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1 SOLICITUD DE:
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SOLICITANTE New Delhi-110044, india
(71) Nacionalidad o domicilio: New Delhi, India | ¢.E. D Otro D
Lugar de Constitucion:
Teléfono: Fax: Numero
E-mail
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‘ 10 ANEXOS

D Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

I |:| Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes si fuere el caso ¢

Documento de cesion del invenfor al solicitante o a su causante

Declaraciones Regla 4.17

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

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

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

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

de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biologico

Arte final 12 X 12 .

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

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros

RO Y O . YO

11 FIGURA CARACTERISTICA

12 Solicito la concesidn de la patente

NOMBRE

A MARIA RgDQiGUEZ) DALEMAN,
; o G{

FIRMA:

/
C.C.41654.882  T.P.20824




ANEXOS

INVENTORES

1.) JAIN, Rajesh
(B-1 Extn./ A-27, Mohan Co-operative [ndustrial Estate. Mathura Road, New Delhi-110044, India );

2.) SINGH, Sukhjeet
(B-1 Extn./ A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, Mathura Road, New Delhi-110044, India );

3.) JAMBU, Lavit
(B-1 Extn./ A-27, Mohan Co-operative Industrial Estate, Mathura Road, New Delhi-110044, India );



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERC!O
NIT : 800.176.089-2

of
S . RECIBO DE CAJA No. 11 - 0036001
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogolé D.C.. Abril 15 de 2011 - 18:03:59
RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 830.008.643
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA (062754387 431342063 15/04/2011 108.185.000.00
*** Conceptos Pagados ™*
| CANT.__RENTISTICO CONCEPTO Ve LINDITARIO. . Vr.CONCERTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 571.000.00 571.000.00

NCION $577.000.00

SON: *QUINIENTOS SETENTA Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

3 ponsatﬁg\ I _ - R
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERGIO

Hfe Aplicado al Expedinte No RN RN

-06397
Facha: 2011 05 24 14.55.44 Dep. 2020 DIR‘NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 54

Sodo Centro: Carrera 11 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.G.- Colombia
Wab: www.gic.gov.co o-mni: infofsic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linoa: 018000-310165 Call Conter: (571) 6513240 \..\

. Abri) 1% da 2011 - 16:00:2% (%
0.7
T




NIT : 800.176.089-2
/-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

L] .
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCHA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0036024

Bogota D.C., Abril 15 de 2011 - 18:03:58

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIRO PAGO BANCCG

*** Soporte del Pago ***

CUENTA No PAGO

FECHA PAGO VR.PAGC

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 431342063

15/04/2011 108.185.000.00

CANT. __RENTISTICO

*** Conceptos Pagados *

CONCEPTO

£

Ve UNDITARIO. Mr. CONCEPTO

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD
INDUSTRIAL

Respons bleQ
_**il -

99 QTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

SON: **QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Recibo de (-Zaj/aaéicado al Expediente No.

, Abril 15 g0 2011 - 18:06:30

SUPERINTEND

500.000.00 500.000.00
$500.000.00

ENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

WA

Facha: 2011-05-24 14.55:44
Tra. 11 PATENH:_I_Y'.[
Act. 411 PRESENTACION

- -00000-0
e Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Cve: 379 FASENACIONALN
Faolios: 54

Sade Cantro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3.4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Calambla
Wab: www.sic.gov.co e-mal info@@sic.gov.co Conmutndor: [571) S870000 Fax: (571} $AT0284 Linca: 018000-810165 Gall Cantor; {571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -
C DE CAJA
R RECIBO DE CAJ No. 11 - 0036293
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 15 de 2011 - 18:03:59
RECIBIDO DE ;: CLARKE MQDET NI 830.008.643
*** Soporte del Pago ™
TIPO PAGCDO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 431342063 15/04/2011 108.185.000.00
*** Conceptos Pagados ™
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO - Vi CONCEPTO
1 50005-01-02 QITROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 21 CERTIFICACIONES 14.000.00 14.000.00
. $14.000.00
SON: **CATORCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE"**
(
Responsable:
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. SUPERINTENDENCIA DE lNDliISi’IFliiPi‘iliii"lERc*o
l“‘lllllLlo 11-063979- -00000-0000 ) .
-acha: 05.24 14:55:44  Dep. 2020 DIRNUEVASCR
-'l_-fac:h?j 2%’21'%?«'EIYII Eve 379 FASENACIONALI
Act. 441 PRESENTACION  Follos: 54
Sedo Contro: Carrara 13 No, 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Wob: www.sic.gov.co c-mai info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fox: (371) 5870284 Linon: 018000-810165 Call Center: {571) 6513240
o Al 15 de 2014 £ 98:06:08




- Clatke, Modet & C°

COLOMBIA

COLOMBIA

Carrera N 86-53 Piso 6 Bogotd Colombia Tel: (57 1) GIB1088 -

Fax: {57 1) 6350824 -Email; info@klarkemodet.com.cn

P-u-109,

PODER

Yo {nosolros), shajo inmante(s)

et mi {nuesiro) cardeter de representante(s) legales de PANACEA
BIOTEC 1.YD.

unga sociedad organizada y existente de ncucrdo con las leyes de

y en acleal  cumplimienio de su objelo social, con domieilio cn B-1
Extn.d A-27, Mohun Cowperative Industeinl Estate. Mathura Road,
New Dethi-110044-1ndia.

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a lavar
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de Ciudada-
nin No. 41.654.882 de Bogold, y 1p. 20824 y CLAUDIA LUCIA
CARO RAMIRIEY, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374 de Tunja,
v tp. 36448, con domicilio en Bogotd, Colombia, para que actuando cn
su orden en nombre del {de la) morgante le (la) represenien ante
cualquier entidad, autoridad yfo persons, cspecialmente ante las del
orden Adminigtrative, Contencioso Admiisteativo, Judicial,
de Arbitrumento yo cualguier oo en o relerente a los siguientes
agunIns:

Tribunales

1) Solicitar, ramitar, pbtener yfo wegistrar cuslguicra de las modalidades
de Propicdad Industrial, 1ales como: pateates de invercion, modelos de
uslidad: disetos industrizles, vanedades vegelales: marcas, lomas,
notnbres y enseias comergiales y denominaciones de origen; asi como
sus renovacioncs, prorrogas, trunslerencias, cambing de nombre yo
domicitiv, contratos y licencias.

2y Solicitar, tramilar, olener ylo registear derechos de autor, en cualquie-
ra de sus presentaciones asi como la proleceidn de seerelos indusiriales ¥
kaowshow,

3y Solicitn, Irmmilar, obtencr y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licencins de funcionamienio; asi como sus renoviaciones o privrogas,
transterencias, cambios de nambre yo domicilio, contratos v licencias.

4) Ejercer acciones de oposicion, observacion, reclamos, reconsideracion,
ieposicidn, apelacion, cancelacion adminisisaiiva o judicial, aulidad,
proteccién al consumidor, concesinn de licencias, proteccion de secretos
indusiriales y demis acciones y recursos rclacionados con derechos
derivades de lns asuntos arriba indicados y cn contra de ln competencia
desleal, scciones derivadas de fa ohtencidn o cxplotucion de licencias,
neciones de indemnizacidn de perjuicios, También podra(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contenciosn-administrativos, tutclas
v de policin; en aceiones o juicios promavidos por el (la} mandanie o en
contra el (ella) .

5} Registrar nombres de dominio ante la entidad compesente,

6) En el ejercicio de este mandato lus mundatarios airiba mencionados
quedan facultades para: cenciliar, cangetar, transigir, compromeler en
Arhitros, desigtir, recibir ¥ tomar posesion de la eosa objein de litgio v
renunciar o desistiv a derechos concedidos o en curso de concesion,
admitir log heehos del procese.

71 Ratilicin o oo L agencin oliciosa, e s
8} Asi misma laculle {lacultamos) a lng seef
recibiv notilicacinnes y designar apou
susiituir ¢l presente poder y revocy

hoigies a exl )u~
u;.mnmu que hlumm\

Dado y finmado en

POWER OF ATTORNEY

I, the undersigned Prem Singh Panwm

legal iepreseniative(s) of  PANACEA BIOTEC 1T,

an organizalion existing wnder the taws ol India

and in present execulion of itk husiness activity, domiciled B-1 Extn/ A-27,
Molian Co-operative  [ndusteial Estate, Mathora Woad, New  Duedhi-
110044-1N,

do hereby grant POWER OF ATTORNEY 1 DILIA MARIA RODRIGUEZ
IYALEMAN, identilication card No. 41.654 882 of Bopgotd, and tp, 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, 1p. 36448, identificalion card No.
40.017.374 al Tunja, residing in Bogotd, Colombia, 10 act in the order of their
appointment in hehalf ol grantor before any eniity, authority and/or naturnl o1
juridical person, specially befime those  Administrative,  Adminisirative-
Contentious, Judicial, arbitaion courts, andfor any other, in ull marters
conceming the following:

1) To apply, precess, obtain andfor register any of the madalities ol Industrial
Property, such as; Patemis of Ilnvention, Utiliy Maodels: Designs, plant
varictics; Marks, Stogins, ‘Trade Names and emblems and appellations of
Ongin; as well ag their reocwals, assignments, changes ol name and/on
domicile, agreements and licenses.

23 T apply, progess, obtain and/or register copyrights ol any kind as well a5
protéction of industriat seerets or know-how.

3) Ta apply, process, oblain andfor regisier sanitary registeations, opersling
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or  assignments,
changes ol name andfor domicile, agreements and licenses.

4) Ta bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration,
appeal o legal remedies, cancellations, nullity, protection {u he ennsumer,
granting of licenses, protection of 1rade scerets and eilier actions related with
ng,hm dcrwui from IIu' |l|)i'l\‘l.- nwnlmncd |11:mcm ;md "L'"“‘“ the wnluir

Cromnmereial, ("riminul or Coulcmiuuc-/‘\(lminis(rmivc
wril mandamus, police actions; in actions, wsuits orff
the grantor or against him,

53 Fo regisier domain names before the competent ent
6) To the elfyer of this mandatc the ahove-named p;
conciliale, cancel, settle, submit to mbiration, with ‘Al to receiv
take possession of the litigation related objet and wiive or«fgﬁk&"iﬁclt\
granted or in process of geanting, adinit 1he lacts AT the case e
7} To ralify or not the oflicious ageney.

R} | {we) hereby appoint the afore mention
nolifications and to designate judicial ar
this Mawer of Attarney and to revoke su

[,1:_ ATTLoTz:D

yhre cnipowerced

wrs 1o receive
substitule

atlormneys with
extrajudicial attorneks,
\ sustitulions.
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Now Dalni- 110 44
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CERTIFICADO NOTARIAL
(Cuando el solicitinte es SOCIEDADY
(I"oderes atorpndos en; El Salvador, Estades Unidos, Méxice y Venezuclaj

dias det mes de de

, ¢l Notario que suscribe DA FE de que:

Alos

{nombre du la peesona que firma el poder)

mayor de edad y domiciliade __
it de su puiio

y letra el documento que aniceede.
2. Conoce al (a k) oloiganie y que esie (a) estd legalmente capacitado
para ¢l Mergamiento,
3, El owrgante  ha linado el relerido
de .
de la persona juridica PANACEA BIOTEC 11D,

documentc  en su caracler

4. La citadn persona juridica con sede en B-1 Extnd A-27, NMohan Co-
aperative Industrial Estate, Muthura Road, New Delhi-110044-india,
et legihmente constituida, que tene  actualmente cxisiencia legal y
que el acto para ¢l cunl se ha oorgado este poder estd comprendido
entre 105 que constituyen su objcto social.

5. Bl atorgante tiene efectivamenie la representacion gue osienta, quc
esta es legilima y que estd Tacultado para olorgar esle poder.

6. lag anteriores centificaciones de los puntos 3, 4 ¥ 3, me constan porque
he tenido a la vista los documentos pulénlicos,

Notario Pablico

NOTA: A continuacidn de Lo anterior, €8 Consul de Colombia debe
wukentichr la finna del Notario Pablico.

CERTIFICADO  NOTARIAL  (Cuande el solicitante  ex
INDIVINUO)
A los dias del mes de de

, &l Nelaria que suscribe DA FE de que:

{nombre de la persona que linna el poder)

mayor dc edad y domiciliadoen _

firmd en su pregencia

el documento que sntceede, conoce al otorganle y gue este estd
legalmentc capacitado para ¢l otorgamienlo,

Narario Pablico
MOTA: A continuacidn de lo anterion, el Consul de Colombia debe
autenticir Ja tinma del Notario Pablico,

Parn tedos Ins demds paises o) Seior Cansul de Colombin o ante
quien se atorgue, debe expedir una certificacian dejando. constancia
13 de In existencin legal de la soviedd, 23 de que esta ejerce actaal-
mente su ohjeto socinl, ¥ 3) de que L persoma o persanas gue otorgan
¢l poder estian Tacultadas para hacerlo, dejundo

canstancia asi mismne de que tuvo a da vista Las prochas que aceediten
tales circunstancins,

LEGALIZACION FOR EL CONSUL DE COLOMBIA
G POR APOSTILLA

This

NOTARIAL CERTIFICATTE
{ When the applicant is a CORPORATION)
(Powers of attorey granted in: E1 Salvador, Mexico, U.S AL and Venczuetn)

15t day of Deeember \ 2010

the undersigned Notary CERTIFIES that:

i Prem Singh Penwar
(name of the person wha signs the powver ol sttomey)

domiciled
st his hand on

of legal and

in____India
the  feregoing document.

2. The granter is Lo him personally known aud thiat he/she bas legal capacily 10
exceute the documen.

1. The grantor  has  cxecuted  the  foregoing docunent in his capagity
ol _Senior Manager - Intellectunl Property & Legal Adtairs

nlthe juridical PANACEA BIOTEC LTI,

age

4. The mentioned jundigal person with place of 8.1 Exin/ A-27. Mohan
Cu-upcruli\'_(_:}r_:duwr'lul A_",'Vla‘l‘u, Mathura Road, New Delld-1 HID44-IN, 15
duly 0|'gﬂ_n,i'1_é'd,'ht)15‘%d‘m pgakexisicnce and that the puiposes for which
the pop\;::"(’)f atiorney is granted, iz within the scope of its corparate puiposes.
5 'I'h,c:‘.‘grumnr has i&\{'{ﬁic‘?. he  referred  quality and that hisher
repregentation ‘.R.._N]'Eg(d'} d that Yefshe  is conpowered 1o grant this power

ol ioiney, T A -
whidh I"uninc&'m&c were €
B A\ Q‘V
%, - - 3
v Govt —S’/ /

. A f\\ f s .
0 f‘l_r.l\-c based ﬂe’abo\é’ccru!l iogs 3, 4 and 3, on the authentic documens
o
Yo )
g g o !

! ' ifd 10 :nc‘i'ﬂm

o~
3

Noiary Public

NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Nons
Public.

NOTARIAL CERTIFICATE  ( When  the  applicant is
INDIVIDUALS}Y
O this day of December, 2010
the undersigned Nolary CERTIFIES that:
1. Prem Singh Panwar L

{name el the person who signs the Power of Alinrey)
of legal zge and domiciled at Indin
signed in his presence the  loregoing

document, the granior is ta him personally known and that he/shgfhas legal

capacily o executc the document,

Notary Public
NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the sj
PPublic.

matuie ol the Nowary

e all odher conmtries the Colombian Censul pf belore who it is peanted
must issne a certification stating 1) the legaldxistence of the covporation,
2] that the corporate purposes aee actunpf heing accomplished | 3) that
the persan ar persons who grant this BAwer af Altorney are einpowered
tu da it The Consnl will certify
circumstances were extribiied (g

LEGAEIZATION  RY

ATOSTILLE.

18 AR
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TraAucc-iOn oi-icml de un documento cuyo original esta on mg]és

LI Documento de Poder adjunto lleva los siguientes sellos:

Sello redondo pequeno: “Certificado - Camara de Comercio de Nueva Delhi”

Sello pequena bajo la firma: “Jasprem Singh, Subsecretario Camara de Comercio de

Nueva Delhi”

Sello Rectangular: “Por Panacea Biotec Ltd. (firmado) Prem Singh Panwar.
Gerente. Propiedad Intelectual v Asuntos Legales. B-1 Extn. A-27, Mohan Co-

operative Indl. Bstate. Mathura Road, New Delhi — 110 044"

Scllo ovalado (2): “Camara de Comercio de Nueva Delhi - DIC. 13, 2010. Nueva

Detht”

Sello redondo (2): “Notario Publico. Nombre: Sra. Rani Ridla. 1. No. 1471.

Gobierno de la India”

“Certificado (Firmado) Notario Ptblico. Nueva Delhi - DIC. 9, 2010 .

Al reverso de la paging hay wn sello del Consulado de Colombia en Nueva Delhi, con No,

2120010 fechado el 21 de diciembre de 2010 y firmado por Lina Fajardo, Consejera.

Hay wn sello con ymimero 29515 fechado el14 de diciembre de 2010 y firmad, &l

caracteres de la India, del Ministerio de Relaciones Exteriores en Nueva Delhi.

SSE o st
> Wefo canglar g

Ao, _ncu"u s:on rsu f)ngnnt

fechados el 29 de diciembre de 2010: su ninero es “63()233, I

Cénsul Lina Fajardo.

e iy Bu("(“rﬁ '7\ * “\.II./_;
M

Traductor
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RESUMEN

La presente invencién se relaciona con una vacuna combinada que comprende una mezcla de
antigenos para proteccion contra enfermedades tales como difteria, tétanos, tos ferina acelular e
infecciones causadas por Haemophilus influenzae y virus de la polio. La presente invencion
también ser relaciona con la inclusion de antigenos para proteccién contra infecciones causadas
por virus de la hepatitis y otros patogenos, tal que la administracién de la vacuna puede
inmunizar simultdneamente al sujeto contra mas de un patdgeno. La invencién cn particular se
relaciona con una vacuna combinada completamente liquida y estable que comprende los

antigenos indicados mas arriba y con los métodos para fabricar dicha vacuna.



NUEVAS COMPOSICIONES DE VACUNAS CON PERTUSSIS ACELULAR Y
METODO DE FABRICACION DE LAS MISMAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con una vacuna combinada que comprende una mezcla de
antigenos para proteccion contra enfermedades tales como difteria, tétanos, tos ferina
(coqueluche) e infecciones causadas por Haemophilus influenzae y virus de la polio (poliovirus).
La presente invencién también ser relaciona con la inclusién de antigenos para proteccién contra
infecciones causadas por virus de la hepatitis y otros patégenos, tal que la administracion de la
vacuna puede inmunizar simultdneamente al sujeto contra mas de un patdgeno. La invencién en
particular se relaciona con una vacuna combinada completamente liquida y estable que

comprende los antigenos indicados mas arriba y con los métodos para fabricar dicha vacuna.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Antigenos de la vacuna

Antigenos de la Difteria y el Tétanos

La difteria y el tétanos son infecciones agudas causadas por Corynebacterium diphtheriae y
Clostridium tetani, respectivamente. Las toxinas de estas bacterias son la causa principal de las
respectivas enfermedades. Las vacunas que otorgan proteccion contra estas bacterias contienen
estas toxinas que se han convertido en toxoides para hacerlas perder su infectividad. Las toxinas
son tratadas usando productos quimicos tales como formaldehido o glutaraldehido para hacer
toxoides [toxoide diftérico (TD) y toxoide tetanico (TT)]. También se usa CRM 197, una toxina

diftérica mutante, en algunas vacunas.

Antigenos de tos ferina

La tos ferina o coqueluche es causada por Bordetella pertussis. Esta es una enfermedad
debilitante y seria que incluso puede conducir a la muerte. Las vacunas iniciales contra la
enfermedad estaban basadas en células completas que eran tratadas con productos quimicos tales
como formaldehido para matar las células e inactivar los materiales téxicos. Aunque son
altamente eficaces, tales vacunas, llamadas “vacunas de células completas” (wP) [N.d.T.; “whole
cell (wP) vaccines™], estan asociadas con efectos secundarios que incluyen fiebre y reacciones
locales. La necesidad de contar con una vacuna mas definida ha sido reconocida y los
investigadores han cambiado el foco desde entonces hacia el desarrollo de una vacuna que
comprenda un numero menor de antigenos altamente purificados, llamada “vacuna de
componentes”. Muchos factores asociados con virulencia, tal como la toxina pertisica (TP), la
hemaglutinina filamentosa (HAF), la pertactina (PRN o P69), las proteinas fimbriales (FIM 1,2 y
3), la adenil ciclasa, los lipopolisacaridos y otras proteinas de membrana externa han sido

sugeridas para ser incluidas en la “vacuna acclular”, que es menos definida en comparacion con \\



la vacuna por componentes. La mayor parte del trabajo ha estado concentrada en una vacuna
basada en TP, la cual es solo parcialmente protectora. Una combinacién de TP/HAF fue mas
eficaz, pero atin presentd una menor inmunogenicidad que la vacuna basada en células completas
(wP). Se encontré que otro candidato potencial, la PRN o P69, hace que la vacuna contra la tos
ferina sea mas efectiva en combinacién con TP y HAF. Algunas vacunas contra la tos ferina

también tienen FIM como cuarto componente para impartir inmunogenicidad contra tos ferina.

Antigenos de poliomielitis
Hay disponibles dos tipos de vacuna:
¢ Una vacuna contra la polio oral (VPO) viva atenuada (debilitada) desarrollada por ¢l Dr.
Albert Sabin en 1961. La VPO, conteniendo las cepas Sabin, se administra oralmente.
e Una vacuna contra la polio inactivada (muerta) (VPI) desarrollada en 1955 por el Dr.

Jonas Salk. La VPI, conteniendo las cepas Salk, se administra como una inyeccion.

Tanto la vacuna anti-polio atenuada (VPO) como la inactivada (VPI) han sido efectivas para
controlar la enfermedad de la polio en todo el mundo. La vacuna contra la polio puede contener
las cepas Salk o Sabin. Las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 son las
cepas Salk que mas se han usado en la vacuna contra la poliomielitis. Las cepas Sabin incluyen

las cepas Sabin 1 y Sabin 2.

Antigenos contra Haemophilus influenzae (Hib)

El Haemophilus influenzae es un cocobacilo Gram-negativo que forma parte normal de Iz flora
del tracto respiratorio superior. El Haemophilus influenzac de tipo b (Hib b) es una causa
importante de infecciones de invasivas de transimision sanguinea en nifios jovenes y una causa
principal de meningitis en los primeros 2 afios de vida. La inmunizacidn contra Haemophilus
influenzae comenzo en Canadd en 1987 con una vacuna de polisacaridos [PRP, del inglés
polyribose ribitol phosphate, poli-ribosa ribitol fosfato]. La capsula de poli-ribosil-ribito] fosfato
(PRP) del Hib es un factor de virulencia importante para el organismo. El anticuerpo contra el
PRP es el contribuyente primario para la actividad bactericida sérica, y los niveles altos del
anticuerpo estan asociados con un menor riesgo de enfermedad invasiva. El PRP es un antigeno
independiente de células T vy, por ende, estd caracterizado por a) induccién de una respuesta de
anticuerpos pobre en infantes y nifios menores de 18 meses, b) una respuesta de anticuerpos
variable y cuantitativamente menor que la que se ve con antigenos dependientes de celulas T, ¢)
produccién de una mayor proporcién de inmunoglobulina M (IgM), y d) inhabilidad para inducir

una respuesta de reforzamiento.

Las vacunas iniciales basadas solo en el componente PRP probaron ser inefectivas en infantes. Se \’L



han dirigido esfuerzos adicionales hacia la vacuna contra PRP conjugado, en donde el PRP se
conjuga con proteinas llamadas proteinas portadoras, tales como la proteina de membrana externa

de Neisseria meningitidis, el toxoide diftérico, el toxoide tetanico y CRM 197,

Antigenos contra hepatitis (Hep)

Existen varias cepas de virus de la hepatitis. La hepatitis B es una enfermedad causada por el
virus de la hepatitis B (VHB) que infecta el higado de los hominidos, incluyendo los humanos, y
causa una inflamacién llamada hepatitis. La infeccion varia en severidad desde una enfermedad
suave que dura unas pocas semanas (aguda) hasta una enfermedad seria a largo plazo (cronica)
que puede llevar a enfermedad hepética o cancer hepético. La vacuna contra la enfermedad
contiene una proteina de la capside viral, el antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg). Las
vacunas que protegen contra hepatitis B aprobadas por la FDA [N.d.T.. Food and Drug
Administration, Administracién de Alimentos y Drogas de los E.E.U.U.] son Recombivax HB®

y Comvax®, de Merck, Engerix-B® y Pediarix®, de GlaxoSmithKline Biologicals.

Otros antigenos

Los otros antigenos que conciernen a la raza humana incluyen Haemophilus influenzae (serotipos
a, ¢, d, e, f y cepas no encapsuladas), hepatitis {(cepas A, C, D, E, F y G), meningitis A, B o C,
influenza, neumococos, estreptococos, antrax, dengue, malaria, sarampién, parotiditis (paperas),
rubéola, BCG, encefalitis japonesa, rotavirus, viruela, fiebre amarilla, fiebre tifoidea, herpes

zoster, varicela, y otros.

Vacunas combinadas

A pesar de largas décadas de investigacion en el campo de las vacunas, las enfermedades
infecciosas siguen siendo una amenaza para los humanos. Las vacunas combinadas que protegen
contra varias enfermedades son muy deseables, dado que reducen el nimero de inyecciones
administradas, reducen los costos de administracion y produccién y también mejoran el

cumplimiento de los pacientes. Tales vacunas combinadas generalmente son mejor aceptadas.

Sin embargo, el fendmeno bien documentado de la competencia antigénica ha complicado e
impedido el desarrollo de las vacunas multivalentes. Este fendmeno se refiere a la observacion de
que la administracién de multiples antigenos juntos a menudo da como resultado una respuesta
disminuida hacia ciertos antigenos en relacién con la respuesta inmune hacia estos antigenos

cuando son administrados de forma separada.

La investigacion temprana se ha enfocado en el desarrollo de una vacuna con multiples valencias

dirigidas contra diferentes enfermedades ¢ infecciones. Una de tales vacunas combinadas bien \/S
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conocida es la que proporciona proteccién contra la difteria, el tétanos y la tos ferina acelular. El
componente de tos ferina (pertussis) acelular (aP) normalmente comprende 2 o 3 de entre TP
(toxina pertusica) detoxificada, HAF (hemaglutinina filamentosa) y PRN o P69 (pertactina). En
algunos casos, también pueden estar presentes otros antigenos contra tos ferina, tales como
antigenos fimbriales (FIM 1, 2 o 3). Las vacunas combinadas DTaP aprobadas por la FDA son

Infanrix® (GlaxoSmithKline Biologicals), Tripedia® y Daptace]® (Sanofi Pasteur).

Es deseable agregar otros antigenos a tal vacuna combinada que pueda entregar proteccién contra
enfermedades causadas por virus de la hepatitis (Hep), Haemophilus influenzae (Hib) y
poliovirus (VPI). También es deseable tener antigenos que proporcionen proteccion contra otras

enfermedades agregados a las vacunas combinadas mencionadas mas arriba.

Una vacuna recientemente aprobada por la FDA, Kinrix® de GlaxoSmithKline Biologicals, es una
vacuna combinada que tiene antigenos VPI junto con DTaP (Infanrix®). Infanrix-Hib® es otra
combinacién proporcionada por GlaxoSmithKline Biologicals en donde los antigenos DTaP estdn
presentes en una forma liquida y el antigeno Hib esta liofilizado y se proporciona en una ampolla
separada. Pediarix® e Infanrix penta® de GlaxoSmithKline Biologicals comprende una vacuna
combinada en una dosis en ampolla Unica que comprende DTaP junto con los componentes Hep
B y VPL Pentacel®, de Sanofi Pasteur, ¢s una combinacién de cinco componentes de vacuna
proporcionados como DTaP-VPI en forma liquida y el componente Hib en forma seca. Infanrix

hexa®

es una vacuna combinada de seis componentes de GlaxoSmithKline Biologicals, que
protege contra las enfermedades de la difteria, el tétanos, la tos ferina, la polio, y las infecciones
causadas por el virus Hep B y Haemophilus influenzae de tipo b. Incluso en esta combinacion,
todos los componentes, excepto el componente Hib, estan presentes en forma liquida, estando el
componente Hib presente en forma liofilizada. Asi, ninguna de las vacunas combinadas
mencionadas anteriormente es comercializada como una formulacién completamente liquida ni
comprende antigenos tales como Hib y Hep junto con los antigenos que entregan proteccion

contra la difteria, el tétanos, la tos ferina y la polio en una sola ampolla.

La Patente de los Estados Unidos N° 6.756.040 declara que la mezcla simple de los componentes
de la vacuna resulta en una disminucién de los titulos de anticuerpos contra el componente de
polisacarido, debido a interferencia antigénica. Este documento se relaciona con una formulacion
de vacuna para la prevencion de las infecciones por Haemophilus influenzae (Hib) de tipo b, en
donde se requiere que el conjugado de Hib b esté adsorbido sobre fosfato de aluminio de manera
de inhibir la disminucién de los anticuerpos anti-polisacérido. Ademas, el antigeno Hib b es

liofilizado y mezclado con los otros antigenos presentes en forma liquida, no mas de una hora

antes de la administracién. Asi, este documento no divulga una vacuna combinada que estc \\J\



presente como una formulacién completamente liquida y que comprenda los antigenos que
otorgan proteccion contra difteria, tétanos, tos ferina e infecciones causadas por Haemophilus

influenzae, hepatitis y virus de la polio.

La Patente de los Estados Unidos N° 6.013.264 de SmithKline Beecham Biologicals se relaciona
con una vacuna multivalente que comprende HBsAg (antigeno Hep B) adsorbido sobre fosfato de
aluminio. Este documento declara que cuando se usa HBsAg adsorbido sobre hidréxido de
aluminio en una vacuna combinada, se produce una disminucién significativa en la respuesta
inmune hacia el componente HBsAg, lo que resulta en una seroconversidn insuficiente después
de la vacunacion. Ademds, declara que existe la necesidad de evitar el uso de hidroxido de
aluminio como adyuvante para la adsorcion de HBsAg en una vacuna multivalente. Las
especificaciones declaran que el componente Hib b puede agregarse extemporianeamente a la
vacuna de la invencion. Asi, este documento no divulga una vacuna combinada que esté presente
como una formulacién completamente liquida y que comprenda los antigenos que otorgan
proteccion contra difteria, tétanos, tos ferina e infecciones causadas por Haemophilus influenzae,
hepatitis y virus de la polio. También la vacuna de acuerde al documento 6.013.264 tiene el
requerimiento especifico de que el antigeno Hep B esté adsorbido sobre fosfato de aluminio y no

sobre hidroxido de aluminio.

La Solicitud PCT W02007054820 de Novartis Vaccines and Diagnostics se relaciona con una
composicién de vacunas en donde los antigenos D y T estan especificamente adsorbidos sobre
hidréxido de aluminio y los antigenos Hib b y Hep B estan adsorbidos sobre fosfato de aluminio.
Sin embargo, esta solicitud no divulga la preparacion de una vacuna combinada estable
completamente liquida en donde los antigenos D, T y aP estan adsorbidos sobre fosfato de

aluminio y ¢l antigeno Hep esta adsorbido sobre hidréxido de aluminio.

La Solicitud PCT WOI1998000167A1 de Connaught Lab proporciona una composicion
inmunogénica multivalente para conferir proteccion en un huésped contra enfermedades causadas
por infeccion por Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae,
poliovirus y/o Haemophilus influenzae. El componente Hib b de la vacuna, de acuerdo a la
especificacidn, es un componente liofilizado que tiene que ser reconstituido antes de ser
mezclado con los otros componentes de la vacuna. Asi, no existe una divulgaciéon en la
especificacion relacionada con una vacuna combinada completamente liquida que comprenda

todos los antigenos mencionados.

La liofilizacion, también llamada secado por congelamiento, es un proceso intensivo en costo que

también causa mucho estrés en las proteinas. Cuando se liofiliza cualquier componente de la \6



vacuna, en el momento de la administracion de la vacuna se requiere mezclar el liofilizado con
otro liquido o con el componente liquido de la vacuna combinada. Esto representa una restriccion
suplementaria para el profesional y presenta un riesgo de ser llevado a cabo de mala manera. Se
propone entonces tener una jeringa con multiples compartimientos que contendria el componente
liofilizado en un compartimiento y el componente liquido de la vacuna en el otro. Sin embargo,
tal jeringa cuyo contenido puede ser mezclado en el momento de la administracion de la vacuna
no tiene un comportamiento satisfactorio en el nivel de reducir los costos de produccién, asi

como en el nivel de las operaciones que tienen que ser llevadas a cabo por el profesional.

Por ende, es deseable evitar este paso de liofilizacién y proporcionar una vacuna combinada que
tenga todos los componentes juntos en una forma completamente liquida. Esto facilitaria la
administracion de la vacuna, haciendo que el paciente cumpla y también reduciendo los costos de
produccién. Por lo tanto, es deseable tener el antigeno Hib ya agregado al componente liquido de

la vacuna y asi tener una vacuna multivalente completamente liquida.

La Solicitud PCT W02004110480 de Glaxo SmithKline Biclogicals se relaciona con una vacuna
que comprende el polisacarido Hib b. La solicitud declara que la mezcla simple de los
componentes de una vacuna combinada es complicada por el hecho de que no todos los antigenos
pueden mezclarse efectivamente entre si. Declara también que hay interferencia entre el
hidréxido de aluminio de la vacuna DTP y el PRP. La invencion en ¢l documento
WQ02004110480 esta dirigida a minimizar esta interferencia en tal vacuna combinada preparada
extemporaneamente cuando el PRP es preadsorbido sobre fosfato de aluminio. La invencion
proporciona adicionalmente composiciones inmunogénicas, vacunas y vacunas combinadas que
comprenden PRP que esta protegido en algun grado de la interferencia inmune. Los inventores
encontraron que lo anterior puede lograrse incorporando un excipiente polimérico anidnico en la

vacuna que comprende PRP.

Sin embargo, el uso del polimero polianiénico en la formulacion de la vacuna puede no ser
deseable, debido a que podria aumentar el costo de formular la vacuna. Ademas, dado que una
vacuna esta finalmente concebida para ser usada en humanos, deberia tener idealmente la menos
cantidad posible de componentes. El uso de ingredientes adicionales significa la adicion de
sustancias a la formulacidn contra las que el cuerpo podria reaccionar y producir anticuerpos. Tal
respuesta del cuerpo cuando se pone en contacto con tales componentes de la preparacion

inmunolégica podria ser indeseable.

La Patente de los Estados Unidos N® 6.333.036 de Pasteur Merieux Serums, se relaciona con

composiciones de vacunas que comprenden polisacarido capsular de Haemophilus influenzae de \\)



tipo b o poli-ribosil-ribito} fosfato (PRP) de alto peso molecular acoplado con anatoxina tetanica,
asi como un adyuvante en base a aluminio. Los adyuvantes basados en aluminio usados en la
invencidn tienen un punto de carga cero menor que aproximadamente 7.2. Sin embargo, la
patente no divulga particularmente la preparacion de una vacuna combinada que comprende
antigenos que entregan proteccién contra difteria, tétanos y tos ferina y contra infecciones
causadas por Haemophilus influenzae y virus de polio, en forma completamente liquida, en donde
el antigeno Hib puede no estar completamente adsorbido sobre algin adyuvante. Esta patente
tampoco divulga la preparacion de una vacuna combinada estable completamente liquida que
comprende antigenos que otorgan proteccion contra difteria, tétanos, tos ferina e infecciones
causadas por Haemophilus influenzae, virus de la hepatitis y virus de la polio, en donde los
antigenos de difteria, tétanos y tos ferina estan adsorbidos sobre fosfato de aluminio y el antigeno

de la hepatitis esta adsorbido sobre hidréxido de aluminio.

La Patente Europea 1.208.750 de Sanofi Pasteur MSD se relaciona con una vacuna multivalente
que otorga proteccion contra enfermedades causadas por Bordetella pertussis, Corynebacterium
diphtheriae, Clostridium tetani, Poliovirus, virus de la hepatitis B y Haemophilus influenzae. Sin
embargo, esta patente no divulga particularmente la preparacion de una vacuna combinada que
comprende antigenos que otorgan proteccion contra difteria, tétanos, tos ferina e infecciones
causadas por Haemophilus influenzae, virus de la hepatitis y virus de la polio, en una forma
completamente liquida, en donde los antigenos D, T y aP estin adsorbidos sobre fosfato de

aluminio y el antigeno Hep no esta adsorbido sobre hidroxido de aluminio.

Hexavac® de Aventis Pasteur MSD es una vacuna completamente liquida aprobada para la
proteccion contra las enfermedades causadas por dichos organismos. Sin embargo, el uso
mundial de esta vacuna fue suspendido debido a problemas posteriores a la comercializacion
acerca de la variabilidad en el proceso de produccién para el componente de vacuna contra la
hepatitis B que puede conducir a una proteccion disminuida a largo plazo de la proteceion contra

la hepatitis B.

Aunque se sigue llevando a cabo investigacion para fabricar vacunas multivalentes que
comprenden varios antigenos que otorgarian proteccién contra un numero de enfermedades, ésta
no ha abordado la necesidad de proporcionar una vacuna combinada estable que comprenda
agentes que otorguen proteccién contra difieria, tétanos, tos ferina e infecciones causadas por
Haemophilus influenzae y virus de la polio, en forma completamente liquida, en donde el
antigeno Hib puede no estar sustancialmente adsorbido sobre ningun adyuvante. Tampoco se
divulga la fabricacién de una vacuna combinada estable que comprende antigenos que otorgan

proteccion contra difteria, tétanos, tos ferina e infecciones causadas por Haemophilus influenzae, \7\



virus de la hepatitis y virus de la polio, en una forma completamente liquida, en donde los
antigenos D, T y aP estan adsorbidos sobre fosfato de aluminio y el antigeno Hep esta adsorbido
sobre hidroxido de aluminio. Existen reportes contradictorios con respecto a las respuestas de
anticuerpos contra antigenos particulares en nifios inmunizados por administracion separada y
coadministracién de las vacunas combinadas y la vacuna PRP. Puede haber varias razones para
tales resultados, incluyendo que las vacunas no sean idénticas en su contenido antigénico, en el

método de toxoidizacion, en los adyuvantes o en el conservante utilizado.

De esta manera, las vacunas combinadas comercialmente disponibles en la actualidad pueden no
contener formulaciones apropiadas de antigenos apropiados en formas inmunogénicas apropiadas
para lograr los niveles deseados de eficacia e inmunogenicidad en la poblacién humana
susceptible, para un nimero de enfermedades en una Unica inyeccion. Existe la necesidad de una
vacuna multicomponente que entregue proteccidn contra varias infecciones y esté en forma
liquida de manera de ser facilmente administrable y confortable, de forma costo-efectiva. Seria
deseable proporcionar una vacuna multivalente estable y eficaz contra enfermedades causadas
por la infeccion por Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani, Bordetella pertussis,
poliovirus, virus de la hepatitis, Haemophilus influenzae y otros. Para que dicha vacuna sea
efectiva, debe cumplirse el criterio de seroproteccién para cada uno de los antigenos de la vacuna.
Por esto, existe la necesidad de superar los impedimentos y desafios impuestos por la
competencia e interferencia antigénica. La presente invencidén supera las limitaciones del arte
previo y soluciona los problemas relacionados al proporcionar una formulaciéon de vacuna

multivalente que protege contra una pluralidad de enfermedades.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con una vacuna combinada que comprende una mezcla de
antigenos para proteccién contra enfermedades tales como difteria, tétanos, tos ferina
(coqueluche) e infecciones causadas por Haemophilus influenzae y virus de la polio (poliovirus).
La presente invencidn también ser relaciona con la inclusién de antigenos para proteccién contra
infecciones causadas por virus de la hepatitis y otros patégenos, tal que la administracién de la
vacuna puede inmunizar simultdneamente al sujeto contra mas de un patégeno. La invencion en
particular se relaciona con una vacuna combinada completamente liquida y estable que

comprende los antigenos indicados mas arriba y con los métodos para fabricar dicha vacuna.

La presente invencién se relaciona adicionalmente con una vacuna pentavalente donde el
antigeno Hib no esta sustancialmente adsorbido sobre ningin adyuvante. La invencidn también se
relaciona con una vacuna hexavalente estable completamente liquida que comprende antigenos

que otorgan proteccion contra una pluralidad de enfermedades, en donde los antigenos diftérico, \Cg



tetdnico y pertusico acelular estdn adsorbidos sobre fosfato de aluminio y el antigeno de la

hepatitis estd adsorbido sobre hidroxido de aluminio.

La presente invencion esta dirigida adicionalmente hacia una vacuna combinada que comprende
una pluralidad de componentes de vacuna que son adecuados para la prevencion, mejora y
tratamiento de multiples estados de enfermedad, que cumple con el criterio para la seroproteccion

para cada uno de dichos componentes de vacuna.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion esta dirigida hacia una vacuna combinada estable y completamente liquida
que comprende una pluralidad de componentes de vacuna que son adecuados para la prevencion,
mejora y tratamiento de multiples estados de enfermedad, que cumple con el criterio para la

seroproteccién para cada uno de dichos componentes de vacuna.

Las ventajas de¢ la presente invencidn incluyen una vacuna multivalente que puede conferir
proteccion contra un amplio rango de enfermedades e infecciones de manera segura y eficaz. La
vacuna de la invencidn proporciona inmunogenicidad contra varias enfermedades e infecciones
sin ninguna interferencia de cualquiera de los antigenos que estan presentes en la vacuna. Asi,
una unica inyecciéon conferiria inmunogenicidad contra varias enfermedades e infecciones,
haciendo que los pacientes cumplan mas con la vacunacién. Dado que una sola inyeccion
conferiria inmunidad contra un numero de infecciones y enfermedades, se reduciria el costo de
vacunacién, La vacuna de la presente invencién seria beneficiosa en el sentido de que reduciria el
numero de visitas al centro de vacunacién y también el nimero de inyecciones que deben
administrarse para cierto numero de diferentes enfermedades e infecciones. Este aspecto de la
invencién la haria mas util y ventajosa especialmente con la poblacion mas joven que necesita ser
vacunada para conferirle inmunidad contra un gran numero de infecciones y enfermedades. Asi,

la presente invencidn proporciona una vacuna que es mas aceptable.

Definiciones

El término “completamente liquido™, como se usa en este documento para describir la vacuna de
la invenciodn, se refiere al estado de la vacuna en donde todos los componentes de la vacuna estan
en estado liquido y no hay componentes de la vacuna que se proporcionen en forma liofilizada o
en cualquier otra forma de manera que tengan que ser mezclados con los otros componentes de la

vacuna antes de ser administrada a un sujeto.

El término “proteina portadora”, cuando se usa en este documento, describe el componente

proteico con el cual se conjuga el polisacirido capsular (Hib) usado en la vacuna de manera de \O\



-10 -

convertir el polisacarido independiente de células T en un antigeno dependiente de células T.

El término “adyuvante”, cuando se usa en este documento, describe el componente no antigénico
de la vacuna que mejora la respuesta inmune de los antigenos de la vacuna facilitando el contacto
entre el antigeno y el sistema inmune influenciando el tipo y calidad de la respuesta inmune
generada contra un antigeno. El adyuvante causa respuestas inmunes prolongadas contra los
antigenos y también puede servir para disminuir la toxicidad de ciertos antigenos o proporcionar

solubilidad a ciertos antigenos.

El término “estable™ cuando se usa en este documento para describir la vacuna de la invencion,
significa que cada uno de los antigenos de la composicion de la vacuna tiene una
potencia/inmunogenicidad mayor que la fijada como limite normal de aceptacidn, después de la
incubacién de la vacuna a 5+3°C durante al menos | mes, preferiblemente 12 meses, y mas

preferiblemente 24 meses.

El término “sustancialmente” usado en este documento para describir la cantidad de adsorcion o
acoplamiento del Hib sobre cualquier adyuvante, en la expresion “el Hib no esta sustancialmente
adsorbido sobre ninglin adyuvante”, significa que la adsorcion de Hib sobre cualquier adyuvante
¢s menos de un 15%, y preferiblemente menos de un 10%. El antigeno Hib no se somete a ningiin
paso de manera de adsorberlo intencionalmente sobre cualquier adyuvante; la cantidad de
adsorcidon que pueda ocurrir puede deberse al contacto entre €l antigeno y el adyuvante y no es

deliberada.

El término *de alrededor de” usado en este documento para describir la cantidad de cualquiera de
los componentes presentes en la vacuna de la invencion, significa una cantidad de dicho
componente de la vacuna que estd presente en cantidades de preferiblemente £20%, mads
preferiblemente £10%, y ante todo preferiblemente £5% de la cantidad declarada para dicho

componente particular.

El término “atrededor de” cuando se usa en este documento para describir el tiempo de agitacion
de los componentes de la mezcla durante el proceso de preparacién de la vacuna de la invencion,
es preferiblemente £20%, mas preferiblemente =10% y ante todo preferiblemente 5% del valor

declarado.

El término “‘inmunol6gicamente activo™ usado en este documento en referencia a la vacuna

combinada de la invencién significa que la vacuna, cuando se administra al sujeto, es capaz de

provocar la produccién de anticuerpos contra cada uno de los antigenos de dicha combinacion, de Zo
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manera de proteger al sujeto vacunado contra las respectivas enfermedades o infecciones.

El término “acoplamiento o adsorciéon™ usado en este documento en referencia a los antigenos de
la vacuna combinada, se refieren a cualquier forma de unidn fisica entre el antigeno y el

adyuvante.

La vacuna de la invencién
La presente invencion proporciona una composicion estable de vacuna combinada en la que todos

los componentes de la vacuna estan presentes juntos en forma liquida en una unica ampolla.

Un aspecto de la presente invencion proporciona una vacuna pentavalente estable completamente
liquida que comprende antigenos diftérico (D), tetanico (T), pertusico acelular (aP), Haemophilus
influenzae (Hib) y poliovirus (VPI), en donde Hib no esta sustancialmente adsorbido sobre

ningun adyuvante.

Otro aspecto de la presente invenciéon se relaciona con una vacuna hexavalente estable
completamente liquida que comprende antigenos diftérico (D), tetanico (T), pertisico acelular
(aP), de Haemophilus influenzae (Hib), de hepatitis (Hep) y de poliovirus (VP]), en donde los
antigenos D, T y aP estan adsorbidos sobre fosfato de aluminio y el antigeno Hep est4 adsorbido

sobre hidroxido de aluminio.

L.a invencion también considera que los antigenos diftérico (D), tetanico (T) y pertusico acelular

(aP) estén adsorbidos sélo sobre fosfato de aluminio y no sobre hidréxido de aluminio.

De acuerdo a un aspecto de la invencion, el antigeno Hib es conjugado con una proteina
portadora seleccionada a partir de un grupo que comprende ¢l toxoide tetanico (TT), el toxoide
diftérico (TD), CRM 197 y la proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis, o

cualquier equivalente de los mismos, o cualquier otro portador conocido.

De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, el antigeno Hib no esta sustancialmente adsorbido

sobre ningun adyuvante.

De acuerdo a otro aspecto de la invencién, ¢l antigeno Hib en la vacuna de la invencion es

derivado del polisacarido capsular de la cepa Hib b.

Un aspecto de la invencidén considera que el antigeno Hep est¢ absorbido sobre hidréxido de

aluminio y no sobre fosfato de aluminio.

Un aspecto adicional de la invencion se relaciona con que el antigeno Hep sea derivado del

antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg); es decir, el antigeno de superficie de la cepa

Hep B. Z \
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De acuerdo a un aspecto de la invencion, las cepas de VPI son una o mas cepas Salk, que pueden
ser seleccionadas a partir del grupo consistente en las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y
Saukett de tipo 3, 0 una o mas cepas Sabin seleccionadas a partir del grupo consistente en las

cepas Sabin de tipo 1 y 2.

Otro aspecto de la invencion considera que la vacuna de la invencion comprenda 2-fenoxietanol

come conservante en la formulacion.

Ademas, otro aspecto de la invencion se relaciona con el proceso de fabricacion de las vacunas

combinadas de 1a invencion.

Otro aspecto adicional de la invencion se relaciona con la composicién de las vacunas
combinadas de la invencién de manera que cada uno de los antigenos esté presente en una

cantidad en la vacuna tal que provoque una respuesta inmune contra dicho antigeno.

Antigenos de la vacuna de la invencion

La difteria es causada por Corynebacterium diphtheriae, una bacteria aerobica Gram-positiva no
esporulante. Este organismo expresa una exotoxina ribosilante de ADP codificada por un profago
("toxina diftérica"), que puede ser tratada (por ejemplo, usando formaldehido) para producir un
toxoide. Este toxoide no sigue siendo tdxico, pero aun es antigénico y es capaz de estimular la
produccion de anticuerpos especificos anti-toxina después de ser inyectado. La preparacion de
antigeno diftérico usada en la vacuna de la invencion preferiblemente comprende toxoide

diftérico.

El tétanos es causado por Clostridium tetani, un bacilo Gram-positivo esporulante. Este
organismo expresa una endopeptidasa ("toxina tetanica") que puede ser tratada para producir un
toxoide que no sigue siendo toxico. Sin embargo, ain sigue siendo antigénico y es capaz de
estimular la produccion de anticuerpos especificos anti-toxina después de ser inyectado. La
preparacion de antigeno tetanico usada en la vacuna de la invencion preferiblemente comprende

toxoide tetdnico.

La tos ferina o coqueluche es causada por Bordetella pertussis. Los antigenos pertisicos
acelulares (aP) pueden ser obtenidos a partir de cualquiera de las cepas conocidas de Bordetelia
pertussis. Para los propdsitos de la invencidn, los antigenos aP pueden obtenerse preferiblemente
de la cepa B. pertussis Tohama. Puede usarse cualquier medio apropiado para el aislamiento,
cultivo, proliferacion y fermentacion del cultivo. Para los propdsitos de la invencion, puede
usarse preferiblemente el medio Stainer-Scholte modificado. Los antigenos pertisicos acelulares
(aP) usados en la vacuna de la presente invencién comprenden al menos uno ¢ mas antigenos
seleccionados a partir del grupo formado por toxoide pertisico (TP), hemaglutinina filamentosa

(HAF), pertactina (P69 o PRN) y FIM (antigenos fimbriales 1, 2 o 3). Sin embargo, de acuerdo a 1,
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una implementacion preferida de la invencion, la preparacion de antigeno aP usada en la vacuna

de la invencion comprende antigenos TP, HAF y PRN (P69).

El Haemophilus influenzae es un cocobacilo Gram-negativo que causa infecciones invasivas
transmisibles por via sanguinea y meningitis. De acuerdo a una implementacién de la invencion,
el antigeno Hib, que se deriva del polisacinido capsular, puede ser conjugado o acoplado con
proteinas portadoras. Las proteinas portadoras usadas para la conjugacidon del antigeno Hib
pueden ser seleccionadas a partir del grupo que comprende toxoide tetimico (TT), toxoide
diftérico (TD), CRM 197 y proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis o cualquier
equivalente de los mismos. Otras proteinas portadoras apropiadas incluyen péptidos sintéticos,
proteinas de shock térmico, proteinas de tos ferina, citocinas, linfocinas, hormonas, factores de
crecimiento, proteinas artificiales que comprenden epitopos multiples de células T CD4+
humanas de varios antigenos derivados de patdgenos, tales como N19, proteina D de H.
influenzae, proteina de superficie neumocécica PspA, neumolisina, proteinas de captacidén de
hierro, toxina A o B de C. difficile y proteinas de S. agalactiae, pero no estan limitadas a las
mismas, La preparacién de antigeno Hib usada en la vacuna de la invencion comprende antigeno

Hib preferiblemente conjugado o acoplado con toxoide tetanico.

El conjugado de polisacirido puede prepararse mediante cualquier técnica de acoplamiento
conocida. Por ejemplo, el polisacarido puede acoplarse a través de un enlace tioéter. Este método
de conjugacion se basa en la activacidén del polisacarido con tetrafluoroborato de 1-ciano-4-
dimetilamino-piridinio (CDAP) para formar un éster de cianato. Asi, el polisacarido activado
puede ser acoplado directamente o a través de un grupo espaciador a un grupo amino de la
proteina portadora. Los conjugados también pueden prepararse mediante métodos de aminacion
reductiva directa. Otro método involucra el acoplamiento directo de un polisacarido activado con
bromuro de ciandgeno (CNBr) y derivatizado con hidrazida de acido adipico (ADH), con la
proteina portadora mediante condensacion con carbodiimida. Cualquier otro método conocido

puede ser utilizado para preparar el polisacarido conjugado usado en la vacuna de la invencion.

De acuerdo a una implementacién de la invencidn, el antigeno Hib no esta sustancialmente
adsorbido sobre ningiin adyuvante; preferiblemente, el grado de adsorcion del antigeno Hib sobre
un adyuvante no es mayor a un 15%; mas preferiblemente, el grado de adsorcién del antigeno

Hib sobre un adyuvante no es mayor a un 10%.

De acuerdo a otra implementacion de la invencidn, el antigeno Hib no se somete deliberada o

intencionalmente a adsorcion sobre ningun adyuvante.

De acuerdo a otra implementacion preferida de la invencion, la preparacién del antigeno Hib

comprende un antigeno derivado del polisacarido capsular de la cepa Hib b. VL’)
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La hepatitis es causada por varias cepas de hepatitis, tales como la A, B, C, D, E, F o G. El virus
de la hepatitis B (VHB) es uno de los agentes més importantes que causan hepatitis viral. El
virion VHB consiste en un nucleo interno rodeado por una cubierta externa de proteinas o
capside. El componente principal de la capside es una proteina conocida como antigeno de
superficie de VHB o, mas comanmente, “HBsAg” [N.d.T., del inglés, Hepatitis B surface
antigen]. Cuando se administra el antigeno en una vacuna, éste estimula la produccion de
anticuerpos anti-HBsAg, los cuales protegen contra la infeccion por VHB. De acuerdo a un
aspecto preferido de la invencidn, la preparacién de antigeno de la hepatitis (Hep) usado en la
vacuna de la invencion comprende antigenos Hep derivados del antigeno de superficie de la cepa
de la hepatitis B (HBsAg).

Para la fabricacion de vacunas, el HBsAg puede fabricarse ya sea por purificacion del antigeno
en forma particulada a partir del plasma de portadores crénicos de hepatitis B, dado que se
sintetiza grandes cantidades de HBsAg en el higado que se liberan en el torrente sanguineo
durante una infeccidn por VHB, o expresando la proteina mediante métodos de ADN
recombinante. El HBsAg para ser usado en la vacuna de la invencion puede ser preparado de

cualquiera de las dos maneras.

La poliomielitis es causada por los virus de la polio. La vacuna de la invencion puede
comprender cepas Sabin (Sabin 1 y/o Sabin 2) o cepas Salk de poliovirus. De acuerdo a una
implementacion preferida de la invencion, la vacuna de la invencion comprende cepas Salk.
Existen 3 tipos de cepas Salk que pueden causar poliomielitis. Los tres tipos son similares y
causan sintomas idénticos, pero son antigénicamente muy diferentes y la infeccién por un tipo no
protege contra la infeccién por otros. Los poliovirus Salk incluyen 3 cepas — poliovirus de Tipo 1
(por ejemplo, la cepa Mahoney), poliovirus de Tipo 2 (por ejemplo, la cepa MEF-I) y poliovirus
de Tipo 3 (por ¢jemplo, la cepa Saukett). De acuerdo a una implementacién preferida de la

invencion, la vacuna de la invencién puede comprender una o mas de dichas cepas Salk.

Los poliovirus pueden hacerse crecer en cultivo celular. La linea celular Vero, que es una linea
celular continua derivada de rifion de mono, puede usarse para hacer crecer los poliovirus.
Después del crecimiento, los viriones pueden ser purificados usando técnicas ya conocidas. Los
virus pueden ser inactivados. Las cantidades de poliovirus se expresan tipicamente en la unidad
DU (la "unidad de antigeno-D"). La preparacion de antigeno VPI usada en la manufactura de la
vacuna de la invencidn se prepara preferiblemente de manera de comprender una o mas cepas que
se usan en la manufactura de la vacuna. Esta preparacion en masa se¢ usa a continuacidén para

formular la vacuna de la invencion.

‘Z‘j\
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Componentes no antigénicos de la vacuna

Junto con los componentes antigénicos, la vacuna puede comprender un nimero de componentes
no antigénicos que son excipientes farmacéuticamente aceptables. Estos incluyen modificadores
de pH, amortiguadores, adyuvantes, conservantes, portadores y agentes modificadores de la

tonicidad, pero no estan restringidos a ellos.
Adyuvantes

Los antigenos de la formulacién final pueden o no estar adsorbidos sobre un adyuvante. Un
adyuvante funciona estimulando la produccién de inmunidad contra los ingredientes de la

vacuna, haciendo la vacuna mas efectiva.
Los adyuvantes pueden servir para:

o Poner el antigeno en contacto con ¢l sistema inmune ¢ influenciar el tipo de inmunidad

producida, asi como la calidad de la respuesta inmune (magnitud o duracion);
e Disminuir la toxicidad de ciertos antigenos; y
e Proporcionar solubilidad a algunos componentes de la vacuna.

Los estudios han mostrado que muchas vacunas que contienen aluminio provocan respuestas de
anticuerpos mds altas y mas prolongadas que las vacunas comparables sin el adyuvante. El
beneficio de los adyuvantes se ha observado usualmente durante la serie inicial de

inmunizaciones, en lugar de en las dosis de reforzamiento.

lLos adyuvantes basados en aluminio son los adyuvantes mas comiinmente usados. Estos
adyuvantes también han sido aprobados por la FDA para su uso en vacunas. Existen tres tipos

generales de adyuvantes que contienen aluminio:
¢ Hidroxido de aluminio
¢ Fosfato de aluminio
e Sulfato de potasio y aluminio (frecuentemente llamado “alumbre™)

Una implementacion de la invencion se relaciona con que ciertos antigenos de la vacuna estén
adsorbidos sobre fosfato de aluminio y ciertos antigenos de la vacuna estén adsorbidos sobre
hidréxido de aluminio. Algunos antigenos pueden estar adsorbidos s6lo sobre fosfato de aluminio
y no sobre hidroxido de aluminio, y viceversa. Ciertos antigenos de la invencidn pueden no cstar
adsorbidos absoluta o sustancialmente sobre ningun adyuvante. La preferencia del adyuvante
para la adsorcion de dichos antigenos entrega a la vacuna de la invencidn sus caracteristicas. La
preferencia de adsorcidn se describe con mayor detalle en la seccién sobre el “Proceso para

fabricar la vacuna de la invencién”, més adelante. 1, g
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Conservantes

Las vacunas son propensas a contaminarse con bacterias. Asi, para evitar la contaminacién con
microorganismos daiiinos potencialmente peligrosa para la vida que puede ser introducida en una
vacuna y ser incorporada durante el evento de contaminacion accidental, puede incluirse un
conservante en la composicion de la vacuna cuando se la formula. Los conservantes que s¢ han

usado incluyen cloruro de bencetonio (Phemerol), thiomersal, fenol y 2-fenoxietanol (2-POE).

El thiomersal o timerosal es un compuesto organico que contiene mercurio (uUn organomercurico)
que se ha usado en muchas vacunas como conservante. Ha habido reportes relacionados con
ciertas reacciones alérgicas del thiomersal, primariamente en la forma de reacciones de
hipersensibilidad local de tipo retardado, incluyendo enrojecimiento e hinchazon en el sitio de la

inyeccion. También existen reportes contradictorios que vinculan el autismo con el mercurio.

El 2-fenoxietanol (2-POE) también se conoce como ‘“‘l-hidroxi-2-fenoxietano™, “2-hidroxietil
fenil éter”, “etilenglicol fenil éter”, etc. El perfil de seguridad del 2-fenoxictanol es mejor que el
de conservantes mercuriales (por ejemplo, thiomersal). Por ende, existe la necesidad de evitar el

uso de thiomersal y usar 2-fenoxietanol en las vacunas.

Asi, otra implementacién preferida de la invencion se relaciona con el uso de 2-fenoxietanol
como conservante en la composicion de la vacuna. De acuerdo a otra implementacion preferida

de la invencidn, la concentracidn de 2-fenoxietanol es de 5 mg/ml de vacuna.
Agentes modificadores de la tonicidad

Para controlar la tonicidad de la composicion de vacuna, se prefiere incluir un agente modificador
de tonicidad en la formulacién de la vacuna. Estos agentes incluyen sales (ejemplos: NaCl,
MgCla, KCI, CaCl,), azucares (ejemplos: dextrosa, manitol, lactosa), aminoacidos (ejemplos:
arginina, glicina, histidina) y polioles (ejemplos: sacarosa, glicerol, sorbitol), pero no estan
limitados a los mismos. En una implementacién mas preferida, se usa una sal fisiologica, tal
como una sal de sodio, en la formulacion de la vacuna. Ante todo, es preferible incluir cloruro de

sodio (NaCl) en la composicién de la vacuna de la invencion.
Modificadores de pH y/o amortiguadores

Puede usarse varios modificadores de pH conocidos por personas versadas en el arte para ajustar
el pH de la composicion de vacuna como se desee, tal como hidréxido de sodio o éacido
clorhidrico. Puede usarse varios amortiguadores, tales como fosfato de sodio, fosfato de potasio y

amortiguadores de citrato, en la formulacion de la vacuna.

fcb
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Composicion de la vacuna de la invencion

La composicion de la vacuna de la invencién es tal que la vacuna de la invencion se vuelve
inmunogénica en virtud de las cantidades de cada uno de los antigenos contenidos en la vacuna.
Cada uno de los antigenos en la vacuna de la invencion se encuentra preferiblemente en
cantidades que, cuando la vacuna combinada se administra a un sujeto, provoca una respuesta

inmune cn ¢l sujeto contra dichos antigenos de la composicion.

De acuerdo a una implementaciéon de la invencién, una vacuna pentavalente completamente
liquida comprende D, T, aP (TP, HAF, PRN), Hib b y VPI (Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2, y
Saukett de tipo 3), en donde D estd presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T esta
presente en una cantidad de alrededor de 1 — 25 Lf, TP esta presente en una cantidad de alrededor
de 1 — 40 ug, HAF esta presente en una cantidad de alrededor de 1 —~ 40 ug y PRN esta presente
en una cantidad de alrededor de 1 — 15 ug por cada 0,5 ml, Hib b esta presente en una cantidad de
alrededor de 1 — 20 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett
de tipo 3 estan presentes en una cantidad de alrededor de 1 = 50 DU, 1 =15 DU y 1 - 50 DU,

respectivamente, por cada 0,5 ml, para formar una vacuna combinada estable € inmunogénica.

Dc acuerdo a una implementacion preferida de la invencidén, la vacuna pentavalente
completamente liquida comprende D, T, aP (TP, HAF, PRN), Hib b y VPI, en donde D esta
presente en una cantidad de alrededor de 25 Lf, T esta presente en una cantidad de alrededor de
10 Lf, TP esta presente en una cantidad de alrededor de 25 pg, HAF esta presente en una cantidad
de alrededor de 25 ng y PRN estd presente en una cantidad de alrededor de 8 pg por cada 0,5 ml,
Hib b esta presente en una cantidad de alrededor de 10 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney
de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estdn presentes en una cantidad de alrededor de 40
DU, 8 DU y 32 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml, de manera que dicha vacuna sea una

composicion estable e inmunogénica cuando es administrada a un sujeto.

Otra implementacion de la invencion proporciona una vacuna hexavalente completamente liquida
que comprende D, T, aP (TP, HAF, PRN), Hib b, Hep B y VPI (Mahoney de tipo 1, MEF de tipo
2, y Saukett de tipo 3), en donde D esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T esta
presente en una cantidad de alrededor de 1 — 25 Lf, TP esta presente en una cantidad de alrededor
de 1 — 40 pg, HAF esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 pg y PRN esta presente
en una cantidad de alrededor de 1 — 15 pg por cada 0,5 ml, Hib b esta presente en una cantidad de
alrededor de | — 20 pg por cada 0,5 ml, Hep B esta presente en una cantidad entre alrededor de |
— 25 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estan
presentes en una cantidad de alrededor de 1 — 50 DU, 1 — 15 DU y 1 — 50 DU, respectivamente,
por cada 0,5 ml, de manera que la vacuna combinada sea estable e inmunogénica cuando es

administrada a un sujcto. /(:7{
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De acuerdo a otra implementacién preferida de la invencion, se proporciona una vacuna
hexavalente completamente liquida que comprende D, T, aP (TP, HAF, PRN), Hib b, Hep B y
VPIL, en donde D estd presente en una cantidad de alrededor de 25 Lf, T esta presente en una
cantidad de alrededor de 10 Lf, TP esta presente en una cantidad de alrededor de 25 pg, HAF esta
presente en una cantidad de alrededor de 25 pg y PRN esta presente en una cantidad de alrededor
de 8 pg por cada 0,5 ml, Hib b esta presente en una cantidad de alrededor de 10 ug y Hep B esta
presente en una cantidad de alrededor de 10 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1,
MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estan presentes en una cantidad de alrededor de 40 DU, 8 DU ¥
32 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml. Tal vacuna deberia ser una vacuna estable capaz de
provocar una respuesta inmune protectora contra todos los antigenos de la composicidn, cuando

es administrada a un sujeto.

La invencidn se relaciona adicionalmente con un método para inducir una respuesta
inmunologica contra cualquiera de los antigenos seleccionados entre D, T, P, Hib, Hep o VPI,

que comprende administrar una cantidad inmunolégicamente activa de la vacuna de la invencidn.

De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, el contenido de aluminio (AI’*) en la vacuna de la
invencion no puede ser més de, preferiblemente, 2 mg por cada 0,5 ml, mas preferiblemente 1 mg

por cada 0,5 ml y ante todo preferiblemente 0,8 mg por cada 0,5 ml.

De acuerdo a otro aspecto de la invencidn, la cantidad preferida de 2-fenoxietanol en la vacuna

combinada de la invencién puede ser de 5 mg/ml.
Proceso para fabricar la vacuna de la invencion

Uno de los aspectos de la invencion se relaciona con el proceso para fabricar la vacuna de la
invencion. La inmunogenicidad, la estabilidad y el mantenimiento de la forma correcta de los
antigenos en la composicién inmunogénica pueden depender de la forma en que se formula la
composicion. Esto puede incluir la secuencia de adicion de los antigenos, el uso de los
adyuvantes especificos para ciertos antigenos, el uso de varios pardmetros, incluyendo agitacion,

temperatura y pH.

Una de las implementaciones de la invencion se relaciona con el proceso de fabricacion de la
vacuna pentavalente estable completamente liquida que comprende antigenos diftérico (D},
tetanico (T), pertasico acelular (aP), de Haemophilus influenzae (Hib) y VPI, que comprende los

pasos de:

a) preparar un componente 1 que comprende una mezcla de i) antigeno diftérico (D), 1)

’L@

antigeno tetanico (T) y 1ii) antigeno pertusico acelular (aP),
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b) agregar el Componente | hacia una preparacion de antigeno de Haemophilus influenzae

(Hib) para obtener una mezcla,
c) agrepar la mezcla anterior a los antigenos de poliovirus (VPI),
con la condicion de que el Hib no esta sustancialmente adsorbido sobre ningun adyuvante.

De acuerdo a una implementacién preferida de la invencion, los antigenos D, T y aP estan

adsorbidos sobre fosfato de aluminio.

Una de las implementaciones de la invencidn se relaciona con la preparacion del componente I,

que comprende las siguientes etapas:

a) transferir preparaciones de antigenos diftérico v tetanico junto con el gel de fosfato de

aluminio, la solucion salina y el 2-fenoxietanol (2-POE) hacia un recipiente,

b) transferir preparaciones de antigenos TP, HAF y PRN con agitacién hacia el recipiente

anterior para obtener una mezcla,

¢) agregar solucion salina y 2-POE a dicho recipiente, chequear el pH de la mezcla

anterior y ajustarlo en un rango entre 6,0-7,0.

El proceso se relaciona ademas con la mezcla de los antigenos Hib y VPI con el componente | de
la vacuna de la invencién, que comprende el paso de transferir la mezcla anterior que comprende
los antigenos D, T y aP hacia una preparacion de antigenc Hib para obtener otra mezcla y luego
mezclar esta mezcla con la preparacién de antigeno VPI, chequear el pH y ajustarlo en un rango

entre 6,0-7,0.

La invencién también se relaciona con otra implementacién preferida de la misma que
proporciona un proceso de fabricacion de la vacuna hexavalente estable completamente liquida
que comprende antigenos diftérico (D), tetanico (T), pertisico acelular (aP), de Haemophilus

influenzae (Hib), de hepatitis y VPI, que comprende los pasos de:

a) preparar un componente I que comprende una mezcla de i) antigeno diftérico (D), u)

antigeno tetanico (T) y iii} antigeno pertlsico acelular (aP),

b) preparar un componente {I que comprende antigeno de la hepatitis (Hep),
c) combinar los componentes I y 11 para formar una mezcla,

d) agregar la mezcla anterior a los antigenos Hib y VPI,

con la condicidn de que los antigenos D, T y aP han sido adsorbidos sobre fosfato de aluminio y

el antigeno Hep esta adsorbido sobre hidréxido de aluminio. 7/0\
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De acuerdo a otro aspecto preferido de la invencion la preparacién del componente I comprende

los siguientes pasos:

a) transferir preparaciones de antigenos diftérico y teténico junto con el gel de fosfato de

aluminio, la solucidn salina y el 2-fenoxietanol (2-POE) hacia un recipiente,

b) transferir preparaciones de antigenos TP, HAF y PRN con agitacion hacia el recipiente

anterior,

c) agregar solucion salina y 2-POE a dicho recipiente, chequear el pH y ajustarlo en un

rango entre 6,0-7,0.

El proceso comprende adicionalmente la preparacion del componente II de la vacuna de la

invencion, que comprende los siguientes pasos:
a) transferir un gel de hidroxido de aluminio hacia un recipiente,
b) transferir una preparacion de antigeno Hep al recipiente,

¢) agregar preparacion de solucién salina y 2-POE a dicho recipiente con agitacién,

chequear el pH y ajustarlo en un rango entre 6,0-7,0.

El proceso se relaciona ademas con la mezcla del componente 1 y el componente 11 de la vacuna
de la invencidn, que comprende el paso de transferir el contenido del componente Il hacia el

componente I para obtener una mezcla.

El proceso involucra ademas la mezcla de los antigenos Hib y VPI con la mezcla obtenida
anteriormente, que comprende el paso de mezclar dicha mezcla anterior con una preparacion de
antigeno Hib para obtener otra mezcla y mezclar adicionalmente esta mezcla con la preparacion

de antigeno VPI, chequear el pH y ajustarlo en un rango entre 6,0-7,0.

De acuerdo a una implementacion preferida de la invencién, la agitacion mencionada en
cualquicra de los pasos anteriores se realiza a 150 rpm a 25 £ 2°C por entre alrededor de 30

minutos a 2 horas.

Los siguientes ejemplos se usan para ilustrar adicionalmente la presente invencion y las ventajas
de la misma. Los siguientes ejemplos especificos se entregan bajo el entendimiento de que estan

concebidos a modo ilustrativo sin servir de limitacidn del alcance de la presente invencion.

EJEMPLO I
Este ejemplo entrega la composicion y el proceso de fabricacién de la vacuna pentavalente

como un aspecto de la invencion. /50
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A] Compeosicion de la vacuna pentavalente segun la invencién, como sigue:

Cada 0,5 ml de vacuna comprende lo siguiente:

Tabla 1:

COMPONENTES CANTIDAD
Toxoide diftérico’ (TD) 25 Lf
Toxoide tetanico' (TT) 10 Lf
Antigeno pertusico acelular' (aP)

Toxoide pertusico (TP) 25 pg

Hemaglutinina filamentosa | 25 pg

(HAF)

Pertactina (PRN) 8ug
Antigeno de Haemophilus 10 ng

influenzae (Hib) b (polisacéarido

capsular)

Poliovirus inactivado (VPI)

Polio tipo 1 40 unidades D
(DU)

Polio tipo 2 8 umidades D
(DU)

Polio tipo 3 32 unidades D
(DU)

Otros ingredientes:

Contenido de aluminio 0,60 mg de
| AP (como
. fosfato de
‘ aluminio)

2-fenoxietanol 2,5mg

Solucién salina C.5.

" sobre fosfato de aluminio

¢.s.: cantidad suficiente

B| Proceso para fabricar la vacuna pentavalente segin la invencién, como sigue:
1. Procedimiento para la formulacion del Componente |
Las preparaciones de antigenos diftérico y tetanico, junto con el gel de fosfato de aluminio, la

solucion salina y el 2-POE, fueron transferidas hacia un recipiente, seguidas de las preparaciones__
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de antigenos PT, HAF y PRN. Se mezcld solucién salina y 2-fenoxietanol (2-POE) adicionales
junto a la mezcla de dicho recipiente anterior; se chequed el pH y se lo ajustd para dejarlo en un

rango de pH entre 6,0-7,0.

2. Adicién de Hib by VPI en masa

El contenido del componente | se mezclo con la preparacion del antigeno Hib b para obtener otra
mezcla, la que luego se mezclé con la preparacién de antigeno VPI con agitacion, para obtener

una vacuna pentavalente. Se chequed el pH y se lo ajustd para dejarlo en un rango entre 6,0-7,0.

EJEMPLO I
Este ejemplo entrega la composicion y el proceso de fabricacién de la vacuna hexavalente

como un aspecto de la invencion.

A} Composicion de vacuna hexavalente segiin la invencion, como sigue:

Cada 0,5 ml de vacuna comprende lo siguiente:

Tabla 2:
COMPONENTES CANTIDAD
Toxoide diftérico’ (TD) 25 Lf
Toxoide tetanico' (TT) 10 Lf
Antigeno pertusico acelular’ (aP)
Toxoide pertisico (TP) 25 pg
Hemaglutinina filamentosa | 25 ug
(HAF) |
Pertactina (PRN) 8 g

Antigeno de Haemophilus influenzae 10 ug
(Hib) b (polisacarido capsular)

Antigeno de superficie de hepatitis | 10 pg
(Hep) B (HBsAg)®

Poliovirus inactivado (VPI)

Polio tipo 1 40 unidades D
(DU)
Polio tipo 2 8 unidades D
(DU)
Polio tipo 3 32 unidades D ,5,—]/

(DU)
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Otros ingredientes:

Contenido de aluminio 0,60 mg de Al
(como fosfato de
aluminio)

0,20 mg de Al

(como hidroxido

de aluminio)

2-fenoxietanol 2,5mg

Solucion salina C.8.

! sobre fosfato de aluminio;
? sobre hidroxido de aluminio;

c.s.: cantidad suficiente.

B] Proceso para fabricar una vacuna hexavalente segin la invencion, como sigue:

1. Procedimiento para la formulacion del Componente 1
Las preparaciones de antigenos diftérico y tetanico, junto con el gel de fosfato de
aluminio, la solucién salina y el 2-fenoxietanol (2-POE), fueron transferidas hacia un
recipiente, seguidas de las preparaciones de antigenos PT, HAF y PRN. Se mezcld
solucion salina y 2-POE adicionales junto a la mezcla de dicho recipiente anterior; se

chequed el pH y se lo ajustd para dejarlo en un rango de pH entre 6,0-7,0.

2. Procedimiento para la formulacion del Componente 11
Se colocd gel de hidroxido de aluminio en un recipiente. Se mezcld una preparacion de
antigeno Hep B para obtener una mezcla. Se agregd una preparacion adicional de solucion
salina y 2-POE con dicha mezcla que comprende antigeno Hep B, se chequed el pH y se

lo ajust6 para dejarlo en un rango entre pH 6,0-7,0.

3. Mezcla del Componente I con ¢l Componente 11

Este paso se llevo a cabo transfiriendo el contenido del componente Il hacia el

componente | para obtener una mezcla.

4. Adicidon de Hib b y VPI en masa

La mezcla anterior que comprende los componentes 1 y 1 se mezcld con la preparacion
del antigeno Hib b para obtener otra mezcla, la que luego se mezcld con la preparacion de

antigeno VPI con agitacidn, para obtener una vacuna hexavalente. Se chequed ¢l pH y se ’s’>
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lo ajusté para dejarlo en un rango entre 6,0-7,0.

EJEMPLO 111

Este ejemplo entrega un informe de la prueba de potencia in vivo llevada a cabo para los
antigenos diftérico, tetAnico, pertisico de células completas, Haemophilus influenzae (Hib)
de tipo b, hepatitis B y poliovirus inactivado, y los datos de estabilidad de la potencia para

los mismos.

A) Prueba de potencia in vivo llevada a cabo para los antigenos diftérico, tetanico, pertisico
de células completas, Haemophilus influenzae (Hib) de tipo b, hepatitis B y poliovirus
inactivado

1.  Toxoide Diftérico

Especie animal requerida : Conejillo de Indias

Numero de animales requeridos para 1 lote : 116 (48 para la prueba, 48 de referencia y 20 para
la DLsp)

Ruta de administracion de la vacuna : Subcutanea

Volumen de inyeccion 21,0 ml

N° de dias de guarda de los animales : 28

La potencia del toxoide diftérico fue determinada en conejillos de Indias mediante el método de
desafio letal. En este método, se prepard tres diluciones para cada prueba y se prepard la vacuna
de referencia de manera que la dilucion media contenia la dosis DEsp que salva al menos a un
50% de los animales de prueba. Se inoculd dieciséis conejillos de Indias para cada dilucion de la
vacuna de prueba y de la vacuna de referencia y después de 28 dias se desafié a los animales de
prueba con toxina diftérica conteniendo 100 DLsg. Un grupo de veinte conejillos de Indias se
dejaron sin inmunizar para la titulacién de la toxina diftérica y este grupo de congjillos de Indias
fue inoculado con diferentes diluciones de toxina diftérica, 5 conejillos de Indias para cada
dilucién. La prueba se completd en 33 dias. Se realizé célculos adicionales usando PROBIT. La

muestra pasa la prueba de potencia diftérica si contiene > 30 Ul/Dosis Humana Unica.

- La vacuna de prueba deberia ser lineal y paralela con la vacuna de referencia.
- El limite de confianza de la potencia estimada deberia estar entre 50 y 200%.

- Lapotencia estimada no deberia ser menor que 30 U.L por dosis humana tnica.

-fy\
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- El limite del intervalo de confianza del 95% del estimado de potencia deberia estar entre 50-
200%, a menos que el limite inferior del intervalo de confianza del 95% de la potencia

estimada deba ser mayor que 30 U.I. por dosis.

2. Toxoide Tetanico

Especie animal requerida : Raton suizo albino
Numero de animales requeridos para | lote : 116 (48 para la prucba, 48 dc referencia y 50 para
la DLsg)

Ruta de administracion de la vacuna : Subcutanea
Volumen de inyeccién :0,5ml

N® de dias de guarda de los animales ; 28

La prueba de potencia del toxoide tetanico fue determinada en ratones suizos mediante el
método de desafio letal. En la prueba, se prepard tres diluciones para cada prueba y se preparé
la vacuna de referencia de manera que la dilucion media contenia la dosis DEsg que salva al
menos a un 50% de los animales de prueba. Se inoculd un grupo de dieciséis ratones suizos
para cada dilucion de la vacuna de prueba asi como para la vacuna de referencia y después de
28 dias de guarda se desafié a los animales de prueba con toxina tetanica conteniendo 100
DLsg. Un grupo de veinte ratones suizos se mantuvo sin inmunizar para la titulacidén de la
toxina tetanica y se inoculd 5 ratones por cada una de las 4 diluciones de la titulaciéon de DL,
La prueba se completé en 33 dias. Se llevé a cabo célculos adicionales usando PROBIT. La
muestra de potencia pasa la prueba de potencia tetdnica si contiene > 60 Ul/Dosis Humana

Unica.

- Lavacuna de prueba deberia ser lineal y paralela con la vacuna de referencia.
- El limite de confianza de la potencia estimada deberia estar entre 50 y 200%.
- La potencia estimada no deberia ser menor que 60 U.1. por dosis humana unica.

El limite del intervalo de confianza del 95% del estimado de potencia deberia estar entre 50-
200%, a menos que el limite inferior del intervalo de confianza del 95% de la potencia estimada

debiera ser mayor que 60 U.I. por dosis.

3.  Antigeno pertasico acclular (aP)
Especie animal requerida : Raton suizo /SS
Numero de animales requeridos para | lote : 24

Ruta de administracion de la vacuna : Subcutanea
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Volumen de inyeccion 10,5 ml

N° de dias de guarda de los animales : 35

La potencia del antigeno aP fue determinada en ratones suizos mediante el método ELISA. Se
realizd tres diluciones de la vacuna de prueba (sin diluir, 1:5, 1:25). Se selecciond tres grupos de
8 ratones suizos y cada grupo fue inmunizado con sus respectivas diluciones. A cada ratén del
grupo de prueba se le inyectd por via subcutdnea 0,5 m] de vacunas diluidas. Se realizd la
recoleccion final de sangre el dia 35. Las muestras de suero fueron ensayadas para determinar su
contenido de anticuerpos contra Hib usando el método ELISA. La muestra pasa la prucba de

otencia de aP si > 70% de los ratones en el grupo control son seroconvertidos.
grup

4. Antigeno de Haemophilus influenzae de tipo b

Especic animal requerida : Ratén suizo

Namero de animales requeridos para 1 lote : 16 (8 para inmunizacién, 8 como control)
Ruta de administracion de la vacuna : Subcuténea

Volumen de inyeccion . 0,5 ml

N° de dias de guarda de los animales : 35

La prueba de potencia del antigeno Hib b se llevé a cabo en ratones suizos mediante el método
ELISA. En esta prueba, se selecciond dos grupos (grupos de prueba y control), cada uno con 8
ratones. A cada ratén del grupo de prueba se le inyectd por via subcutinea 0,5 ml de vacunas
diluidas 1:4 y el grupo de control se dejd sin inocular. Se entregé una dosis de refuerzo en los
dias 10 y 20 y se hizo la recoleccion final de la sangre el dia 35. Las muestras de suero fueron
ensayadas para determinar su contenido de anticuerpos contra Hib usando el método ELISA. La
muestra pasa la prueba de potencia de Hib si > 50% de los ratones en el grupo control son

seroconvertidos.

5. Antigeno de superficie de hepatitis B

Especie animal requerida : Ratones Balb C

Numero de animales requeridos para 1 lote : 110 (50 para la muestra, 50 como referencia, 10
para placebo)

Ruta de administraciéon de la vacuna : intraperitoneal

Volumen de inyeccion ;1,0 ml

~l

N de dias de guarda de los animales : 28
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La prueba de potencia del antigeno de superficic de la hepatitis B se llevé a cabo en ratones
Balb/C. En esta prueba, se preparé cinco diluciones a la mitad de la referencia y de la vacuna de
prueba y se inoculé diez ratones por via intraperitoneal por dilucion. Se inoculé diez ratones con
diluyente, los que sirvieron como placebo. Los ratones inoculados fueron desangrados el dia 28
después de la inoculacion y se separd el suero sin dejar que hubiera hemolisis. Se ensayo los
titulos de anticuerpos contra hepatitis B de las muestras de suero mediante ELISA. La muestra

pasa la prueba de potencia de hepatitis B si el limite superior de su potencia relativa es > 1.

6. Vacuna de polio inactivada (VPI)
Especie animal requerida : Ratas Wistar

Numero de animales requeridos para 1 lote : 100 (50 para la vacuna de prueba, 50 para la

vacuna de referencia)
. Ruta de administraciéon de la vacuna : intramuscular
Volumen de inyeccion 10,5 ml

N" de dias de guarda de los animales : 21

La prucba de potencia de VPI se llevd a cabo en ratas RIVM TOX. Se prepar6 cinco diluciones
en tres de la referencia y de la vacuna de prueba y se inyectd por via intramuscular 0,5 ml de cada
dilucién a 10 ratas. Se desangro a los animales de prueba 21 dias después de la inmunizacidn y se
colecté muestras de suero cuidadosamente para evitar la lisis de los glébulos rojos. Se ensayo
cada muestra de suero de acuerdo a sus titulos de anticuerpos contra los serotipos de poliovirus
de tipo 1, tipo 2 y tipo 3 mediante una prueba de neutralizacién de suero.
La prueba no es valida, a menos que:
. — la dosis efectiva media (DEso) para la vacuna de prueba y la vacuna de referencia caiga
entre la dosis menor y la dosis mayor entregada a los animales;
— ¢! andlisis estadistico no muestre una desviacién significativa de la linealidad o el
paralelismo;
— los limites de confianza de la potencia relativa estimada caigan entre un 25% y un 400%

de la potencia estimada.

B] Datos de estabilidad de la potencia dc los antigenos en la vacuna de la invencion

Se llevé a cabo las pruebas como se explica en el Ejemplo III A] para todos los antigenos de la

vacuna hexavalente del Ejemplo I1. Los resultados se tabulan en la tabla que sigue.

AN
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i Estudio de
Ne (jle Componentes k;?'::ii‘; Largo Plazo
serie p (5°C % 3°C)
6 meses
i Pertusnf:o acelular (aP) > 70 % 100 %
(Potencia}
Antigeno Hib b
2 (polisacarido capsular) >50% 100%
(Potencia)
Antigeno de superficie
3 de hepatitis (Hep) B >1,0 1,18
(HBsAg) (Potencia)
Tipo La potencia de
: la vacuna de Pasa
Poliovirus prueba no
: : Tipo
4 inactivado p debe ser Pasa
(VPI) (Potencia) 2 menor que la
Tipo | delavacuna
Pasa

3 de referencia

Asi, puede verse que incluso después del almacenamiento a largo plazo de la vacuna a 5% 3°C,

los antigenos de la vacuna tienen ain potencia/inmunogenicidad por encima de los limites de

aceptacion.
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Reivindicaciones:

I. Una vacuna combinada estable completamente liquida que comprende antigenos
diftérico (D), tetanico (T), pertusico acelular (aP), de Haemophilus influenzae (Hib) y
poliovirus (VPI), en donde Hib no estd sustancialmente adsorbido sobre ningln

adyuvante.

2. La vacuna reivindicada en la reivindicacidn 1, en donde Hib estd conjugado con una
proteina portadora seleccionada a partir de un grupo que comprende el toxoide tetanico, el
toxoide diftérico, CRM 197 y la proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis,

o cualquier equivalente de los mismos, o cualquier otro portador conocido.

3. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde el antigeno Hib se deriva del

polisacérido capsular de la cepa Hib b,

4. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde los antigenos VPI son cepas
Salk seleccionadas a partir del grupo consistente en las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de
tipo 2 y Saukett de tipo 3, o cepas Sabin seleccionadas a partir del grupo consistente en

las cepas Sabin 1 0 2,

5. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 1, en donde los antigenos D, T y aP estin

adsorbidos sobre fosfato de aluminio.

6. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, en donde el aP comprende al menos uno
0 mds antigenos seleccionados a partir del grupo formado por toxoide pertusico (TP),
hemaglutinina filamentosa (HAF), pertactina (P69 o PRN) y proteinas fimbriales (FIM 1,
2y3).

7. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 1, que comprende D, T, aP (TP, HAF,
PRN), Hib b y VPI (Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2, y Saukett de tipo 3}, en donde D
estd presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T est4 presente en una cantidad
de alrededor de 1 ~ 25 Lf, TP estd presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 pg,
HAF esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 pug y PRN estéd presente en una
cantidad de alrededor de 1 — 15 pg por cada 0,5 ml, Hib b est4 presente en una cantidad
de alrededor de 1 — 20 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2
y Saukett de tipo 3 estdn presentes en una cantidad de alrededor de 1 — 50 DU, 1 — 15 DU
y 1 =50 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml.

8. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 7, en donde la vacuna comprende D, T, aP
(TP, HAF, PRN), Hib b y VP, en donde D esta presente en una cantidad de alrededor de

25 Lf, T estd presente en una cantidad de alrededor de 10 Lf, TP esta presente en una
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cantidad de alrededor de 25 pg, HAF esta presente en una cantidad de alrededor de 25 pg
y PRN est4 presente en una cantidad de alrededor de 8 pg por cada 0,5 ml, Hib b esta
presente en una cantidad de alrededor de 10 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de
tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estan presentes en una cantidad de alrededor de
40 DU, 8 DU y 32 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml.

9. Una vacuna combinada estable completamente liquida que comprende antigenos
diftérico (D), tetanico (T), pertisico acelular (aP), de Haemophilus influenzae (Hib), de
hepatitis (Hep) y de poliovirus (VPI), en donde los antigenos D, T y aP estdn adsorbidos

sobre fosfato de aluminio y el antigeno Hep esta adsorbido sobre hidréxido de aluminio.

10. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 9, en donde Hib esta conjugado con una
proteina portadora seleccionada a partir de un grupo que comprende el toxoide tetanico
(TT), el toxoide diftérico (TD), CRM 197 y la proteina de membrana externa de Neisseria

meningitidis, o cualquier equivalente de los mismos, o cualquier otro portador conocido.

11. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 9, en donde el antigeno Hib no esta

sustancialmente adsorbido sobre ningun adyuvante.

12, La vacuna reivindicada en la reivindicacion 9, en donde el antigeno Hib se deriva del

polisacéarido capsular de la cepa Hib b.

13. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 9, en donde el antigeno Hep se deriva del

antigeno de superficie de la cepa Hep B.

14. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 9, en donde los antigenos VPI son cepas
Salk seleccionadas a partir del grupo consistente en las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de
tipo 2 y Saukett de tipo 3, o cepas Sabin seleccionadas a partir del grupo consistente en

las cepas Sabin 1 0 2.

|5, La vacuna reivindicada en la reivindicacion 9, en donde el aP comprende al menos un
antigeno seleccionado a partir del grupo formado por toxoide pertusico (TP),
hemaglutinina filamentosa (HAF), pertactina (P69 o PRN) y proteinas fimbriales (FIM 1,
2y3).

16. La vacuna reivindicada en la reivindicacién 9, que comprende D, T, aP (TP, HAF,
PRN), Hib b, Hep B y VPI (Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2, y Saukett de tipo 3), en
donde D esta presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 Lf, T esta presente en una
cantidad de alrededor de 1 — 25 Lf, TP estd presente en una cantidad de alrededor de 1 -
40 pg, HAF estd presente en una cantidad de alrededor de 1 — 40 pg y PRN estd presente

en una cantidad de alrededor de 1 — 15 pg por cada 0,5 ml, Hib b esta presente en una
A
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cantidad de alrededor de 1 — 20 pug y Hep B est4 presente en una cantidad de alrededor de
1 — 25 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF de tipo 2 y Saukett de
tipo 3 estén presentes en una cantidad de alrededorde 1 =50 DU, 1 —15DU y | - 50 DU,

respectivamente, por cada 0,5 ml.

17. La vacuna reivindicada en la reivindicacion 16, en donde la vacuna comprende D, T,
aP (TP, HAF, PRN), Hib b, Hep B y VPI, en donde D est4 presente en una cantidad de
alrededor de 25 Lf, T esta presente en una cantidad de alrededor de 10 Lf, TP estd
presente en una cantidad de alrededor de 25 pg, HAF esta presente en una cantidad de
alrededor de 25 pg y PRN esta presente en una cantidad de alrededor de 8 ug por cada 0,5
ml, Hib b est4 presente en una cantidad de alrededor de 10 ug y Hep B estd presente en
una cantidad de alrededor de 10 pg por cada 0,5 ml, y las cepas Mahoney de tipo 1, MEF
de tipo 2 y Saukett de tipo 3 estdn presentes en una cantidad de alrededor de 40 DU, § DU

y 32 DU, respectivamente, por cada 0,5 ml.

18. Un método para inducir una respuesta inmunoldgica contra cualquiera de los
antigenos seleccionados entre D, T, aP, Hib, Hep o VPI, que comprende administrar a un
sujeto una cantidad inmunoldgicamente activa de la vacuna combinada que se reivindica

en las reivindicaciones 1 0 9.

19. Un proceso para fabricar una vacuna combinada estable completamente liquida, que
comprende los pasos de:
a) preparar un componente | que comprende una mezcla de i) anti geno diftérico
(D), 1i) antigeno tetdnico (T) y iii) antigeno pertisico acelular (aP),
b) agregar el Componente 1 hacia una preparacién de antigeno de Haemophilus
influenzae (Hib) para obtener una mezcla,
¢) agregar la mezcla anterior a la preparacién de antigenos de poliovirus (VPI),

con la condicion de que el Hib no est4 sustancialmente adsorbido sobre ningtin adyuvante.

20. El proceso reivindicado en la reivindicacion 19, en donde los antigenos D, T y aP

estan adsorbidos sobre fosfato de aluminio.

21. El proceso reivindicado en la reivindicacién 19, en donde el proceso comprende
adicionalmente el paso de agregar 2-fenoxietanol (2-POE) como conservante en la

formulacidn.

22. El proceso reivindicado en la reivindicacion 19, en donde la preparacién del

componente I comprende los siguientes pasos:

\)\\
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a) transferir preparaciones de antigenos diftérico y tetanico junto con el gel de

fosfato de aluminio, la solucién salina y el 2-POE hacia un recipiente,

b) transferir preparaciones de antigenos TP, HAF y PRN hacia el recipiente

anterior,

¢) agregar solucién salina y 2-POE a dicho recipiente para obtener una mezcla,

chequear el pH y ajustarlo en un rango entre 6,0-7,0.

23. El proceso reivindicado en la reivindicacion 22, comprendiendo adicionalmente los

pasos de:

a) transferir la mezcla anterior hacia la preparacion de antigeno Hib para obtener

otra mezcla,

b) mezclar la mezcla obtenida en el paso a) con la preparacion de antigeno VPI,

. chequear el pH y ajustarlo en un rango entre 6,0-7,0.

24. Un proceso para fabricar una vacuna combinada estable completamente liquida, que
comprende los pasos de:
a) preparar un componente | que comprende una mezcla de i) antigeno diftérico (D),
i1) antigeno tetanico (T) y iii) antigeno pertisico acelular (aP),
b) preparar un componente Il que comprende antigeno de la hepatitis (Hep),
c¢) combinar los componentes [ y 1] para formar una mezcla,
d) agregar la mezcla anterior a preparaciones de antigeno Hib y también de antigeno
VPI,
con la condicién de que los antigenos D, T y aP han sido adsorbidos sobre fosfato de
. aluminio y el antigeno Hep estd adsorbido sobre hidréxido de aluminto.
25. El proceso reivindicado en la reivindicacion 24, en donde el proceso comprende
adicionalmente el paso de agregar 2-fenoxietanol (2-POE) como conservante en la

formulacion.

26. El proceso reivindicado en la reivindicacion 24, en donde la preparacion del

componente | comprende los siguientes pasos:

a) transferir preparaciones de antigenos diftérico y tetanico junto con €l gel de

fosfato de aluminio, la solucién salina y el 2-POE hacia un recipiente,

b) transferir preparaciones de antigenos TP, HAF y PRN hacia el recipiente

anterior, \.}\"D
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c) agregar solucion salina y 2-POE a dicho recipiente, chequear el pH y ajustario

en un rango entre 6,0-7,0.

27. El proceso reivindicado en la reivindicacion 24, en donde la preparacion del

componente 11 comprende los siguientes pasos:
a) transferir un gel de hidréxido de aluminio hacia un recipiente,
b) transferir una preparacion de antigeno Hep al recipiente anterior,

c) agregar preparacion de solucién salina y 2-POE a dicho recipiente, chequear el

pH y ajustarlo en un rango entre 6,0-7,0.

28. El proceso reivindicado en la reivindicacion 24, en donde la combinacion del
componente 1 y ¢l componente II comprende el paso de transferir el contenido del

componente H hacia el componente I para obtener una mezcla.

29. El proceso reivindicado en la reivindicacién 28, comprendiendo adicionalmente los

siguientes pasos:

a} transferir la mezcla que comprende los componentes | y I hacia las
preparaciones de antigeno Hib para obtener otra mezcla, chequear el pH y

ajustarlo para dejarlo en el rango entre 6,0-7,0,

b) transferir la mezcla obtenida en el paso a) hacia la preparacion de antigeno VPI.
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Box No.l Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
® the international application in the language in which it was filed

O & translation of the international application into , which is the language
of a transiation furnished for the purposes of:
O international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b})
O publication of the international application (under Rule 12.4(a})
0 international prefiminary. examination (under Rules 55.2(a) andr 55.3(a))

2. With ragard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have baen furnished to the recsiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred {0 in this
report as "originally filted" and are not annexed lo this report):

Description, Pages
1-32 as published

Claims, Numbers
1-27 filed with the letter of 21-02-2011

[d asequence listing - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.

3. B The amendments have resulted in the cancellation’ of:

1 the description, pages ‘
2 the claims, Nos. 28, 29

U the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify}):

O any table(s) related to sequence listing {specify):

4. @ This report has been established as if (some of) the amendmants annexed to this report and listed below
had not been made, since either they are considered t0 go beyond the disclosure as filed, or they were not
accompanied by a letter indicating the basis for the ameandments In the application as filed, as indicated In the
Supplemental Box (Rutas 70.2(c¢) and (c-bis)):

O the description, pages

X the claims, Nos, 7, 21-23

O the drawings, sheetsfigs

[0 the sequence listing {specify).

5. O This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 70.2 (8)).

6. O Supplementary international search report(s) from Authority(ies) have been received and taken into
account in drawing up this report (Rule 45bis.8(b) and (c})).
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Form PCTAPEA/4Q9 (July 2010)
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Box No. IV Lack of unity of invention

1. O Inrespanse to the invitation to restrict or pay additional fees, the applicant has, within the applicable time

limit;

[J restricted the claims.

[ paid additional fees.

O paid additional fees undsr protest and, where applicable, the protest fee.

O paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid.

O neither restricted the claims nor paid additional fees.

2. ® This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to
Rule €8.1, not to invite the applicant to restrict or pay additional feas.
3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3
is:
O compiied with.
not complied with for the following reasons:
see separate shest
4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:
B all parts.
O the parts relating to claims Nos. .
Box No.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement
1. Statement
Novelty {N) Yes: Claims 1-27
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-27
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-27
No: Claims
2. Citations and explanations (Rule 70.7): \A%

see separate sheet
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Box No. VIIl Certaln observations on the international application

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

see separate sheet
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1 The basis in the original application for the amendments effected in present
claims 7, and 21-23 has not been provided (Rule 70.2(¢-bis} PCT). This
report has been established as if the amendments to said claims had not been
made.

Beltem IV

Lack of unity of invention
2 The present application relates to t\:/vo potential inventions:

3 Invention 1: Claims 1-12 concern a vaccine comprising Diphteria (D), Tetanus
(T), acellular pertussis (aP), Haemophilus influenza (Hib), and Polio-IPV
antigens, wherein Hib is not substantially adsorbed to an adjuvant

4 Invention 2: Claims 13-27 concern a vaccine comprising Diphteria (D),
Tetanus (T), acellular pertussis (aP), Haemophilus influenzae (Hib), Palio-IPV,
and Hepatitis (Hep) antigens, wherein D, T, and aP antigens are adsorbed to
aluminum phosphate, and Hep antigen is adsorbed to aluminum hydroxide.

5 All claims were searched by the ISR.
6 The present opinion is drawn up regarding all present claims.
fe ltem ¥

Reasoned statement with regard to novelty, Inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

The following documents are cited (see the ISR):
D1 WO0O2005/089794 A2,
D2 US 5877298 A,

D3 EP 1967204 A1, SO

Form PCT/Saparate Sheet/409 {Sheet 1) (EPQ-April 2005)
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and in addition, cited by the IPEA:
D4 Papavangelou (1998) Vaccine 16:568-572,
D5 Kanra et al (2003) Pediatrics International 45:314-318

Copies of D4 and D5 are annexed to this communication.

10

Claims 7 and 20 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. The patentability can
be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for example, does
not recognise as patentable claims to the use of a compound in medical
treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or
compaositions for use in a first or further medical treatment.Patentability, in
particular novelty and inventive step, of said claims has been assessed on the
basis of a purpose-limited product claim taking into account the alleged effects
of the substance or composition.

Present claim 1 relates to a liquid combination vaccine comprising the
following antigens:

- Diphteria (D), Tetanus (T), acellular pertussis (aP),

- Haemophilus influenzae (Hib),

- IPV (inactivated polio vaccine),

wherein Hib is not substantially adsorbed to an adjuvant,
wherein Hib is conjugated to "any ... known carrier”,

and IPV is selected from one of the recited Sabin or Salk strains.,

The vaccine of independent claim 13 contains the same antigens as in claim
1, and, in addition Hepatits (Hep) antigen.

Dependent claims relate to specifics of the recited antigens (claims 2, 4, 15,
16), adsorption to adjuvants or lack thereof (claims 3, 14), specific amounts of
the recited antigens (ctaims 5, 6, 18, 19), as well as uses and methods of
manufacture (claims 20-27).
S\

Farm PCT/Separate Sheet/408 {Sheat 2) (EPO-April 2005)



INTERNATIONAL PRELIMINARY | International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/IN2008/000600

11

12

13

14

D1 teaches a combination vaccine which is D-T-P-IPV-Hib, wherein Hib is a
Hib conjugate, and Hib is not adsorbed to adjuvant (see D1, claims 8, 10, and
15, see also p.6). The composition of the vaccine is also recited on pp.2-6 of
D1 which further discloses adjuvants, e.g. aluminum hydroxide (AH) and
aluminum phasphate (AP), and fack of adsorption of Hib to adjuvant (see p.6
of D1}, as well as antimicrobials such as 2-phenoxyethancl (see p.14 of D1).

D2 (see col. 18 and 19) teaches DaPT vaccine formulations using various
B.pertussis antigens. D3 {see pp. 21, and 23) discloses hexavalent D-T-aP-
HBV-IPV-Hib vaccines ("Hexavax", see also D4, Tab.4). D5 (see
"Discussion") investigates Hib-CRM197 conjugated vaccine adjuvanted with
AH, AP or no adjuvant and teaches that there is no interference with D, T, aP,
or HBV vaccines.

Present claim 1 is formally novel for the foliowing reason. While all other
features recited in claim 1 are disclosed, e.g. in D1 {see item 11 above), the
restriction to the specific IPV antigens of claim 1 which are not mentioned in
D1 establishes novelty. The remaining claims are formally novel, as well.

i

However, claims 1-12 (belonging to invention 1), and 13-27 (belonging to
invention 2) do not involve an inventive step. Claim 1 relates to a vaccine
comprising D, T, aP, Hib, and IPV antigens wherein IPV is selected from a
restricted group of Sabin and Salk strains. D1 is the closest prior art. The
difference is that claim 1 recites specific IPV antigens. The objective
technical problem was thus: the provision of an alternative vaccine. There
was motivation to solve the technical problem because of the potential
advantages of alternative vaccines (see D4, Papavangelou, p. S69). Solving
the problem required no more than routine methods. The additional features
over D1 were obvious in view of the general knowledge (see D2-5). The Sabin
and Salk strains which have been included in claim 1 are cited on p.2 of the
application in the review of the prior art, and are thus also part of the general
knowledge. A skilled person would have tested ranges of antigen amounts in
a combination vaccine which ensure sufficient protection without having to
administer more antigen than necessary. The skilled person was aware of the
necessity to examine the immune response to all components of a
combination vaccine because of the known interference of the components of
such vaccines with each other (see D4, Papavangelou, p.S69) The solution
offered by claim 1 is one of many equally obvious alternatives which does not

<L
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provide any unexpected technical effects. The feature "fully liquid"in claim 1
does not intreduce an inventive step, either because the vaccine of D1 is also
fully liquid, including the Hib conjugate which in D1 does not require
reconstitution from a lyphilised preparation.

The addition of Hep antigen in ctaim 13 (belonging to invention 2) was also
obvious in view of D1 (see claims 14 and 15), and D4 (see p.S71 right
column, and Tab.4). The fact that in the case of one hexavalent vaccine cited
in D4, Hexavac, suspension was recommended by the European Medicines
Agency (EMEA), does not amount to a general teaching against such
vaccines. Furthermore, said recommendation of suspension was based on
concerns regarding long-term protection against hepatitis B. There is no
technical data suggesting that the hexavalent vaccine of claim 13 provides
any technical effect regarding hepatitis B protection which goes beyond the
effect of Hexavac.

For essentially the same reasons, claims 1-27 all lack an inventive step.

Re item VIl

Certain observations on the international application

17

Furthermore, the present claims are also unclear: In claim 1, the meaning of
the term "stable combination”is vague. In claim 5, 6, 18, and 19, the term
"about” is unclear because it leaves the skilled reader wondering as to the
actual boundaries of the recited numerical ranges.

&3
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