritiada) y/o secrecion
de IL-5 y de IFNy por las células estimuladas.

Se determina el impacto de las variables en el
experimento poniendo atencién especifica a la calidad y la
magnitud de la respuesta inducida por las formulaciones divididas.

2.1.- Formulaclones de RSV dividido

La siguiente serie de experimentos ejemplifica que los
virus divididos, tales como RSV, Inducen una respuesta
inmunoléglca potente, cuando son administrados por la ruta
intranasal (IN). A fin de reflejar de manera més precisa el estado
inmunolégico de una poblaciéon pediatrica (no sensibliizada) o de
mayor edad (sensibillizada), se evalué la Inmunogenicidad en
animales sensibilizados o no sensibilizados, y se demostrd la
inmunogenicldad en ambas poblaciones. Se usé el suministro IM
para comparacion.

En la primera serie de experimentos se usé ratones
Balb/c hembras, de ocho semanas de edad, para probar la
inmunogenicidad de la preparacion de RSV dividido, administrada
por ruta IM o bien por ruta IN. Se logré la sensibilizacion
administrando 3 x 10° unidades formadoras de placa (pfu) de virus
RSV vivo, administradas intranasalmente en un volumen de 60 pL
(2 x 30 pL). Tres semanas después de la sensibilizaclén se

vacundé los animales con antigeno dividido de RSV. Se baso la
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cuantificaciéon del producto dividido de RSV en un ELISA
especlifico para la protelna F de RSV, que cuantifica la proteina F
presente en el producto dividido, en comparacién con una norma
de proteina PG recombinante. Se inmunizd ratones de! grupo A
con dos dosis de antigeno dividido de RSV, que contenla 4.2 ug
de protelna F en 100 pL, administradas por ruta Intramuscular, a
un Intervalo de 21 dias. Se inmunizd los ratones del grupo C con
una primera dosis de antigeno dividido de RSV que contenfa 2.7
ug de proteina F en 80 yL y se administré una segunda dosis 21
dias después del antigeno dividido de RSV que contenlan 4 ug de
proteina F, en 60 pL, por ruta intranasal. Dos semanas después
de la altima dosis, se sacrificd todos los animales y se evalué la
respuesta inmunoldgica.

Los resultados del experimento estan resumidos en las
figuras 11-16. Las primeras lecturas inmunolégicas usadas para
evaluar la respuesta inmunolégica, fueron analisis ELISA que
miden la inmunoglobulina (lg) total especlifica para RSV FG, o blen
los Isotipos de IgG especificos para FG (IgG, e 1gG2aa) que estan
presentes en los sueros de los animales vacunados. En estos
anélisis se reviste placas de 96 concavidades con antigeno RSV
FG recombinante, y se diluye seriadamente los sueros de los
animales, y se los aplica a las concavidades revestidas. Se
detecta el anticuerpo unido, mediante la adicién de un Ig, 1gGs ©
1gG2a de anti-ratén, biotinilado, seguido por una amplificacién con
estreptavidina conjugada con peroxidasa. Se revela el anticuerpo
unido por adiclén de substrato OPDA, seguido por tratamiento con
H,80, 2N, y por medicién de la densidad optica (DO) a 480 nm.
Se calcula el titulo de anticuerpo a partir de una referencia,

usando el programa de aplicacién SoftMax Pro (usando una

%)
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ecuacién de cuatro parametros) y se expresa en UE/mL.

Ademéas de los analisis ELISA, se Incluyé los analisis
de neutralizacidén para caracterizar adicionalmente la calidad de la
respuesta inmunolégica inducida por la inmunizacién. Para el
andlisis de neutralizacién se incubé diluciones al doble de sueros
de animal, con virus RSV/A (300 pfu) y complemento de conejillos
de Indlas durante una hora, a 37°C, en placas de cultivo de tejido,
de 96 concavidades. Se afiadié directamente células Hep-2 (10*
células/ concavidad) a cada concavidad, y se incubd las placas
durante cuatro dias a 37°C. Se aspiré los sobrenadantes y se
afadl6 a cada concavidad solucibn WST-1, obtenible en el
comercio. Se incubd las placas durante otras 18 a 24 horas a
37°C. Se vigilé la DO a 450 nm y se analizd la titulaciéon por
medio de andlisis de regresion lineal. EI titulo Informado es la
inversa de la dilucién en suero, que dio por resultado el 50 por
ciento de reduccién de la DO maxima observada para las células
sin infectar.

La figura 11 muestra los resultados obtenidos usando
la lectura de ELISA para Ig total. En ratones sensibilizados se
indujo una respuesta potente de anticuerpo anti-PG por medio de
dos vacunaciones con antigeno de RSV dividido, administrado IM
(grupos A, B) o IN (grupo C).

Especificamente, la figura 11 muestra los titulos
(ELISA) de anticuerpo anti-PG (después de la vacunacién
secundaria) en ratones sensibilizados con RSV vivo e inmunizados
con RSV dividido, por medio de las rutas Intramuscular (IM) o
intranasal (IN). EI grupo A recibié dos dosis de 4.2 ug cada una
de RSV dividido, IM. EIl grupo B recibi6é dos dosis de 4.2 pg cada

una de RSV dividido, con adyuvante de aluminio, IM. EIl grupo C

3R
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recibid dos dosis de 2.7 y 4.0 ug, respectivamente, de RSV
dividido, IN.

La flgura 12 muestra los resultados del andlisis de
neutralizacién. $Se indujo una respuesta potente de anticuerpo
neutralizador de virus en estos animales sensibilizados, ya sea
mediante vacuna |M o mediante vacuna IN, con dos dosis dsl
producto RSV dividido.

Especificamente, la figura 12 muestra los tltulos de
anticuerpo neutralizador anti-RSV/A (después de la vacunacién
secundaria) en ratones sensibilizados con RSV vivo e inmunizados
con RSV dividido, por las rutas intramuscular (IM) o intranasal
(IN). EI grupo A recibié dos dosis de 4.2 ug cada una, de RSV
dividido, IM. EI grupo B recibié dos dosis de 4.2 yg cada una, de
RSV dividido, con adyuvante de aluminio, IM. EIl grupo C recibié
dos dosis de 2.7 y 4.0 ug, respectivamente, de RSV dividido, IN.

La figura 13 muestra los resultados del analisis de
isétopo. En animales sensibilizados por via intranasal, se
incrementé la razén de 1gG2a:1gG,, en comparacién con los datos
generados en ratones no sensibilizados (véase mas adelante), lo
que sugiere una tendencia a una respuesta mas parecida a Thi1,
cuando los ratones son sensibilizados con virus vivo (es decir, un
situaclon natural en las poblaciones de edad avanzada).

Especificamente, la figura 13 muestra respuestas de
Isotipo de IgG anti-FG (ELISA) (después de la vacunacioén
secundaria) en ratones sensibilizados con RSV vivo, e
inmunizados con RSV dlvidido por ruta intramuscular (IM) o
intranasal (IN). EIl grupo A recibié dos dosis de 4.2 ug cada una
de RSV dividido, IM. EIl grupo B reclbié dos dosis de 4.2 yug cada

una, de RSV dividido, con adyuvante de aluminio, IM. EIl grupo C
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recibld dos dosis de 2.7 y 4.0 ug, respectivamente, de RSV
dividido, IN.

La flgura 14 demuestra que Incluso después de una
sola dosis de antigeno se genera una fuerte respuesta
inmunolégica, en respuesta a una vacunacién IN con RSV dlvidido,
en poblaciones sensibilizadas. Asl, en poblaciones
sensibilizadas, el RSV dividido es un inmundégeno potente, que
induce elevados titulos de respuestas de anticuerpo, después de
vacunacién IN.

Especificamente, la figura 14 muestra tltulos de
anticuerpo anti-FG (ELISA) (después de vacunacién primaria) en
ratones sensibilizados con RSV vivo, e Inmunizados con RSV
dividido, por rutas intramuscular (IM) o intranasal (IN). EIl grupo A
recibié dos dosis de 4.2 uyg cada una de RSV dividido, por la ruta
IM. EI grupo B recibié dos dosis de 4.2 uyg cada una, de RSV
dividido, con adyuvante de aluminlo, por la ruta IiM. EI grupo C.
recibidé dos dosis de 2.7 y 4.0 ug, respectivamente, de RSV, por la
ruta IN. E| grupo D fue sensibilizado Gnicamente y no recibid
vacunacioén. Los titulos de anticuerpo informados para este grupo
estdn por debajo del nivel de deteccién y fueron medidos a los 21
dias después de la sensibilizacién.

En la segunda serie de experimentos se usd ratones no
senslbilizados para documentar el efecto de la dosis de antigeno y
de adyuvante sobre la inmunogenicidad del producto de RSV
dividido. Los ratones recibieron antigeno de RSV dividido que
contenia 2.4 uyg de protelna F (suministrada en 60 pL — 2 X 30 pL)
para la primera dosis. Para la segunda dosis, suministrada 30
dias después, los ratones recibieron el antigeno de RSV dividido

que contenfa 3.5 yg de proteina F. E| RSV dividido, por la ruta
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IN, fue administrado sin adyuvante o con adyuvante, mediante la
adicion de 5 pug de toxina labil {(TL) de E. coli o con 0.5% de éter
9-laurllico de polioxietileno (denominado aqul “Laureth 8%). Se
inmunizé por via intranasal un grupo de control, con virus RSV
purificado, entero, que contenla 2.0 pg de proteina F en la primera
dosis, y 3.5 ug de proteina F en la segunda dosis. Dos semanas
después de la vacunacion final se sacrificd los animales y se
evalué la respuesta inmunolégica.

Como se muestra en las figuras 15 y 16, se indujo
respuestas de anticuerpo mediante las formulaciones IN en
ratones no sensibilizados. Si bien las lecturas de ELISA (figura
15) sugieren que las respuestas a la vacunacion por la via IN son
inferiores a las Inducidas por la via IM, la lectura de
neutralizacién (figura 16) suglere que la formulaciobn de RSV
dividido con adyuvante LT, administrada por la ruta IN, es por lo
menos tan buena como por la ruta IM para Induclr anticuerpos
neutralizadores, y que las demas formulaciones tamblén son
comparables con la ruta IM. Asl pues, en ratones no
senslibllizados, el RSV dividido, administrado por la ruta IN
también es inmunogénico.

Especificamente, la figura 15 muestra los titulos de
anticuerpo anti-FG (ELISA) (después de la vacunaclén secundaria)
en ratones no sensibilizados, inmunizados con RSV dlvidido, por
ruta intranasal (IN) o intramuscular (IM). E! grupo A recibi6é dos
dosis de 2.4 y 3.5 microgramos cada una, de RSV dividido, por la
ruta IN. Ei grupo B recibié dos dosis de 2.4 y 3.5 microgramos
cada una, de RSV dividido con adyuvante Laureth 9, por la ruta
IN. EIl grupo C recibié dos dosis de 2.4 y 3.5 microgramos cada

una de RSV dividido, con adyuvante LT, por la ruta IN. El grupo D
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recibié dos dosis de 2.0 y 3.5 microgramos cada una, de virus
entero purificado, por la ruta IN. EI! grupo E recibié dos dosis de
4.2 yg cada una, de RSV dividido, por la ruta IM.

La figura 16 muestra titulos de anticuerpo neutralizante
anti-RSV/A (después de vacunacién secundaria) en ratones no
sensibilizados, Inmunizados con RSV dividido, por Ila ruta
intranasal (IN) o intramuscular (IM). EIl grupo A recibid dos dosis
de 2.4 y 3.5 uyg cada una, de RSV dividido, por la ruta IN. EI
grupo B recibié dos dosis de 2.4 y 3.5 pg cada una, de RSV
dividido, con adyuvante Laureth 8, por la ruta IN. EIl grupo C
recibi6 dos dosis de 2.4 y 3.5 microgramos cada una, de RSV
dividido, con adyuvante LT, por la ruta IN. EIl grupo D recibié dos
dosis de 2.0 y 3.5 microgramos cada una, de virus entero
purificado, por la ruta IN. EI grupo E recibié6 dos dosis de 4.2
microgramos cada una, de RSV dividido, por la ruta IM.

En resumen, estos experimentos han demostrado que
el antlgeno RSV dividido es fuertemente inmunogénico tanto en
poblaciones sin sensibilizar como en poblaciones sensibllizadas.
Adicionalmente, estos experimentos han demostrado que se puede
administrar el RSV dividido, en forma efectiva, por la ruta

intranasal, y que es Inmunogénico.
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REIVINDICACIONE

1.- El uso de una preparaciéon de virus con envolvente,
dividido, que no es una preparacion de virus de Influenza dividido,
oen la fabricacion de una formulacién de vacuna, para suministro
intranasal.

2. El uso de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademas porque I|a preparacién de virus con
envolvente, dividido, es de un solo virus, o es una mezcla de virus
sinciclal respiratorio, virus de parainfluenza, virus de sarampién y
virus de herpes simplex.

3.- El uso de conformidad con la relvindicacién 1 o la
relvindicacién 2, caracterizado ademas porque la preparacién de
virus con envolvente, dividido, comprende fragmentos de
membrana viral, protelnas de envolvente de membrana viral,
matriz viral y nucleoprotelnas.

4.- El uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado ademéas porque comprende
adicionalmente uno o mas agentes de division residuales.

5.- El uso de conformidad con la relvindicacléon 4,
caracterizado ademéas porque el agente de division residual estéa
seleccionado del grupo que consiste de: laureth 8, NaDOC, grupo
sarcosilo, Tween 80™ y Triton X100™,

6.- El uso de conformidad con la reivindicaciéon 5,
caracterizado ademéas porque el agente de divisibn es NaDOC o
sarcosilo.

7.- El uso de conformidad con cualquiera de las

reivindi-caciones 1 a 6, caracterizado ademéas porque comprende
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adicionalmente un agente estabilizador.

8.- El uso de conformidad con la reivindicaciéon 7,
caracterizado ademas porque el agente establlizador es un agente
tensioactivo.

9.- El uso de conformidad con la reivindicacién 8,
caracterizado ademas porque el agente tensioactivo es uno de los
siguientes o una mezcla de los sigulentes: monooleato de
polioxietilen-sorbitan (TWEEN 80™), ter-octilfenoxipolietoxietanol
(TRITON X100™) y éter 9 laurilico de polioxietileno.

10.- El uso de conformidad con cualquiera de las
reivindi-caciones precedentes, caracterlzado ademas porque
comprende adicionalmente un adyuvante.

11.- Un método para producir una formulacién de
vacuna intranasal, que no es una preparaciébn de virus de
influenza dividido, como se relvindicé en cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, caracterizado dicho método porque
comprende los pasos de:

{a) dividir un virus con envolvente; y

{b) opcionalmente mezclar la preparaciéon de virus con
envolvente, dividido, con un agente estabilizador; y

(c) mezclar opcionalmente I|a preparacién de virus con
envolvente, dividido, con un adyuvante (portador y/o
inmunoestimulante).

12.- Un método para producir una formulacién de
vacuna de conformidad con la reivindicacién 11, caracterizado
ademas porque el agente estabilizador es por o menos un agente
tensioactivo seleccionado del grupo que comprende: monooleato
de polioxietilen-sorbitan ({TWEEN ao™), ter-
octilfenoxipolletoxietanol (TRITON X100™) y éter 9-laurllico de

gs
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polioxietileno.

13.- El uso de una preparaciéon de vacuna de virus con
envolvente, dividido, que no es una preparacion de virus de
influenza, en la fabricacion de una formulacién de vacuna
intranasal, para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades.

14.- Un estuche para suministrar una formulacién de
vacuna intranasal, como la reivindicada en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, caracterizado el estuche porque
comprende:

(a) una preparacién de virus con envolvente, dividido; y
(b) un dispositivo para el suministro intranasal.

15.- Un dispositivo para suministro intranasal,
caracterizado porque comprende una vacuna de conformidad con
cualqulera de las reivindicaciones 1 a 10.

16.- Un dispositivo de conformidad con |Ia
reivindicacién 15, caracterizado porque es un dispositivo con
umbral de presién.

17.- Un método para proteger o tratar un mamlifero
susceptible a, o que sufre de, una enfermedad provocada por un
virus con envolvente, caracterizado dicho método porque
comprende administrar, por medio de una ruta nasal, una vacuna
de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 10.

18.- Un método, el uso, un estuche o un dispositivo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado ademés porque la formulacidén de vacuna es

inmunogénica en Individuos seropositivos y seronegativos.

ok
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" SUPERTHMISTRIA Y CORERCIO
Radtcacion : GIETN3 DDDOODND folios: 105
Fecha (ANDY: 2003-04-02 16:0TaMA

Tranite @ OLl PCT-PATENT 379 FASE WACI ALl PRESENTAC
Bependencia: 2020 DIVISION DE MIEVAS CREACTONES

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ 1
¢ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [X]1
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X] 1
¢ Descripcién de la invencion [X]47
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [X]90
¢+ Comprobante de pago de las tasas establecidas {X]2y3
COMPLETA [X] INCOMPLETA []
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]

L

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o0 muestra del material

que incorpora el disefio [ 1]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [1

COMPLETA [ ] INCOMPLETA []

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado |
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica del esquema trazado

]
|
Comprobante de pago de las tasas establecidas |

ety g— p—

® o @

COMPLETA [ | INCOMPLETA []

Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: info@sic.gov.co
WWW._sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombila
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Industria y Comerclo

SUPERINTENDENCIA

Bogotd, D.C.,

Doctor: ' Ofico N°
José Antonio Lioreda

Apoderado
Giaoxo Smithidine Biokogicals S.A. 08512
ASUNTO: Radicacitn N° 03:27708

Solicitud intemacional PCT/EP2001/11328
Fecha inicio fase nacional 02052003

Trémite o011
Evento 3n
Actuacion 430
Folics 00t

CGomo resultado del examen de forma, reakzado con fundamento el el articulo 38 de la Declsion 486 de la Comision
de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintsndencia de Industria y Comercio, 8e le comunica que:

D La solicitud no contiene la copia del documento an que consta la cesién del derecho a la patents del Inventor al
soficitants o a su causante. (Art. 26-k) Decisidn 486).

0 La soiciiud no contiens al poder debidarnents otorgado, con el Reno de loa requisitos exigidos por los articulos 63
y subsiguientes del Cddigo de Procedimiento Civil. Adicionaimente, debera presentar el documento que acrediia
la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decialdn 486, se le requiere para que dentro del término de
. dos meees siguientss a la fecha de nolificacidn del presents oficio, complets los requisitos anteriorments enunciados.
ammwmmdmmmthummmmmymw

Notifiquese el presents oficio conforme a lo dispuesio en el numeral 52, Reral e), del capiiulo quinto del tiulo
primero de fa Circular Unica N° 10 de 2001.

31 0CT 2003

El anterior requerimiento fue notificado por fjacion en kista de fecha,




