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ANEXOS \
E Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la sollcitud.

E Documento que acredita ia existencla y represantacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

E Documento de Representacion Legal.

<Documento de cesién del Inventor al solicitante o a su causants.
|:| Declaraclones.

I:l Copia de la solicltud Internacional. (resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)
E Traducclén de la solicitud intemacional al castellano. (resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

E Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar
(IPEA).

E Traduccién del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.

[[] De serel caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizaclén de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12x12.

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

D De ser el caso, modificaclones efectuadas a la sollcitud Internaclonal.

Otros reporte de blGsqueda intemacional con su traduccién, publicacién con su traduccidn, notificacién de
registro de camblo de nombre de inventor con su traduccién, capltulo reivindicatorio como fue
originaimente presentado en fase Internacional con su traduccién y anexo explicativo de modificaciones a
las relvindicaciones.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

\_/\
Wioe Nisr s

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-08-486
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y
en espafiol.

Cerificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafiol.

Notarizacién, documento escrito en espafiol.

‘:
APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretaiia e Ianda del Norte
Este documento publico
ha sido firmado James Kerr Milligan
actuando como Notario Piblico _
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico {mﬂ e o
° CERTIFICADO Frorocoms Comees J&'ﬁ&%
en Londres 8. el01dese t.”h&'?‘?ﬁ' ATE,
por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para. Asuntas - Q
Exteriores y del Commonwealth I,Eu. ABS Ml aiel 55 ) ,_,,_z'ni,::j
8. Nimero: G 749037 e e '?:ixo"" ~I
9. Sello/Estampilla: . 10. Fimna: (llegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCTION 317?

ANITA E@n DB TAMAYO
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass
Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pals que no es parte de la Convencién
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular
de la misién que representa a ese pais. Una apostila o certificado de
legalizacién unicamente confima que la fitma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwaealth apruebe los

contenidos.

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1988, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL
REBOLUCION 2177

. p——
ANTTA ESCOBAR DE TAMAYO : i

OE BOBOTA, HAGD COM
gpmom concIoy enr:‘ i

- hﬂﬂl [ ] 'I'I‘II“ LA
ronmgR D

» : 217ENE 20

R D Tty
e "'-..,..*rﬁr::.:m

2



] G Sk L".-lalc;q-'r-qls,
¥

..';_ ' DE PINNA PR :':-?LE-}RJ:-‘.T' VY R d-ﬁ'
O Yo, ol infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Péblico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado, '
CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio

y letra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya /
identidad me consta, Apoderado’ de la Sociedad ‘denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada
“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de
I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esté
debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del Poder. otorgado en su favor por la mﬁﬁh Sociedad fechado el 12
de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista. -

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura
Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

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

que firmo y sello en Londres, el dia- de hoy primero de septiemb 408, ..
. COMO NOTARIO oL CIREULD
mil cuattro. & 0F BOUCTA, HAGO clWETAR QUN ;:i

FOTOGOFIA COINGID RN BL ORIGH

g 2 L N %
R N D s, O
JUANMANUEL SOTERC MEOINA
NOTAR!D
c, Py
JAMES KERR MILLIGAN

Notario Ptblico de Londres, Inglaterra
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' APOSTILLE
{Hague Convention of § October 1961/Convention de La Haye du 5§ octobre 1961)

. 1. Oonmry- United Kingdom of Grul Britain and Northern Ireland
ai de Grande-Bretagne et dTrlande du Nord

This public document/Le présent acte public

Ty S SSRLr Mllye

-----------------------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------

Certified/Attens

b thes/le .....ccnvnvee U ' 1. . 1:;.;.'-._.3. iﬁ“ ..........

7 Her Majesty’s Principal Secretary of Sute for Foreign and Commonwealth Affire/
:Zr ie Scerttaire d'Etat Prin:ipdl:'eys. Majesté aux Affaires Etrangires et du Commonwealth

8. Number/sous NO 6749037
10 Signuture \K) GhLA'sS

-----------------------------------------------

Forihe Secritary of Stase/ Powr ke Secriisire o Era

If this document Is to be uead In a country which is

not party to the Hague Convention of 5 October 1961,
ln-huhmdnhw%dﬂn

missinn reprasauting that country.
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Los abajo firmedos, GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., una pociedad organizada y
existenta de conformidad con las ieyes de Béigica.

con domicllio en rue de I'institut 88, Py
B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el prasenie & ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO ylo. IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domicillados en Bogots,
Colombia, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
5-83, plso 8o, nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiclales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del srticulo 543 del decreto 410 de
1871,

Los doclores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYQ y/o IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualqulera de ellos
designe, quedan especlaiments facultados para
represeniamos ante las autoridades colomblanas,
adminisirativas, judiclales o de policla, en todos los
t4mites relativos a8 la propledad industrial, a cuyo
@ucto les facultemos pera dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elever solicltudes, declaraclones, reciamos,
racursos y presentar desistimisntos; formulaer
descripciones, enmiaendas, limitar el alcance de las
solicitudes, preseniar oposiclones y apslaclones;
instaurar  cancelaciones, renunciar ftotal o
parciaimente a los registros, abonar todos los
impuesios y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la lay; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; Wlenar
cualesquiera ofros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros Intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultedos para tomar intervencién como
demeandantes o demandados ante los Jusces que
sean competentes, pudlendo transar, someter a
arbitros, deslstir, percibir y apelar, con todas las
“amas facultades que resulten necesarias, y por el

.esente declaramos desde ahora vafido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA yfo GUSTAVO TAMAYO yia IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, pem
solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquler
poder que cualqulera de allos olorgue & nombre
nuestro.

Dado vy firmado

The undersigned, GLAX SMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
exlisting under the laws of Belgium.

rue de I'institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices In sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Fioor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive nofificetions and to appoint
Judicle! or extrajudiclal agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

domiclled at

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the egents by any one of
them appointed, are especlally empowerad to
reprasent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombla, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the naecessary steps for the sald end; to file petitions,
declarations, clalms, recourses and withdrawals, o
draw up specifications; to flle amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cencellations total or partlally waive registrations, to
pay all Instalimerita and affect all other payments
preacribed by law; 1o recelve proper recelpts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protectlon of our inlerests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendents, before
the competent Judges, with full powers to make
amangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, In shorl, with alt such further
powers as may be required, and we hereby daclare
from now on as valid g-egll i
reprasentatives and/or the ag L

and/or GUSTAVO TAMAYO = and/or @ISNAGI
SANTAMARIA and/or ENRIQUE‘ALVARI eto-.'abpy i
for protocolization of this doctiment-and-of ahy power
of atlomey by any ons of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

31 AUG 2004

‘Glven and slgned thls

WIIII; EALTON .

thorised Official

Marcus
Attomney a

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélglca
{ss

Hoy de de 200 , comparecld

, @ qulen conozco y
de quisn me consta que firmd el anterior documento,
zlqulen debidamente Juramentado declaré y dijo que

es
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., la
compafila nombrada en el documanto que antecade,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Bélgica, domiclllade en la
ciudad de Rixensart, Béigica, legaimente conslitulda
para un perfodo de duracion que aun no ha
terminado, que ejerce su objeto soclal; conforme a
las leyes de

que el declarante estd

autorizado por dicha Compafila para conferir este
poder; que el sello estampado por él al ple de tal
poder, en nombre y en representacién de Ia
expresada Compafila, es el sello oficlal de ella; y que
al objeto para el cual se conflere este Instrtumento
estd comprendido dentro del de la sociedad.
E! suscrito Notario ha visto los Estatutes de
incorporacién firmados en
con lacha y cerifica que de
conformidad con la Ioglalaclén de dicho Pais, la
anterior declaracidon Juramentada es prueba
suficlente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Pdbllco).

2

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPbRATION)

Belglum
{ss

On this day of . 200
personally
came
to me known, and known to me to be the persan who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say that he Is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belglum, domiclled at thae City of Rixensart,
Belglum, legally conetituted for a perlod of tenure
not yel expired, which eoxercises ils corporale
purposes according to the laws of

., that the deponent is
authorized by seid Company to confer this power of
attomsy. that the seal affixed hereunto by the
deponent In the name and on behalf of said
Corporation ls the corporate seal thareof; and that the
purpose for which this Instrument is granted is

. Included within the corporate purposes of the

Company.

The undersipgned Notary Public has seen the articles
of incorporation of said Corporation executed at

, under date of

and - hereby certifies that under the laws of sald
Country the foregoing acknowledgment Is sufficlent
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

u-ouurmom
! DE BOOOTA, MABO Coieg

gdh “H RARI- l..- .. UhI.DIIIA

hﬂﬁﬁu— -em;






TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)
. ] - PARA FUTURAS ver Notificacion de Transmision del Reporte de Bisqueds Intemacional
referencia del sol
REBAs317 CEOMFT® | ACCIONES  (Forma PCTAISA/220) as como, donde eplique, el {oem 5 s continuscién.
Solicitud internacionsl No. Fecha de regiatro internacional (dia/nes/vio) Fecha de Prioridad (Prirmnema) (dia/mes/afio)
PCT/EP 03/09010 12/08/2003 13/08/2002
Sollcitante

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Este Reporte de Bisqueda Iinternacional ha sido prepamdo por esta Autoridad de Bisqueds Internacional y es transmitido al solicitmie
segiin el Articulo 18. Una copia serd tansmitida a la Oficina Internacional.

Este reporte de bisqueds internacional conata de un total d¢ 4 hojas.
E También estd scompafiado de una copis de cada documenin técnico anterior citado en aste reporte.

1. Bases del Reporte

2. Respecto al lenguaje, 1o bisqueda internacional se llevd a cabo segin ls soliciud internacions] en el lenguaje en el cual s¢ presentd,
& menos que se indique de otro modo en este flem.

D In blaqueds intemacional se liev a cabo segin Is traduccidn de i solicitud intemacional proporcionada a esta
Autorided (Regla 23.1(b))-

b. Respecto a una secuancis da deido nueledtide y/o amine revelado en la solicitud internacional, Is iksqueds mtsmacional
s¢ llevd & cabo segin la liste de In secuencin:

[] comenido en ta soticitud intemacional en forma escrite.

preseniads junto con Ia solicitud internacional en forma legible por computador.
proporcionada subsigulenternente & esta Autoridad en forma eserita.

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.

sc ha proporcionado Is afirmacidn de que el listado de secuencias escrito proparcionado subsigulentemente no va miis alld do 1a
revelacidn en la solicitud intemacional segln se presents.

O OoOano

sc ha proparcionado la afimmacién de que Ia informacidn registrada en forma legible por computador et idéntica al lisiado de ln
sacuencia escrita.
2. [[] Qertas reivindicaciones no pudieron locallzarse (Ver Casita I).

3 D Falta unldad de lnvenclén (ver Casills IT).

4. Respecto il titulo,

[[] et cexto ex aprobado segtn lo presenta ef solicitnte.
Ests Autorided ha catablecido que ¢l texto s¢ lea aal:
COMPOSICIONES ANTIGENICAS

5. Respecto al remmen,

DA e texio es aprobedo segin 1o presema el soticitante.

Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con ks Regln 38.2(b), segiin sparece en 1a Caslila III. El solicitante puede, un
mes despuds de Ia fecha de haber enviado por correo este reporie de bilsqueda intemacional, presentar comentarios a esta Autoridad.

6. La figurs de los dibujos que se publicard con el resumen ¢3 Ia Figura No.

D como lo sugirié el solicitme. E Ninguna de Ing figuras.
porqua el soliciante no sugirid una figure.
paorque esta figura caracteriza mejor a In invencidn.

“Farma PCI/ISA/210 (primers hoja) (Julio 1998)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/09010

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC7 AG61K9/00 A61K9/19 AG61K47/26

B CAMPOS BUSCADOS

Scgiin |a Clasiflcacién de Patente Internacional (IPC) o segiin b clasificacidn nacional y s IPC

IPC7 A61K

Documentacidn minima buscada {sisterna da clasificacién ssguido de simbolos de cllliﬁﬂcih)

Documentecién buscada fucre de documentacidn minima hasts donde dichos documentos so incluysn en Jos campos buscados

WPI Dato, PAJ, EPO-Internacional, CHEM ABS Dato

Basc de datos clecirdnics consultada durante 1a bdsqueda internacional (nombre de In base de datos y, donde sen prilctico, buscer términos usados)

C. DOCUMENTO0S CONSIDERADOS RELEVANTES

24 de Octubre de 1996 (1996-10-24)
el documento completo

pégina 2, columna de la 1zqmerda pimfos 2,3

Caiegoris © &mummuumdmunmuummu Relevanie a la reivindicacidn No.
X WO 88 09674 A (BIOGEN) 1-3, 5,6,
15 de Diciembre de 1988 (1988-12-15) 9-11
reivindicaciones 1, 15
pégina 6, linea 1 - linea 24
ejemplos 1-3
X FR 1 594 506 A (PARKE DAVIS) 1-3,5, 6,
8 de Junio de 1970 (1970-06-08) 9-11
reivindicaciones A, B

A WO 96 32964 A (SOCIETE D'EXPLOITATION DE PRODUITS 1-11
POUR LES INDUSTRIES CHIMIQUES)

En el recusdro C e enumersn mils documentns.

E En el anexo se enumern miembros de Ia farnilia do patentes.

* Categoriags egpeciaies de documentos citados:

"A’ documento que define el estado general de In técnica el cual no se
considem de relevancia particular

'E' documento enterior pero publcado en o después de s fecha de
presentacidn intemacional

‘L' documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
citacidn u otra mxdn especial (segin se especificn)

Q"' documento que se reficre a una revelacidn oral, uso, exhibicidn u
otros medios

'™ documento publicado antes de Ia fecha de presentacién internacional
de Ia fecha de prioridad reivindicads

prioridad o que se cita para establecer Ia focha de publicacién de otra

T' documento posteriar publicado después de La fecha de presentacién
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Forrm PCT/ ISA/ 210 (ancxo familia de patentes) (Julio 1952)

L

AY



PATENT COOPERATION TREATY
INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rutes 43 and 44)
Applants or agont's T relorence FOR FURTHER WMTT-T-“-:'W“.:»WM
RE/BA5317 ACTION
| Intemaionsl appiication No, | Imnational fling cals (dawmonthvear) | (Ewiesi) Priofly Deie (apmonthaeas) |
PCT/EP 03/09010 12/08/2003 13/08/2002
Appioant

GLAXOSMITHELINE BIOLOGICALAS SA

mumsmmn-mmwmmwmmmhmuu spplcant
according © Ariioie 18. A oopy Is being franemitad 10 the intematione] Bureau

This intemational Gearch Reportoonsissofaiomiol 4 shesta
[X]  tin e sccompenied by & copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
8. With regard 1o the languags, the intemational seerch wiia caried out on the basia of the international application In the
language in which it wias filed, uniees Otharwiss Incicated undar thia tiem.
[] teinematonsl sserch was carried out on the basis of a transiation of the intemasansl appicaion fumished 1 thia
Authorily (Rule 23.1(b)).

b. With egard o any nucleotile and/ar amine agld sequency deciosed in he (ntlsmational appiication, the intemational ssarch
was cairied out on the basis of the sequanoe lsting :

contained In the intemational apgiication I written fann.

fiad 10gsmer with (he inlmational applcation ih compular reaciable form.
fumished aubsecuenty o this Authority In written form.

fumished subsecuantly to this Authority in compuiar resdiés form.

the siaiemant that the subsequently fumished writan esguencs Bsting doas not go boyond tha disclosurs in the
inlsrnaiional appiicadion as fled has besn fumnishad,

:nmmmnthImmﬂhmmmhwuhmMmmm

2.
3

Cartain ciaims were founsl unssarchable (Bae Box I).
Unity of lwvanitien i teshing (sse Box 1)

00 0O 00000

4. Wi regard o the itke,
[0 teiextsapproved as submitied by the appilcant.
[X] e tent has been astabiished by this Authortty 1o resd as loflows:
ANTIGENIC COMPOSITIONS

6. Wiih regard 1o the ahstrast, .

[X] i approved as submited by the applicent.

the fext has been estsblished, according b), by this Authortly in Box I, The sppicant may,
O Mmmmnudmmmmm "-#n oo b

6. The Sigure of the drawings 10 be published with the absiract is Figure No. -
[ = supoested by the spplcant. [X] noneoftne figures.
[] tecauss the appicant faled to suggest & figurs.
[] tecsuss tie igure betier chamierizes the invertton.

Form PCTASA/Z10 (Tirst shea( (July 1008)
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examples 1-3
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8 June 1970 (1970-06-08) 9-11
claims A,B
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24 October 1996 (1996-10-24)
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the whole document
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NO 863082 A 30-07-1986
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(12) SOLICITUD INTERNACI NAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

L

(19) Organizacién Mundial de Propiedad Intelectusl
Oficina Internacional

{43) Fecha de Publicaclin Internacional
26 de Febrero de 2004 (26.02.2004)

(10) Nimero de Publicacién Internacional

WO 2004/016241 Al

{51) Clasificacién Internncional de Patentes’;
9/19, 47726

AS1K 9700,

(21) Nimero de Sollcitud Interuacional: PCT/EP2003/ 009010

(22) Fecha de Registro Intarmaclonal: 12 de Agosto de 2003
(12.08.2003)
(25) Idloma de registro: Inglés
(26) 1dionma de Publicacidn: Inglés
(30) Informacién de Prioridad:
0218821.7 13 de Agosto de 2002 (13.08.2002) GB

(71) Solicitante (pars todos los Estados deaignados excepto Estados
Unids de Amiimx GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS SA [BE/BE]; Ruc de I'Institt 89,
B-1330 Rixensart (BE).

(72) Inventor; ¢

(75 Invemtor/Solicltante (parn Estados Unidos de América
solaments): VANDERVELDE, Vincent [BE/BE];
GlaxoSmithKline Biologicals S.A., Rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart (BE).

(74) Agentes: EASEMAN, Richard y col.; GlaxoSmithKline,
CIP (CN925.1), 980 Great West Road, Brentford,
Middlesex TW8 3GS (GB).

BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,
DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, OB, GD

ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC,
LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX
OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD,

Puablicado:
— con reporte de bilsqueda internacional

— anies de ln expiracidn del limite de tiempo para mod{ficar
lay reivindicaciones y ser republiceda de auevo en of caso de

recibo de modificaciones

Para los cddigay de dos letras y otrax abreviaturas, reflérase a "Las Notas
Gulas sobre Cidigos y Abrevioturas® que aparecen al comiemzo de cada
emizidn regular de la Gacata PCT.

(54) Titmlo: COMPOSICIONES ANTIGERNICAS

(57) Remmen: La presente invencién se refiere 8 composiciones antigénicas novedosas adecuadas para le administracidn
parenteral y en la mucosa que comprenden un antigeno dentro de un medio acuoso y un carbohidrato, en donde el carbohidrato
s¢ encuentra en Ia forma de un derivado, el cual exhibe porciones dcidas preferentemente en a forma de su derivado de dcido
carboxilico. Las composiciones antigénicas se encuentran en una forma sélida y estable y después de Ia reconstitucidn con un
excipiente adyuvante liquido seguida por la administracidn a través de la rum parenteral o en la mucosa, se disuelve
ripidamente en los fluidos corporales, liberando de este modo la vacuna reconstituida en el cuerpo. Especificamente, la forma
liofilizada puede consistir de un polvo o una torta que contiene el entigeno, preferentemente en une condicidn amorfa
{vidriosa), la cual es formada a partir de una solucién o suspensién liquida mediante el secado o sublimacion, preferentemente

la sublimacién por medio de liofilizacién.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intelleciunl Property

nkatlon |
tnteruational Bureas NRNIEREENEENIEn
(43) Inlernational Publication Date / (10) laternational Publieation Num
26 February 2004 (26.02.2004) PCT WO 2004/016241 A
(51) International Patent Classification”s  AGLK /80, (81) Dasignated Stales (natiomal)s AR AG, AL, AM, AT, AU,

W19, 4726

(21) Ipternaiiomnl Application Nunber:
PCT/HP2003009010

(22) Lntermationa) Fllng Date: 12 Aogast 2003 (12.08.2003)

(1%) Filiog Languege: Hnglish
(16) Publication Langusge: English
(30) Priority Duia:

0218821.7 13 Aogust 2002 [13.08.2002) OB

(T1) Applicsnt (for all detignated Stases excaps US): GLAX-
OSMITHKLINE BIOLOGICALS SA [BE/BE]; Roe: de
I"Institot 89, B-1330 Rixensart (BRE),

I1aventor; and

Imventoc/Applicunt (for US only): VANDERVELDE,
Viacent [BE/BE};, GlaxoSmithKYne Biclogicals S.A., Rue
de I'Institmt £9, B-1130 Rixensart (BE).

33

(74) Agents: EASEMAN, Richard et al; QlaxoSmithKline,
CIP (CN925.1), 980 Groat West Road, Brentford, Middle-
sex TW8 938 (GB).

N

AZ, BA, BR, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN:CXOy CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, B3, 1, GB, GD, GB. GH,
QM. HR. ITU, ID, IL, IN, I5, JP. KE, KO, KP, KR. KZ, LC,
LK, LR, LS, LT, LU; LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, M2, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT. RO, RU, 5C,
SD, SE, 3G, 5K, SL, 5Y, T), TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, US. UZ, VC, VN, YU, ZA, 7M, ZW.

(84) Designnted Sintes (regionaly: ARIPO pxent (GH, GM,
KH, LS, MW, MZ, 3D, SIL., SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
Eorasian patent (AM, AZ, BY. KG, KZ, MD, RU, T1, TM),
Burpesn piend (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DI, DK, RE,
ES. F1. FR, GB, GR. HU, IR, IT, LU, MC, NL, PT, RO,
SH, 81, SK, TR), OAPI pamnt {BF, B), CF, CG, OO, CM,
GA, GN, GQ, GW, Ml.. MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

—  wisth internaglonal search report

— bafore the expiration of the time limb for amending the
claims and 1o be republished in the evert of mcetps of
amandmenty

For two-letter codss and other abbreviations, refar to tha "Guid-
snce Noter on Coues and Abbreviations™ appearing at the begin-
ning of each regular isniz of the PCT Gazaiie.

:
|

«f* (57) Abstreci: The prosent invention relaiks o novel antigenric compositions suliable (or parenieral and mucoss] sdmministrasion,

commpdaing sn antigen within xn aqueous madinm and a carholydrate, wherein the carbohydrate Is in the form of a derlvative which
exhibil acidic moletios, preferably in the form of lis carboxybic ackd derivative. The aniigenic compostilons are in & stable solid
form and, after reconstitution with a lquid exciplent or sdjuvant followed by adminisiation through the perentaml or mucosal route,
rapidly dissolve In tho body fluida, theroby releasing the reconatituted vaccine into the body. Specifically, the lyophilised form may
consist of s powder or s cake eontaining the untigen, preferably In an amarphous (glassy) sisie, which i3 formed from a llquid sohution
or mspension by drying or sublimation, preforahly sublimation by lyaphilisation.
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,-g" : TRATAD DEC OPERACION DE PATENTES \-q
De la OFICINA INTERNACIONAL

- PCT Para:
NOTIFICACION DEL REGISTRO EASEMAN, Richard
DE UN CAMBIO GlaxoSmithKlne, CIP (CN925.1)
980 Great West Road
(Regla 92 bis. 1 del PCT e Brentford, Middlesex TW8 8GS
Instrucciones Administrativas, Seccion 422) Reino Unido
Fecha de envio por comreo (dla/mes/afio)

17 de Marzo de 2004 (17.03.2004)
| solici te
”%"E'W,B4°;3'$;°”"d° del solicitante o agen NOTIFICACION IMPORTANTE
Solicitud Internacional No Fecha de registro intemacional (dia/mes/afio)
. 12 2003 (12.08.2003

PCT/EP2003/008010 de Agosto de 2003 ( )
1. Las siguientss indicaciones aparecieron en el registro en relacién con:

B4 el solicitante BX el inventor ] el agente ] el representante comdn
Nombre y Direcclén

Pals de Nacionalidad Pals de Residencla

VANDERVELDE, Vincent BE BE
GlaxoSmithKline Biologicals S.A.
Rue de I'institut 89 No. Teléfono
B-1330 Rixensart
Bélgica No. Facsimile

No. Teleimpresora

2. La Oficina Intemacional por el presente notifica al solicitante que el siguiente cambio se ha
registrado en relacién con:

[[]la persona__ [q el nombre [ ] la direccién _ [] la nacionalidad (] la residencia

Nombre y Direccibén

Pais de Naclonalidad Pals de Residencia
VANDE VELDE, Vincent BE BE
GlaxoSmithKline Biologicals S.A.
Rue de I'Institut 89 No. Teléfo
B-1330 Rixensart 0. “010Iono
Bélgica No. Facsimile

No. Teleimpresora

3. Otras observaciones, si fuese necesario:

4. Se ha enviado una copia de esta notificacion a:

[X] 1a Oficina gue recibe B4 Ias Oficinas designadas relacionadas
[] Ia Autoridad de BGsquedea Interncional B4 |as Oficinas seleccionadas relacionadas
B4 la Autoridad de Examen Preliminar Internacional - [ otros:
The International Bureau of WIPO Funcionario autorizado
34, chemin des Colombettes Mathleu BLANC (Fax 338 89 75)
1211 Geneva 20, Switzeriand
Facsimlle No. (41-22) 338.89.75 Teléfono No. (41-22) 338 9986

Forma PCT/IB/308 (Marzo 1084)



PCT/EP2003/009010

PATENT COOPERATION TREATY
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT To:
NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE EASEMAN, Richard
GlaxoSmithKline, CIP {CN9265.1)
(PCT Rule 92bls.1 and 980 Great West Road
Administrative Instructions, Sectlon 422) Brentford, Middlesex TW8 9GS
United Kingdom
Dwte of meliing (day/monthiyear)
17 March 2004 {17.03.2004)
Appiilssnt's or agent's file referencs
RE/B46317 IMPORTANT NOTIFICATION
interngtions] spplication No. Internationsl filing date (day/month/year)
PCT/EP2003/003010 12 August 2003 (12.08.2003)

1. The following Indiaations appsared on record conoeming:

the applicem E tha Inventor D the sgemt D the common repreaemative
Name and Address State o Natlonality ta of Nasidance
o L. e
IzxoSm ne Bio cals

Rue de l'institut 89 o ophone

-1330 Rixenaart
Bllglum Tacaimile No.

[ Teleprinter No.

2 The imsmational Bursau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concaming:

3. Further gbservations, i necessary:

"4 A copy of this notification has basn sent t5?
[X] the roceiving office
[] the imemational Searahing Authority
[] the imemational Preliminary Examining Authariy

D the parson the nams the address D the nationality D the residence
Name and Address State of Natlonallty State of Residence
ClexoSmithKiine Biologicals SA. o =
BXOSMm ne Bloiogicails T
Rus de Hnstitu 69 . © - Tolephorie No.
B et Grres G
u rp
¢ Corp» RS

Recelved ;.57 -

The intemational Bureau of WIPO
34, chamin dea Colombuetiss
1211 Geneva 20. Switzeriand

Facsimile No. (41-22) 330.00.76

Mathleu BLANC {Fax 338 89 75)

Telephone No. (41-22) 330 8688

Farm PCTAR/308 (March 1804)

000160873
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién antigénica adecuada para el
secado por congelaclén, secado rociado, secado rociado por
congelacién, o secado al vaclo que comprende un antigeno
dentro de un medio acuoso, un carbohidrato y opcionaimente
un conservador, caracterizado porque el carbohidrato se
encuentra en la forma de un derivado el cual exhibe porciones
écidas.

2. Una composicién antigénica tal y como se describe
en la reivindicaclén 1, caracterizada porque e! carbohidrato
se encuentra en la forma de su derivado de acido carboxllico.

3. Una composicidon antigénica tal y como se describe
en la reivindicacién 2, caracterizada porque el derivado
carboxilico es seleccionado de la lista consistente de &cido
lactobiénico, Aacido glucdnico, 4acido glucordnico, acido
galacturénico, y acldo galactarico.

4. Una composicién antigénica tal y como se describe
en cualqulera de las relvindicaciones de la 1 a la 3,
caracterizado porque el medio acuoso contiene wuna
concentracléon de NaCl de por o menos 30 mM.

5. Una composicidn antigénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4, |a cual se
encuentra en la forma secada por rociado, secada al vaclo o

secada por congelacién.
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6. Una composicion antigénica tal y como se describe
en la reivindicacion 5, la cual se encuentra en la forma
reconstitulda.

7. Una composicién antigénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de ia 1 a la B,
caracterizada porque la composicién reconstituida comprende
un adyuvante.

8. Una composicién antigénica tal y como se describe
en la reivindicacién 7, caracterizada porque el adyuvante es
seleccionado a partir de: emulsién de aceite en agua,
3D-MPL, CpG, QS21 o una mezcla de dos o0 méas de los
mismos.

9. Una composicidon antigénica tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 8,
caracterizada porque el antigeno o composicién antigénica es
derivado del grupo consistente de: Virus de Inmunodeficiencia
Humana, virus de Varicela Zoster, Virus de Herpes Simple del
tipo 1, virus de Herpes Simple del tipo 2, citomegalovirus
Humano, virus del Dengue, virus de la Hepatltis A, B, C 6 E,
virus Sincitial Respiratorio, virus de papiloma humano, virus
de Influenza, HIb, virus de Meningitis, Salmonella, Nelsseria,
Borrelia, Chlamydia, Bordetella, Plasmodium o Toxoplasma,
decapéptido de stanworth; o antigenos asoclados con un
Tumor (TMA), MAGE, BAGE, GAGE; MUC-1, Her-2 neu, LnRH,
CEA, PSA, KSA, 6 PRAME, Cripto, HASH2, prostasa, y
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prosteina.

10. Un proceso para la preparaclén de una
composicién antigénica tal y como se describe en las
reivindicaciones de la 1 a la 4, el cual comprende mezclar los
ingredientes de la composiciébn y someter la mezcla a un
procedimiento de llofilizacién, secado a! vacio o secado
rociado.

11. Un proceso para la preparacién de una
composicién antigénica tal y como se describe en la
reivindicacldn 4, que comprende la mezcla de los Ingredlantes
de la composicién y ya sea la congelaciéon de los mismos y el

secado de la mezcla congelada, o al rociado de los mismos.

W
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Claims

1.  An antigenic composition suitable for frecze-drying, spray-drying. spray
freezing-drying or vacuum drying comprizing en entigen within an aqueons medium,
8 carbohydrate, and optionally a preservative, wherein the carbohyirate is in the form
of a derivative which exhibit acidic mojetios.

2, An antigenic composition as claimed in 1, wherein the carbohydrate is in the
form of its carboxylic acid derivative.

3 An sntigenic composition as claimed in 2, wherein the carboxylic derivative ia
selected from the list congisting of lactobjonic acid, gluconic acid, glucuronic acid,
galacturonic acid or galactaric aoid,

4. An antigenic composition as claimed in any of claims 1 to 3, wherein the

aqueous medium containa & NaCl concenirstion of at least 30 mM.

5. An untigenic composition as claimed in any of claims 1 to 4 which is in spray-
dricd, vacuum-dried or freeze-dried form.

6. An antigenic composition as claimed in claim 5 which is in reconstituted form.
7. An antigenic composition as claimed in any one of claims 6, wherein the
reconstituted composition comprises an adjuvant.

8. An antigenic composition a3 claimed in clasim 7, wherein the adjuvant is
salected from : oil-in-water emulsion, 3ID-MPL, CpQ, QS21 or a mixture of two ar
more thereof

9. An antigenic composition as claimed in any one of claims 1 to 8, wherein the
antigen or antigen composition is derived from the group comprismg: Human
Immunodeficiency Virus, Varicella Zoster virus, Harpes Simplex Viras type 1,
Herpes Simplex virus type 2, Human cytomegalovirus, Dengue virus, Hepatitis A, B,
C or B, Respiratory Syncytial vires, human papilloma viras, Influenza virus, Hib,
Moningitis virus, Salmonells, Neisseria, Borrolia, Chlamydia, Bordetslia,

_ Plasmodiuom or Toxoplasma, stanwarth decapeptide; or Tumour associsted entigens

(IMA), MAGE, BAGE, GAGE, MUC-1, Ber-2 neu, LaRH, CEA, PSA, KSA, or
10. A process for the preparation of an antigenic composition according to claims
1 to 4, comprising mixing tha ingredicots of the compositlon and subjecting the
mixture to a lyophilisation, vacoum drying or spray drying procedure,

-26-
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11. A process for the preparation of an anfigenic composition according to claim
4, comprising mixing the ingredients of the composition &nd either freezing them and
drying the frozen mixture, or spraying them.

-27-
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I [ Prioridad
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V X Afirmacién razonada segtin Regla 66.2(a)(ii) con respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién
VI [] Ciertos documentos citados
VI [] Ciertos defectos en la solicitud internacional
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/EP03/09010

I. Bases del reporte

1. Respecio a [os elementos de Ia solicitud internacional: (Hojas de remplazo las cuales han sido suministradas a la
Oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el Articulo 14 estin referenciados en este reporte como
“presentados originalmente” y no estdn anexos a este reporte dado que no contienen medificaciones (Reglas 70.16

y 70.17):

Descripeién, Piginas
1-25 como se presentaron originalmente

Reivindicaclones, Nameros
1-11 presentadas con el fax de 27.09.2004

Dibujos, Hojas
1/3-3/3  como se presentaron originalmente

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

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

D el idioma de una traduccién suministrada para una biisqueda internacional (segin la Regla 23.1 (b)).
D el idioma de una publicacién de la solicitud internacional (segiin la Regla 48.3 (b)).

D el idioma de la traduccién suministrada para el examen preliminar internacional (segiin las Reglas 55.2
y/0 553).

3. Respecto al nucleétido y/o secuencla amino écida revelado en la solicitud internacional, se llevé a cabo el
examen preliminar internacional segiin el listado de secuencia:
D contenido en la solicitud internacional en forma escrita.
D registrado junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.
D proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.

DSehnproporcionndohnﬁrmlddnrespecloallcualellishdodesecuemilescﬁb
proporcionado subsiguientemente no va mds alld de la revelacitn en la solicitud internacional segin se
presentd.

|:| Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual la informacitn presentada en forma
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.

4. Las modificaciones han resultado en la cancelacion de:
[C] 1a descripcion, péginas:
D las reivindicaciones, Nos.:
[ 108 dibujos, hojas:

Forma PCT/IPEA /409 (Enero 2004)
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/EP03/09010

5. D Este reporte ha sido establecido como si {(algunas de) las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se ha
considerado que van mss alld de la revelacidn segtin se presents (Regla 70.2 (c)).

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

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

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

1. Afirmacién
Novedad (N) S5t Reivindicaciones 1-11
No: Reivindicaciones
Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones 1-11
No: Reivindicaciones
Aplicabilidad Industrial (IA) Si  Reivindicaclones 1-11

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
HOJA SEPARADA Solicitud Internacional No. PCT/EP03/09010

Re Item V
Afirmaci6én razonada con respecto a la novedad, el nivel inventivo o la aplicacién
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan tal afirmacién

La presente solicitud se relaciona con composiciones antigénicas adecuadas para secado por
congelamiento, secado por aspersién, secado por congelamiento y aspersién o secado al
vacfo, las cuales comprenden un antigeno dentro de un medio acuoso, un carbohidrato y
opcionalmente un preservativo, en donde el carbohidrato estd en la forma de un derivado
que exhibe radicales acfdicos.

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 88 09 674 A, que revela composiciones liofilizadas que comprenden gama
interferones y 4cido lactobi6nico

D2: FR A 1 594 506, que revela composiciones liofilizadas que comprenden un antigeno
antiviral y lactobionato de calcio.

A menos que se indique lo contrario, se hace referencia a los pasajes relevantes enfatizados
en el Reporte de Bisqueda Internacional.

El estado de la técnica citado no contempla la presencia de un contenido alto de sal (NaCl) en
las soluciones destinadas al secado por congelamiento o liofilizacién. La persona versada
evitarfa la presencia de contenidos altos de sal como as{ se reivindica en la reivindicacion 1
con el fin de no desestabilizar las preparaciones. De aqui, la materia objeto de las presentes
reivindicaciones 1-11 parece ser novedosa e inventiva bajo el Art. 33(1)-(3) de la PCT.

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoja 1) (EPO-Abril 1997)



Relvindicaclones Enmendadas

1. Una composicion antigénica adecuada para el
secado por congelacion, secado rociado, secado roclado
por congelaclén, o secado al vacio que comprende un
antigeno dentro de un medio acuoso, un carbohidrato y
opcionalmente un conservador, caracterizado porque el
carbohlidrato se encuentra en la forma de un derivado el
cual exhibe porciones acidas y en donde el medlo acuoso
comprende una concentracién de NaCl superior a 15mM.

2. Una composicion antigénica tal y como se
describe en la reivindicaclén 1, caracterizada porque el
carbohidrato se encuentra en la forma de su derivado de
écido carboxllico.

3. Una composicién antigénica tal y como se
describe en la relvindicacién 2, caracterizada porque el
derivado carboxilico es seleccionado de {a lista consistente
de acido lactoblénico, acido glucénico, acido glucoroénico,
aclido galacturénico, y acido galactéarico.

4, Una composicion antigénica tal y como se
describe en cualqulera de las relvindicaciones de la 1 a la
3, caracterizado porque el medio acuoso contiene una
concentracién de NaCl de por 1o menos 30 mM.

5. Una composicién antigénica tal y como se
describe en cuaiquiera de las reivindicaciones de la 1 a la
4, la cual se encuentra en la forma secada por rociado,
secada al vaclo o secada por congelacién.

6. Una composicién antigénica tal y como se
describe en la reivindicacion 5, la cual se encuentra en [a

forma reconstituida.
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T. Una composiciéon antigénica tal y como se
describe en cualqulera de las relvindicaclones de la 1 a la
8, caracterizada porque la composicién reconstituida
comprende un adyuvante.

8. Una composiciébn antigénica tal y como se
describe en la reivindicacién 7, caracterizada porque el
adyuvante es selecclonado a partir de: emulsién de aceite
en agua, 3D-MPL, CpG, Q521 o una mezcla de dos o mas
de los mismos.

9. Una composiciéon antigénica tal y como se
describe en cualquiera de las reivindicaciones de la 1 la
8, caracterlzada porque el antigeno o© composiciéon
antigénica es derivado del grupo consistente de: Virus de
Inmunodeficlencia Humana, virus de Varicela Zoster, Virus
de Herpes Simple del tipo 1, virus de Herpes Simple del
tipo 2, citomegalovirus Humano, virus del Dengue, virus de
la Hepatitis A, B, C 6 E, virus Sincitlal Respiratorio, virus
de papiloma humano, virus de Influenza, Hib, virus de
Meningitis, Salmonelia, Nelisserla, Borrella, Chlamydia,
Bordetella, Plasmodium o Toxoplasma, decapéptido de
stanworth; o antigenos asociados con un Tumor (TMA),
MAGE, BAGE, GAGE; MUC-1, Her-2 neu, LnRH, CEA, PSA,
KSA, 6 PRAME, Cripto, HASH2, prostasa, y prostelna.

10. Un proceso para |la preparacién de una
composicién antigénica tal y como se describe en las
relvindicaciones de la 1 a |la 4, el cual comprende mezclar
los ingredientes de ia composicién y someter la mezcla a
un procedimiento de liofilizacién, secado al vaclo o secado

roclado.

)’



11. Un proceso para la preparacién de wuna
composicién antigénica tal vy como se descrlbe en la
reivindlcacién 4, que comprende I[a mezcla de los
ingredientes de la composicién y ya sea la congelacién de
los mismos y el secado de |la mezcla congelada, o el

roclado de los mismos.
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6. [1 This report has been established as if (some of) the amendments had not besn made, since thay have
been considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)).

(wwmmmmmmmmmm 1 and annexed o this
8. Addhional observations, if necessary:

V. Reasonod ‘statoment under Article with to , Inventive -
pesrpani I A s:'p)m regard to novelty, step or Industrial applicabliity;

1. Statement .
Novelty (N) Yea: Claims 1-11
No: Claima
inventive stap {IS) Yas: Claims 1-11
No: Claims
Industrial applicabifity (1A) Yes: Claims 1-11
No: Clalms

2. Cliations and explanations
soo separate sheot
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INTERNAT! NAL PRELIMINARY International application No. PCT/EP 03/09010
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

ReltemV - ‘
Reasoned statement with regard to noveity, inventive step or industrial applicabliity;
citations and explanations supporting such statement

The present application relates to antigenic compositions sultable for freeze drying, spray
drying, spray freezing drying or vacuum drying comprising an antigen within an aqueous
medium, a carbohydrate and optionally a pressrvative, wherein the carbohydrate Is in the
form of a derivative that exbibits. acidic moieties. .

Reference is made to the following documents:

D1: WO 88 09 674 A, disclosing lyophilized compositions comprising gamma interferons
and lactobionic acld

D2: FR A 1 594 508, disclosing lyophilised composition comprising an antiviral antigen and
calcium lactobionate.

Unless otherwise indicated, reference is made to the relevant passages emphasized in the
intemational Search Report.

The quoted prior art does not contemplate the presence of a high salt (NaCl) content in the
solutions destined to freeze-drying or lyophllisation. The skilled person would rather avold
the presence of high salt quantities like those claimed in claim 1 in order not to destabilize
the preparations. Hence, the subject matter of present claims 1-11 appears to be novel
and Inventive under PCT Art. 33(1)-(3).

Form PCT/Sepanmie Sheet/400 (Shaet 1) (EPO-Aprll 1097)
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Amended Claims

) An aptipenic composition suitsble for freers-drying, spray-drying, spruy
Froaxing-drying or vacuam drying comprising an untigen within a0 agueous medium,
a carbolrydrate, snd optionally & preservative, wherein the carbobydmte is in the form
of & derivative which exhibit acidic moieties and wherein the aqueous medimm
comprises NaCl concentration of above 13mM.

form of its carboxylic acid dezivative.

10

15

Exef .2ai 1:27/19/0D4 18:25

3. Anactigenic composition as claimedin Z, wherein the carboxylic desivalive s

selected from the list consisting of lactobioais acld, gluconic acid, glucuronle ecid,
galacturonic acid or galactaric acid,

4. An antigenic composition as cleimed in szy of claims 1 to 3, wherein the
aqueons mediom conteins & NaCl concentxation of at least 30 mM. .

5. An sntigenic composition a3 claimed ia any of clzims 1 to 4 which is in spray-
dried, vacuuxp-dried or frecze-dried form.

6. Ananhgdemnpdﬂmudnndinehlm!whldihlnmhm
7. An mligenic composition as cleimed in any ons of clabms 6, whexeln the
yeconstituted composition comprises ao adjavant,

8.  An antigenic composition a3 claimed in claim 7, whercin the adjuvant is
selected from : oil-in-water cowilsion, 3D-MPL., CpG, Q521 or a mixmre of two or
more thareof.

9.  An sstigeaic composition as clsimed in any coe of chims 1 10 8, whereln the
antigen of antigen compasition is dexived from the group comprsing: Hemea
Imnmnodeficiency Vime, Vmicells Zoster virus, Hapes Simplex Virms type 1,
Herpes Simplex viros type 2, Human cytomegalovires, Desgus virus, Hepmtiths A, B,
C or E, Respiratory Syncytial virus, lmman papilloma virus, Influenza viros, Eib,
Meningitis virus, Salmonells, Nelsswis, Bomelia, Chlamydin, Bordetella,
Plasmodivm or Toxoplasua, stanwosth decepeptide; or Tamour associated sntigens
(TMA), MAGE, BAGE, GAGE, MUC-], lhzmmH.CEA.MKSA.u
PRAME, Cripto, HASH2, prostase, prostein.

10. A procass for the prepamtion of an antigenic composition according to claims
1 to 4, comprising wixing the ingredients of the composition and subjecting ths
mixture 10 a lyophilisstioa, vacoum drying or sprey drying procedure.
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11. A process for the preparation of an antigenic composition sccording to claim

4, comprising roixing the ingredients of the composition and elther froczing them and

drying the frozen mixiure, or spraying them. .
L]
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ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacion en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar
a ese Despacho que el capltulo reivindicatorio tal como fue presentado

originalmente en Fase Intemacional ha sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la
descripcion de la presente invencidn y en este sentido, no configuran una
ampliacion del invento o de la divulgacién contenida en la solicitud

presentada.
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COMPOSICIONES ANTIGENICAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente Invencién se refiere a composiciones
antigénicas novedosas adecuadas para la administracién
parenteral y en la mucosa que comprenden un antigeno
dentro de un medio acuoso y un carbohidrato, en donde el
carbohldrato se encuentra en la forma de un derivado, el cual
exhibe porciones &acidas preferentemente en la forma de su
derivado de 4cido carboxilico. Las composiciones antigénicas
se encuentran en una forma sélida y estable y después de la
reconstitucién con un excipiente adyuvante liquldo seguida
por la administracién a través de |la ruta parenteral o en la
mucosa, se disuelve rapidamente en los fluidos corporales,
liberando de este modo la vacuna reconstituida en el cuerpo.
Especifilcamente, la forma liofilizada puede consistir de un
polvo o una torta que contiene el antigeno, preferentemente
en una condiciébn amorfa (vidriosa), la cual es formada a
partir de una soluciébn o suspensién liquida mediante el
secado o sublimacién, preferentemente |la sublimaclén por

medio de liofilizacidn.
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COMPOSICIONES ANTIGENICAS

Campo de la Invencidn

La presente Invencién se refiere a composiciones
antigénicas novedosas adecuadas para la administracion
parenteral o en la mucosa, que comprenden un antigeno
dentro de un medio acuoso y un carbohidrato en donde el
carbohidrato se encuentra en la forma de un derivado el cual
exhibe porciones éacidas, preferentemente en la forma de
derivados de dcido carboxllico. Las composiciones
antigénicas se encuentran en una forma sélida estable y
después de la reconstitucion en un exciplente liquido o
adyuvante seguida por la administracion a través de la ruta
parenteral o en la mucosa, se disuelve rapidamente en los
fluidos corporales, Ilberando de este modo la vacuna
reconstituida en el cuerpo. Especlficamente, l|la forma
liofilizada puede consistir de un polvo o torta que contienen
el antigeno, preferentemente en una condicién amorfa
(vidriosa), la cual es formada de una solucién llquida o
suspensién mediante el secado 0 sublimacién,
preferentemente la sublimacién por medlo de liofilizacion.
Antecedentes de la Invencién

Actualmente existe mucho |Interés en el 4&rea
farmacéutica en las formulaciones que aseguran Ila

estabilidad de la proteina durante el procesamlento en las

ub
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etapas de procesamiento y almacenamiento. Las
formulaciones Iliquldas acuosas son |as mas faciles y
econdmlicas para mansejar durante la fabricacién y también
son las mas convenientes para el usuario final. Sin embargo,
las degradaclones quimica o fislca son un fendémeno que
ocurre generalmente en las formulaciones lilquidas, lo cual
conduce a dafios en la protelna, tales como Ila
desnaturalizacién y degradacién, la cual con frecuencia es
irreversible.

Estos problemas se pueden solucionar usando
particularmente sélidos secos de mezclas de protelna
estables, pero no solamente de mezclas de proteinas estables
y liofilizadas. Las formulaclones liofilizadas estandar y los
problemas que pueden surgir durante su preparacién han sido
descritos (Carpenter, J. 1887, Pharmaceutical Res. 14,
paginas 968 a 975). La formulaclén debe estar disefiada para
asegurar la establlidad de l|a protelna, para respetar la
configuracién del producto deseado, la tonicidad del producto,
especiaimente para la administracién parenteral y presentar
una estructura elegante de la torta. Consideraciones similares
son aplicables para otras formas sélidas, tales como las
vacunas secadas o polvos secados por rociado. Varios
requerimientos deben de ser respetados, siendo uno
importante asegurar l|la Isotonicidad critica para Ila

administraclén parenteral, especiaimente cuando el producto
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tiene una masa de proteina relativamente baja por frasco,
como es en el caso de formulaciones de vacuna, las cuales
generalmente contienen alrededor de 50 pg de protelna por
frasco, en una cantidad total de aproximadamente 15 mg. Las
sales, en particular el NaCl ha sido utilizado para modificar la
tonicidad de la mezcla, pero debido a que disminuye el punto
de congelacion de Ilas soluciones puede ser que la
formulaclén sea mas dificil de congelar (debido a un punto de
congelacién mas bajo) y la eliminacién del agua mediante la
sublimaciéon tomara mas tiempo. Tamblén han sido utilizados
con éxito polialcoholes y carbohidratos, tales como manitol y
lactosa para lograr una torta fuerte mientras que se respeta la
isotonicidad de la mezcla (M.C. Lal and E.M. Topp, J. Of
Pharm. Sci., 1999, 88, paginas 489 a 500).

Se presenta un problema importante cuando el proceso
de liofllizacién debe de ser llevado a cabo en mezclas las
cuales contienen una alta concentracidn de sal como es el
caso, por ejemplo, de las protelnas que resultan del proceso
de purificacién Illevado a cabo en I|a presencia de
concentraciones altas de sal. Alternativamente, en ailgunos
casos, las protelnas pueden necesitar una aita conceﬁtracldn
de sal con el objeto de permanecer en soluclén y/o evitar la
agregacién y precipitaclén. Estos casos, son principalmente
un problema cuando la sal es NaCl, ya que el NaCl cuando

aesta presente en [a solucidon proporciona una fusién eutéctica

48
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relativamente baja y hace que la formulaclén sea dificil de
liofillzar de manera correcta.

Se han propuesto varias soluciones, pero éstas son
insatisfactorias. ElI aumento en Ila concentracléon de
carbohidratos estd asociado con i) un aumento en la presién
osmética; 1i) una incompatlbllld'ad con la administracién
parenteral, y lil) problemas con la reconstituclén misma, por
ejemplo, cuando el |lIquido de reconstitucibn ya es Iso-
osmético por s mismo. Otra alternativa, la adiciéon a la
formulacién de pequefilas cantldades de manitol, el cual se
cristaliza facilmente y el cual conduce a la formacién de una
clase de red cristalina fuerte en la torita (Kim, A. et al. J.
Pharmaceutical Sc. 19988, 87, paginas 931 a 935), no es
aplicable para concentraclones muy altas de sal, tales como
las concentraciones de NaCl arriba de 15 mM, y clertamente
de aproximadamente 30 mM. La adicién a la formulaclén de
substancias poliméricas de alto peso molecular, que no son
biodegradables, tal y como lo describen Taylor, L. y Zographi,
G., en J. Pharmaceutical Sc. 1998, 87, paginas 1615 a 1621
puede no ser compatible con las composiclones farmacéuticas
o consideraciones de |la seguridad de la vacuna.

La presente invencidén ofrece una alternativa a esas
formulaciones, la cual no adolece de las desventajas
mencionadas anteriormente. La presente invencioén reside en

el descubrimiento, de que es posible la provisiéon de
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composiclones antigénicas en forma sélida estable a pesar de
que estén presentes altas concentraciones de sal, las cuales
obstaculizarfan normalmente la concentracién del polvo seco
y de tortas liofilizadas de estructuras estables. En particular,
la presente invencidn reside en el descubrimiento de
exciplentes adecuados denominados agentes de volumen
compatibles con el secado o llofillzaclén de las mezclas del
antigeno que contienen altas concentraciones de NaCl, en
particular, que contienen una concentraciéon de NaCl superior
a 30 mM. Los excipientes o agentes de volumen para
utilizarlos de acuerdo con Ia presente Iinvencién son
provechosos debido a que, a través de las cargas lonicas que
ellos portan, pueden favorecer y atn aumentar Ilas
interacciones intermoleculares entre las moléculas del agente
de volumen, en |la presencia de concentraciones altas de
NaCl, permitiendo de este modo, que tenga lugar ia formacléon
de la torta y permanezca estable con el paso del tiempo.

La presente invencién proporciona ademés wuna
composicidn antigénica en forma sélida, tal como una forma
llofilizada, secada por roclado, o secada por roclado y
congelacién o al vaclo y en la forma liquida reconstitulda. De
acuserdo con la presente invenciéon, se proporciona ademas un
proceso para la preparacion de una composliclén de acuerdo
con la presente invencidén, el cual comprende la mezcla de los

Ingredientes de la composicidén y ya sea la congelacion de los

WY
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mismos o el secado de la mezcla congelada, o el roclado de
ellos (por ejemplo, en aire caliente), o el secado al vacio de
los mismos, 0 el secado por rociado y congelacién.

En una modalidad, las formas sélidas de |la presente
invencién, son formas porosas liofilizadas, denominadas
“tortas”, o sus formas granuladas, las cuales son estables
durante el procesamiento y el almacenamiento, que son
compatibles con la administraclén parenteral y las cuales
tienen una baja humedad residual. Las tortas de vacuna de la
presente invencién son formadas a partir de una solucién o
suspension liquida de vacuna mediante la sublimacién y en
una forma preferida de la invencién, la sublimacién es
realizada mediante liofilizacion.

En otra modalldad las formas sélidas de la presente
invencién son polvos secos, particularmente secados por
rociado, o secados por rociado y congelacién, o polvos
secados al vaclo, los cuales tienen una humedad residual
baja.

Por consigulente, es un objeto de la presente invencién
proporcionar composiciones antigénicas novedosas
adecuadas para el secado por congelaciéon, el secado por
rociado, o el secado al vacio que comprenden un antigeno
dentro de un medio acuoso, un carbohidrato derivado del
mismo el cual exhibe porciones acidas, y opcionalmente un

conservador. En una modalidad preferida, el medio antigénico
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acuoso contiene una concentiraciéon de NaCl de por lo menos
15 mM, preferentemente de por Ilo menos 30 mM.
Generalmente, la solucidn o suspensién acuosa antigénica
seri regulada, o tendré4 ajustado el pH, o un pH compatible
con |la administracién parenteral o en Ila mucosa. De
preferancia, las formas sélidas inciuyen por o menos un
antigeno en una cantidad de aproximadamente 0.00001%
hasta aproximadamente el 5% en peso. Mas preferentemente
el antigeno se encuentra en una cantidad de
aproximadamente 0.001% hasta aproximadamente el 1% en
peso. Todavia mas preferentemente la cantidad del antigeno
se encuentra en un rango del 0.01% hasta aproximadamente
el 0.05%. Generalmente, la concentracion de NaCl de Ila
solucién se encontrar@& en un rango de 15 mM hasta
aproximadamente 150 mM. Mas particularmente, Ila
concentracién de NaCl seréd de por lo menos 20 mM, y més
preferentemente de por lo menos 30 mM. El material de
volumen preferentemente se encontrard en una cantidad de
aproximadamente el 50% hasta aproximadamente el
99.999980% en peso, y méas preferentemente del 80% hasta
aproximadamente el 90%.

El agente de volumen de acuerdo con la presente
invenclén, proporclona tanto la establilidad quimica como
fisica a la torta, en la presencla de una concentracidn aita de

NaCl y también evita que se colapse la torta. También

\.\o\
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proporciona proteccién al antigeno. El agente de volumen es
un carbohidrato derivado del mismo, el cual de preferencia se
encuentra en una condicién amorfa o cristalina,
preferentemente en una condiclon amorfa. Un carbohldrato
preferido de acuerdo con la presente Invencién, se refiere a
un carbohidrato o derivado del mismo en donde se pueden
obtener interacclones intermoleculares altas (evaluadas por
eJemplo, mediante el punto de fusién de los carbohidratos, a
un punto de fusién mas alto del carbohidrato, interacciones
intermoleculares méas altas en el cristal) permitiendo de este
modo la forma sélida, en particular la estructura de la torta,
para que sea mas resistente al fentmeno del colapso
mediante la liofilizacién. Preferentemente, se utilizan
carbohidratos de peso molecular alto.

Se prefieren los derivados de carbohidratos que exhiben
una funcidén reactiva, tales como por ejemplo, una porclén
amino o una porciéon édcida. Por consiguiente, el aspecto
preferido de |la presente invencién es utilizar derivados de
carbohldratos que exhlben porciones A&acidas, es decir,
porciones las cuales actian como donantes de protones. Las
porciones é&cidas pueden ser mono- o0 poli- éAcidas. Las
porciones é&cidas especificas, las cuales pueden ser
mencionadas incluyen -O-P(O)(OH). (éster de fosfato), -O-
P(O)-O-P{(O)(OH), (éster de difosfato), -O-P(0O)-O-P(0O)-O-
P(O){OH)2 (éster de trifosfato), -SO,H (éster de sulfato) y -
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CO2;H (4cido carboxllico). Preferentemente, la porcién acida
es acido carboxilico. El derivado de carbohidrato puede ser
opcionalmente utilizado en conjunto con un carbohidrato, tal
como por ejemplo, sacarosa.

El carbohidrato o el derivado del carbohidrato puede ser
monohidratado opcionalmente; o polihidratado (dihidratado,
trihidratado, etc). Todavia en una modalidad preferida, el
carbohidrato es utilizado en la forma de su derivado de &cido
carboxilico. Preferentemente, el carbohidrato es usado en la
forma de un derivado de sal de acido carboxilico mismo. Por
consiguiente, en un aspecto de la presente Invencién se
proporcionan composicionaes antigénicas adecuadas para el
secado por congelacién, secado por rociado, secado rociado
por congelacién, o secado al vaclo, que comprenden un
antigeno dentro de un medio acuoso, un carbohidrato vy
opcionalmente un conservador, en donde el carbohidrato se
encuentra en la forma de un derivado de acido carboxitico.

Mas preferentemente, los derivados de carbohidrato son
utllizados en la forma de su sal, preferentemente la sal de
calcio o sodio, y mas preferentemente su sal de sodio.

Los ejemplos no Iimitativos de los carbohidratos
adecuados que cubren los propésitos de la pl:esente-lnvencIOn
incluyen los derivados de acido carboxflico de los siguientes:
sacarosa, maltosa, trehalosa, raflnosa, lactosa, fructosa,

galactosa, manosa, maltulosa, Iso-maltulosa y lactulosa, o

%\
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dextrosa. Los agentes de volumen preferidos son Ilos
derivados de acido carboxilico, tales como lactitol, sorbitol,
glucosa, galactosa y galactitol, es decir acido lactobidnico,
dcido glucédnico, &cido glucurdnico, acido galacturénico, y
acido galactéarico, respectivamente. Estos pueden encontrarse
en su forma hidratada o no hidratada {(ver tabla 1). Adn mas
preferentemente, se utiliza acido lactoblidnico (ilustrado en la
figura 1), &cido glucurénico, éacido glucénico y éacido
lactobiénico, y mas preferentemente, ean una forma de sal gque
favorece las Interacciones de Intermoleculares de azlcar a
azucar. Se prefieren las sales de sodio o calcio. El agente de
volumen mas preferido es el lactobionato de sodio.
Generalmente, los derivados de carbohidrato de acildo
carboxilico son utilizados en una concentracién (de la mezcla
llquida formulada antes de la liofilizacién) de
aproxlmadamente 80 mM y superiores. Esto proporciona, una
estructura aceptable de la torta y asegura la establlidad de la
estructura con el paso del tlempo.
Tabla 1. Carbohidratos y sus derivados carboxllicos y de
sal

La tabla 1 muestra que en el campo del estado sélido
cristalino, las interacciones de molécula a molécula son mas
altas (tal y como lo prueba el punto de fusién mas alto) para
las moléculas idnicas comparadas con l|las molécutas no

ibnicas correspondientes.

S
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Addo Galactarico  |Un galactitol con dos aicoholes primarios resmplazados por [225°C
don dcidoa carboxilicos, creando de ests modo doe
Interactiones de sniace lonlo,

12
ll [Cabohidutoy  [Caracteristices Punitos de
dertvados Fuslén
| [Lactol 4-0-p-D-galaciopirancsiF-D-gludtol 146°C
B Adido laciobionico  [écido 4-O-p-D-galacioplrancsiFD-gluconico. Una estructura [165°C
de lactiiol con uno de los alcoholes primarios de la parte de
plucitol reempiazedos por un &cido carbaxilico; creando de
. esta manem una oporiunidad pam |a Inleraccion del enlace
3nlco.
. Gorbitol o D-gudiol |1,2,3.4,5,6-hexanehexol 110°C
Adida gluconico Acido 2,3 4,5,8-pentahidrox-hexanoico. Una estruciurade  |131°C
gluciial con un alcohol primario reemplarado por un dcido
B carbaxflico; creando de aste modo una Inlsraccidn del enlace]
KSnico.
i (Gluconato de amonio |La sal de amonio es acido gluconico 154°C
(Glucosa a-D-glucopirancsa [a:148°C, p:
| W aec
Acdido Glucurdnico Una glucosa con un alcohol primario resmplazado por un 185°C
. acido carboxifico, creando de este modo una nteraccién de
l eniace ionico.
Monahidrato 68 |c-O-gelactopirancsa 18°C
I gataciosa
Monohidrato de &cido {Una galactosa con ¢l alcohal primario reemplazedo por &cidoja: 158°C, B:
I galachirdnico carbodlico, creando de esta manara una Interaccién de 166°C
. anlace énico.
1 [Galactitcl 1,2,3.4.5.6-haxanehexol 188°C

El término “estructura aceptable de la torta” significa
cualquiera de, y preferentemente todos Ilos siguientes
criterios:

- un volumen de I|la torta similar al volumen del

Ilquido de partida antes del paso de tiofilizacién;

A
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- una torta que tiene mediciones de tamafio similares
comparadas con el llquido antes del paso de liofillzaclén. En
otras palabras, una torta que exhlbe |la menor retraccidn
posible en la medicién de los tamafios comparados con el
liquido Inicial antes del paso de liofilizacidn;

- una torta que muestra un aspecto visual
homogéneo.

El tamaiio de la torta y la medicién del volumen se
hacen de acuerdo con el procedimlento descrito en la seccién
de ejJemplos, bajo el parrafo 3.2.

Ademés, una estructura aceptable de la torta también es
entendida como que es una torta que no muestra cambio
alguno en su forma, tamafio y color, después de haber pasado
por una prueba de estabilidad acelerada durante una semana
a una temperatura de 37°C, o durante la estabilidad en tlempo
real por un periodo de por Io menos 6 meses,
preferentemente de por lo menos un afio, y de manera ideal,
de por lo menos dos aflos.

El conservador es seleccionado de antloxidantes,
limpiadores de radicales libres y agentes de reducclén. Los
preferidos son antioxidantes, tales como galatos alquilo,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno  butilado, aclido
nordihildrogualarético y los tocoferoles, 4cido ascérbico, acido
iso-ascOrbico, sales de potasio y sal de sodio de A&acido

sulfuroso, formaldehido sulfoxilato de sodio, acido cltrico,

4
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adcido edético, y sus sales, lecitina, acldo tartarico, éacido
tiodiprolénico.

El proceso para preparar la combinacién antigénica de
acuerdo con la presente Invencion se lleva a cabo de una
manera adecuada utilizando cualquler técnica de liofilizacidn,
secado al vaclo o secado por roclado, secado por rociado y
congelacién, utilizada generalmente en el adrea farmacéutica.
Por eJemplo, la técnica de liofillzaclén y los detalles de otros
excipientes adecuados, se pueden encontrar en el libro de
Cameron et al., “Una Buena Practica Farmacéutica de Secado
por Congelacién® ("Good Pharmaceutical freeze-drying
Practice®), Interpharm, Buffalo Grove (1997). Por
consiguiente, en un aspecto adicional la presente invencién
proporciona un proceso para |a preparacion de una
composicién antigénica, tal y como aqui se describe, ia cual
comprende la mezcla de una solucién del antigeno que
comprende NaCl, un agente de volumen y opcionalimente el
regulador y el conservador, sometiendo la mezcia a un paso
de liofilizacidon, secado al vaclo, o un procedimiento de
secado rociado, o secado rocilado por congelacién. Un
proceso preferido de acuerdo con |la presente invencifén, es
un proceso de secado por congelacién del frasco aunque la
evaporaciéon de temperatura ambiente también esta
comprendida dentro de |la presente invenclén. Dicho proceso

comprende el llenado aséptico, en frascos estériles, de una
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soluciédn filtrada estéril de la composicion antigénica, seguida
por la sublimacién mediante liofilizacién. Un tapén de hule
estéril de secado por congelacién es insertado parcialmente
dentro del frasco, y luego el frasco es congelado, es decir, a
una temperatura de -195.8°C, a -5°C, preferentemente, entre
-80°C y -10°C, y posterlormente secado al vacio en la
condicién congelada. Después del secado el tapdén es
insertado completamente antes de sacar el vial de la unidad
de llofillzacién.

Un proceso preferido de acuerdo con la presente
invencién, es un proceso de secado por rociado en el cual las
gotitas pequefias de la composicién son obtenidas mediante
el bombeado de |la composicién lilquida en una boquilla de
rociado, con o sin, la adiciéon coaxial de aire presurizado (o
gas inerte). Siendo formadas dichas gotitas en &reas
grandemente ventiladas (a una temperatura de entre +20°C y
+250°C) de modo que se obtenga el secado réapido por el
proceso de evaporacién. El polvo seco es obtenido después
de la separacion de la centrifuga.

Otro proceso preferido de acuerdo con la presente
Invencién, es el proceso de secado rociado por congelacién y
en el cual las gotitas pequefias de la composicion son
obtenidas mediante el bombeado de la composiclén liquida en
una boquilla de roclado, con o sin, la adlcién coaxlal de aire

presurizado (o gas inerte), siendo formadas dichas gotitas en
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una camara muy frla (temperatura entre -5°C hasta -1985.8°C)
de modo que es obtenida la congelacidén raplda de la gotita.
El secado de este material congelado es obtenido después de
un proceso de secado por congeiacién estandar.

Otro proceso preferido de acuerdo con l|la presente
invenciéon, es el proceso de secado al vaclo. Dicho proceso
comprende el llenado aséptico de los frascos estérlles con
una solucién filtrada estéril de |la composiclén. Un tapdén de
hule estéril de secado por congelacion es insertado
parciaimente dentro del frasco, y luego se aplica vacio
controlado al frasco, de modo que procede la evaporaciéon
hasta el secado final. Después del secado la tapa es
insertada completamente antes de sacar el frasco de la
unidad de secado.

El proceso de liofilizacién o secado es controlado como
para asegurar que el nivel residual de humedad en la torta
sea Inferlor al 3%, preferentemente inferior al! 2%, mas
preferentemente de alrededor del 1% o menor. El antigeno
encapsulado en el mismo permanecera biolégicamente activo
al momento de la administracién, es decir, con capacidad de
inducir una respuesta inmunoldégica en el huésped.

Estd contemplado que las composiclones de la presente
invencion seran utilizadas para formular vacunas que
contienen antigenos derivados de una amplia variedad de

fuentes. Por eJemplo, los antigenos pueden incluir antigenos
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humanos, bacterianos, o0 acido nucleico viral, patégenos
derivados de preparaciones de antigenos o antigénicos,
preparaclones antigénicas de antigenos derivadas de
tumores, antigenos derlvados de huéspedes, Incluyendo
péptidos GnRH e IgE, protelnas o péptidos producidos de
manera recombinante, y protelnas quiméricas de fuslén.

De preferencla, las formulaciones de vacuna de la
presente Invencién contienen un antigeno o composicion
antigénica con capacidad para promover una respuesta
inmunolégica contra un patégeno humano, cuyo antigeno o
composicion antigénica es derivada del VIH-1, (tal como, Tat,
nef, gp120 &6 gp164Q), el virus de herpes humano, tal como el
gD o derlvados del mismo, o |la proteina Inmediata Temprana
tales como la protelna I1CP27 del HSV1, 6 HSV2, el
citomegalovirus ((especie Humana), (tal como el gB o
derivados del mismo), el virus Epstein Barr (tal como el gp350
o derivados del mismo), el virus de Varicela Zoster (tal como
gpl, Il y IE63), 0 un virus de hepatitis, tal como el virus de
hepatitis B (por eJemplo, antigeno de superficie de hepatitis B
o un derivado del mismo), virus de hepatitis A, virus de
hepatitis C, y virus de hepatitis E, o de otros patégenos
virales, tales como paramixovirus: Virus Respiratorio
Sincitial, (tal como protelnas F y G o derivados de los
mismos), virus de la parainfluenza, virus del sarampién, virus

de las paperas, virus del papiloma humano (por ejemplo,
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HPVS6, 11, 16, 18, ..), flavivirus (por ejemplo, Virus de la
Fiebre Amarilla, Virus del Dengue, virus de encefallitls portada
por las garrapatas, Virus de Encefalitis Japonesa), o virus de
influenza (todos los virus vivo o inactlvado, el virus de
influenza fragmentado, cultivado en huevos o células MDCK,
o células Vero, o los virusomas completos del flu (tal y como
los describlé R. Gluck, en Vaccine, 1882, 10, paginas 915 a
920), o proteinas purificadas o recombinantes de los mismos,
tales como proteinas HA, NP, NA, 6 M o combinaciones de las
mismas), o derlvados de patégenos bacterianos, tales como
Neisseria spp. Incluyendo N. gonorrhea y N. meningitidis (por
ejemplo, polisacéridos capsulares o conjugados de Ilos
mismos, proteinas de enlace de transferrina, protefinas de
enlace de lactoferrina, PilC, y adhesinas); S. pyogenes (por
ejemplo, protelnas M o fragmentos de los mismos, proteasa
C5A, 4acidos lipoteicoicos), S. agalactiae, S. mutans; H.
ducreyi; Moraxella spp, incluyendo M catarrhalis, también
conocido como Branhamella catarrhalis (por ejemplo,
adhesinas e invasinas de bajo peso molecular); Bordatella
spp, Incluyendo B. pertussis, (por eJemplo, pertactina, toxina
de pertusis, y derivados de Ilos mismos, hemaglutinina
filamentosa, ciclasa de adenilato, fimbriae), B. parapertussis
y B. bronchiseptica;, Mycobacterium spp., Incluyendo M.
tuberculosis (por ejJemplo, ESATE8, Antigeno 85A, -B, 6 -C), M.

bovis, M. leprae, M. avium, M. paratuberculosis, M.
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smegmatis; Legionella spp, Incluyendo L. pneumophila;
Escherichia spp, incluyendo E. coll enterotéxico (por ejemplo,
factores de localizaciéon, toxinas débiles al calor o derivados
de los mismos, toxinas estables en el calor o derivados de las
mismas), E. coli enterohemorrdgico, E. coli enteropatogénico
(por sjemplo, toxina similar a la toxina shiga o derivados de
la misma); Vibrio spp, Incluyendo V. cholera (por ejemplo,
toxina del célera y derivados del mismo); Shigella spp,
incluyendo S. sonneil, S. dysenteriae, S. flexnerii; Yersinia
spp, Incluyendo Y. enterocolitica (por ejemplo, una protelna
Yop), Y. pestis, Y. pseudotuberculosis; Campylobacter spp,
incluyendo €. Jjejuni (por ejemplo, toxinas, adhesinas e
Invasinas), y C. coll; Salmonella spp, incluyendo S. typhi, S.
paratyphi, S. choleraesuis, 8. enteritidis; Listeria spp.,
incluyendo L. monocytogenes; Hellcobacter spp, incluyendo
H. pylori (por ejemplo, ureasa, catalasa, toxina de
vacuolacién); Pseudomonas spp, Incluyendo P. aeruginosa;
Staphylococcus spp., incluyendo S. aursus, S. epidermidis;
Enterococcus spp., Incluyendo E. faecalis. E. faecium;
Clostridium spp., incluyendo C. tetani (por ejemplo, toxinas
del tétano y derivados de la misma), C. botulinum (por
eJemplo, toxinas del botulino y derivados del mismo), C.
difficile (por ejemplo, toxinas de clostridium A ¢ B, y
derlvados de las mismas); Bacillus spp., Iincluyendo B.

anthracis (por ejemplo, toxinas de botulino y derivados de los
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mlsmo.s); Corynebacterium spp., incluyendo C. diphtheriae
(por ejemplo, toxinas de difteria y derivados de las mismas);
Borrella spp., incluyendo B. burgdorferi (por ejemplo, OspA,
OspC, DbpA, DbpB), B. garinii (por ejemplo, OspA, OspC,
DbpA, DbpB), B. afzelii (por eJemplo, OspA, OspC, DbpA,
DbpB), B. andersonii (por ejemplo, OspA, OspC, DbpA,
DbpB), B. hermesil; Ehrlichia spp., incluyendo E. equl y el
agente de la Ehrlichiosis Granulocltica Humana; Ricketisia
spp, incluyendo R. rickettsil; Chiamydia spp., incluyendo C.
trachomatis (por ejemplo, MOMP, protelnas de enlace de
heparina), C. pneumoniae (por ejemplo, MOMP, proteinas de
enlace de heparina), C. psittaci; Leptospira spp., Incluyendo
L. Interrogans; Treponema spp., incluyendo T. pallidum (por
ejemplo, las protelnas raras de la membrana exterior), T.
denticola, T. hyodysenteriae; o derivados de parasitos, tales
como Plasmodium spp., incluyendo P. falciparum; Toxaplasma
spp., incluyendo T. gondii (por ejemplo, SAG2, SAG3, Tg34),
Entamoeba spp., incluyendo E. histolytica; Babesla spp.,
incluyendo B. microti; Tripanosoma spp., incluyendo T. cruzi;
Glardila spp., incluyendo G. lamblla; Leshmania spp.,
incluyendo L. major; Pneumocytis spp., incluyendo P. carinni;
Trichomonas spp., Incluyendo T. vaginalis; Schisostoma spp.,
incluyendo S. mansoni, o derivados de levadura, tales como
Candida spp., incluyendo C. albicans; Cryptococcus spp.,

incluyendo C. neoformans. En un aspecto preferido de la
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presente Invencién, la torta de vacuna que se disuelve
rdpidamente para la administracién oral, no comprende el
rotavirus.

Las vacunas bacterianas preferidas comprenden
antigenos derlvados de Sireptococcus spp., incluyendo S.
pneumoniae (por ejemplo, polisacaridos capsulares vy
conjugados de Ilos mismos, PsaA, PspA, estreptolisina,
proteinas de enlace de collna), y el antigeno de proteina
Pnaumolsin {(Bilochem Biophys Acta, 1989, 67, pagina 1007;
Rubins et al., Microblal Pathogenesis, 25 péginas 337 a 342),
y los derivados destoxificados mutantes de los mismos
(Documentos, WO 90/069851; WO 98/03884). Otras vacunas
bacterianas preferidas comprenden antigenos derivados de
Haemophilus spp., Incluyendo H. influenzae tipo B (por
ejemplo, PRP y conjugados del mismo), H. Influenzae, que no
se puede tipificar, por sjemplio, OMP26, adhesinas de alto
pesc molecular, P5, P6, proteina D y lipoproteina D, vy
fimbrina y péptidos derivados de fimbrina (Patente
Norteamericana No. 5,843,464), o variantes de coplas
maltiples o proteinas de fusiéon de los mlsmos. Otras vacunas
bacterlanas preferidas comprenden antigenos derivados de
Morexella Catarrhalis (incluyendo vesiculas de membrana
exterior de los mismos, y OMP108 (Documento WO 97/41731))
y de Nelsseria mengitidis B, (incluyendo las vesiculas de

membrana exterior de las mismas, y NspA (Documento WO
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98/29412).
Los derivados del antigeno de Superficle de la Hepatitis
B son bien conocidos en l|la técnica e Incluyen entre otros

aquellos antigenos PreS1, PreS2 S establecidos descritos en

las Solicitudes de Patentes Europeas EP-A-414 374; EP-A-

0304 578, y EP 188-474. En un aspecto preferido Ila
formulacién de vacuna de la presente invencién, comprende
el antigeno del VIH-1, gp120, especialmente cuando es
expresado en las células CHO, En una modalldad adicional, la
formulacién de vacuna de la presente invencién comprende el
gD2t, tal y como se definlé anteriormente.

En una modalidad preferida de |la presente invencion, las
vacunas comprenden un antigeno derivado del Virus del
Papiloma Humano (HPV) considerado como el responsabie de
las verrugas genitales, (HPV 6 6 HPV 11 y otros), y el virus
del HPV responsable del cancer cervical (HPV16, HPVi8 y
otros).

Las formas particularmente preferidas de (a vacuna
profiladctica o terapéutica para las verrugas genitales
comprenden particulas o capsémeros L1, y con una proteccién
que comprenden uno o més antigenos seleccionados del HPV
6 y HPV 11, las proteinas E8, E7, L1, y L2. Las formas mas
preferidas de protelna de fusion son: L2E7 descritas en el
documento WO 96/26277, y la proteina D(1/3)-E7 descrita en
la patente del Reino Unido GB97179853.5 (PCT/EP98/05285).

&)
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La vacuna terapeéutica o profilactica preferida para la
infeccién cervical por HPV o cancer, la composiciébn puede
comprender antigenos de HPV 16 6 18. Por ejemplo, los
monémeros del antigeno L1 6 L2 o los antigenos L1 y L2
presentados junto como una particula similar al virus (VLP) o
la protelna L1 presentada solo en una estructura de
capsdomero VLP. Dichos antigenos y particulas similares al
virus y capsémeros, son conocidos de por sl. Ver por eJemplo,
los documentos WO094/00152, WO094/20137, W084/05792, y
WO093/02184. Las proteinas tempranas adicionales se pueden
inclulr solas o como proteinas de fusion, tales como
preferentemente E7, E2 6 E5 por ejemplo y las modalidades
particularmente preferldas de éstas incluyen un VLP que
comprende la proteina de fusién L1E7 (documento WO
96/11272).

Los antigenos del HPV 16 particularmente preferidos
comprenden las protelnas tempranas E6 6 E7 o en fusién con
una proteina del portador D para formar las fusiones de
protelna D - E6 & E7 del HPV168, o combinaciones de las
mismas o combinaciones de E8 6 E7 con L2 (documento WO
98/26277). Alternativamente, las proteinas tempranas de
HP16 6 18 E6 y E7 pueden ser presentadas en una sola
molécula, preferentemente como una fusiéon de Protelna D-
E6/E7. Dicha vacuna puede contener opcionalmente, ya sea

proteinas E6 6 E7 o ambas del HPV 18, preferentemente en la
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fusién D EB/E7.

LLa vacuna de |la presente invencién puede comprender
adicionalmente antigenos de otras cepas de HPV,
preferentemente de las cepas HPV 8, 11, 31, 33, 6 45.

Las vacunas de |a presente invencidn comprenden
ademéas antigenos derivados de parasitos que ocasionan la
Malaria. Por ejemplo, los antigenos preferidos de Plasmodia
falciparum incluyen RTS,S y TRAP. La RTS es una protelina
hibrida que comprende substancialmente toda la porclén de la
terminal C de Ila proteina de! clrcunsporozoite (CS) de
P.falciparum enlazada por medio de cuatro aminoacidos de la
porcién preS2 del antigeno de la superficle de |la Hepatitis B
al antigeno de la superficie (S) del virus de |la hepatltis B. Su
estructura completa se describe en la Solicitud de Patente
Internacional No. PCT/EP982/02591, publicada bajo el Namero
de documento WO 83/10152, que reclama la prioridad de la
solicitud de patente del Reino Unido No. 81243980.7. Cuando
es expresada en el RTS de la levadura, es producida como
una particula de lipoprotelna, y cuando es co-expresada con
el antigeno S del HBV produce una particula mezclada
conocida como RTS,S. Los antigenos del TRAP se describen
en la Solicitud de Patente Internacional No. PCT/GB89/008985,
publicada bajo el documento WO 80/01496. Una modalidad

preferida de la presente Invencién, es una vacuna contra la
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Malaria en donde |la preparacion antigénica comprende una
combinacidon de antigenos RTS,S y TRAP. Otros antigenos de
la plasmodia que son candidatos probables para ser
componentes de una vacuna de etapas miultiples para la
Malarlia,son P. faciparum MSP1, AMA1, MSP3, EBA, GLURP,
RAP1, RAP2, Secuestrina, PfEMP1, Pf332, LSA1, LSA3,
STARP, SALSA, PfEXP1, Pfs25, Pfs28, PFS27/25, Pfs16,
Pfs48/45, Pfs230 y sus anadlogos en el Plasmodium spp.

Las formulaciones también pueden contener un antigeno
anti-tumor y ser (tileas para los cénceres de tratamlento
Inmunoterapéutico. Por ejemplo, la formulacién adyuvante
encuentra utilidad en antigenos de rechazo al tumor, tales
como aquellos para los canceres de la préstata, mama, colo-
rectal, puimén, pancreético, renal o melanoma. Los antigenos
;:Ie ejemplo Incluyen MAGE 1 y MAGE 3, y otros antigenos
MAGE para el tratamiento del melanoma, PRAME, BAGE, 6
GAGE (Robbins and Kawakaml, 1988, Current Opinions In
Immunology 8, paginas 628 a 636; Van den Eynde et al.,
International Journal of Clinical & Laboratory Research
(presentada en 18987); Correale et al. (1997), Journal of the
National Cancer Institute 88, pagina 293. Indudablemente
estos antigenos son expresados en un amplio rango de tipos
de tumores, tales como melanoma, carcinoma de pulmén,
sarcoma y sarcoma de la vejiga. Otros Antigenos Especificos

del tumor, Incluyen pero no estan restringidos a, el antigeno
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especifico de la Préostata (PSA) 6 Her-2/neu, KSA (GA733),
MUC-1, PRAME, el antigeno carcinoembrionario (CEA), PSCA
(PNAS 95(4), paginas 1735 a 1740 19988), PSMA, P501S8
(sequence ID no 113 del documento Wo098/37814) también
conocldo como PS108 o prostelina (documento WO 88/505687).
Otro antigeno del tumor es |a prostasa, una proteasa de
serina especlifica de la préstata (similar a la tripsina), que se
describe en |la publicaciéon de Ferguson, et al. en (Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA 19888, 88, péaginas 3114 a 3118) y en las
Solicitudes de Patente Internacionales Nos. WO 988/12302 (y
también la patente concedida No. us 5,955,308
correspondiente), el documento WO 98/20117 (y también las
patentes concedidas US 5,840,871 y US 5,786,148
correspondientes), (calicreina especlifica de |la prbstata) y el
documento WO 00/04149 (P703P). Se conocen otros
antigenos especificos de la prostata por el documento
Wo0988/37418, y el documento WO/004149. Otro antigeno es el
STEAP PNAS 96 paginas 14523 a 14528 7 a 12, 1999. Otros
antigenos asociados con tumores Gtlles en el contexto de
la presente invencién Incluyen: Plu-1 J Biol. Chem 274
(22) paginas 15633 a 15645, 1909, HASH-2 (documento
WO 01/62778), Cripto (Salomén et al Bloessays 198, 21
paginas 81 a 70, la Patente Norteamericana No. 5654140).
Criptina Patente Norteamericana No. 5 281 215,

Adicionalmente, los antigenos particularmente importantes

é)f
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para las vacunas en la terapla del céncer comprenden
también tirosinasa y survivina.

Otros antigenos especificos del tumor son adecuados
para utilizarlos en la presente Invancién e Incluyen, pero no
estan restringidos a gangllosidos especificos del tumor, tales
como GM2, y GM3 o conjugados de los mismos a protelnas
portadoras y dicho antigeno puede ser una hormona auto
péptida, tal como una hormona de liberacién de hormona de
Gonadotrofina de Ilongltud total (GnRH, documento WO
95/20600), un péptido largo de 10 aminoacidos cortos, Gtiles
en 'el tratamlento de muchos céanceres y en la
inmunocastracion.

Esté previsto que las composiciones de l|la presente
invencién serén utilizadas para formular vacunas que
contienen antigenos derivados de Borrella sp.. Por ejemplo,
los antigenos pueden incluir acido nucleico, un antigeno
derivado de uh patégeno, o preparaciones antigénicas,
proteinas o péptidos producidos de manera recombinante,
proteinas de fusién quimérica. En particular, el antigeno es
OspA. La OspA puede ser una protelna completamente
madura en una forma llpidada en virtud de la célula huésped
(E.Coll) denominada (Lipo-OspA) y un derivado no lipidado.
Dichos derivados no lipidados incluyen la protelna de fuslén
NS1-OspA no lipidada l|a cual tiene Ilos primeros 81

aminodcidos en la terminal-N de la proteina no estructural

L®
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(NS1) del virus de la influenza, y la proteina OspA completa,
y otra, MDP-OspA es una forma no ilpldada de 3 aminoéacidos
adiclonales de la terminal-N portadores de la OspA.

Las vacunas de la presente invencién pueden ser
utilizadas para la profilaxis o la terapia de |la alergia. Dichas
vacunas comprenderian alérgenos especlificos (por ejemplo,
Der p1) y antigenos alergénicos no especificos (por ejemplo,
péptidos derilvados del IgE humano, que incluyen pero no
ostan restringidos al decapéptido (Patente Europea EP 0 477
231 B1)).

Al momento del uso antes de la administracién, las
composiciones de acuerdo con la presente invencién son
generalmente reconstituildas en un diluyente o vehiculo
farmaceéuticamente aceptable. Los ejemplos de los diluyentes
farmacéuticamente aceptables incluyen agua y solucién
salina. La reconstitucién de la composicién o la vacuna, de
preferencia se hace Justamente antes de la administracién de
la composicién al paciente. Preferentemente, el tiempo de
disolucién de Ila torta es menor de 10 segundos, mas
preferantemente menor de &5 segundos, preferentemante
menor de 3 segundos y atn mas preferentemente menor de 1
segundo.

En algunas modalldades de la presente invencién, los
antigenos seran formulados con un vehliculo farmacéutico.

Los vehiculos farmacéuticos adecuados para utilizarlos en la

¢4



10

15

20

25

29

vacuna de acuerdo con |la presente invencién, incluyen
aquellos conocidos en la técnica como que son adecuados
para la administracién oral, especialmente para los nifos.

También puede ser provechoso formular el virus de la
presente invencidn en vehiculos basados en l[lpidos, tales
como virosomas o liposomas, en emulsiones de agua en
aceite o con particulas del vehiculo.

Los inmunoestimulantes adicionales que pueden ser
incluidos de manera ventajosa son derivados de saponina,
tales como QS21, y el lipido monofosforilo A, en particular el
lipido monofosforilo A 3-de-O-acilado (3D-MPL). Las
saponinas purificadas como adyuvantes se describen en el
documento WO 98/56415. Las saponinas y el IIpido
monofosforilo A pueden ser empleados por separado o0 en
comblnacién (por ejemplo, documento WO 84/00153) o
pueden ser formulados en sistemas adyuvantes junto con
otros agentes. El 3D-MPL es un adyuvante bien conocido
fabricado por RIbi Immunochem, de Montana y su fabricacioén
se describe en la patente GB 2122204,

El hidréxido de aluminlo es un componente
particularmente preferldo de una composiciébn de vacuna de
acuerdo con la presente Invencion.

De manera conveniente, una soluclén de la composicion
antigénica de acuerdo con la presente invencién y obtenida

después de la reconstitucién es una solucién isoténica. En
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una modalidad preferida, el pH de la composiciéon de la
presente Invencién es desde aproximadamente 6 hasta
aproximadamente 10, preferentemente de aproximadamente 7
hasta aproximadamente 8. La composicién antigénica de la
presente invencién cuando es reconstituida es administrada
en la mucosa © parenteralmente, de preferencia
parenteralmente, y mas preferentemente mediante una
inyecclén intravenosa, subcutanea, o intramuscular. Sin
embargo, se pueden prever formulaciones tales que de ser
necesarilo, se puedan administrar en otra forma de
dosificacién asociada (por ejemplo, rociados nasales y otras
formas de mucosas).

Las composiciones de acuerdo con la presente Invenclén
cuando son para la administracién parenteral, pueden ser
empacadas en aparatos adaptados de manera conveniente
para la aplicacién farmacéutica, por ejemplo, jeringas, frascos
o ampolletas, de modo que la adicién del dlluyente o vehlculo
permita la preparacién en el sitio de una solucién acuosa del
ingrediente activo en una forma adecuada para |la
administracién inmediata al paciente. Dichos aparatos forman
un aspecto adicional de la presente invencién. Cuando son
para la administraciéon en la mucosa, las formulaciones
liofilizadas o0 secas pueden ser proporcionadas de manera
convenlente en la forma de tabletas en un empaque blister

farmacéutico.
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En otro aspecto de ia presente invencidén proporciona

una composicién que comprende una bacteria o virus vivo

atenuado, o un vector viral o bacteriano vivo, en donde la

composicién es un soélido liofilizado o un sélido 'seco de

. acuerdo con la presente Invencién, con capacidad para la

disolucién Inmedlata cuando es administrado al paciente.

Las vacunas de la presente Invencién pu|eden ser
formuladas y administradas mediante técnicas conocidas,
utllizando una cantidad adecuada del virus vivo para producir
la proteccién efectiva contra la Iinfeccién, sin los efectos
laterales adversos importantes de las vacunas tipicas. Una
cantidad adecuada del virus vivo ser4 generalmente entre 10*
y 107 ffu por dosis. Una dosis tipica de vacuna puede
comprender de 10° a 10° ffu por dosis y puede ser
adml_nlstrado en varias dosis por un periodo de tiempo, por
ejemplo, en dos dosis administradas con intervalos de dos
meses. Sin embargo, se pueden obtener beneficios tenlendo
més de 2 dosis, por ejemplo, un régimen de dosis de 3 6 4,
particularmente en los palses en desarrollo. El Intervalo entre
las dosls puede ser un perlfado 'mayor 0 menor de dos meses.
Una cantidad o6ptima del virus vivo para un régimen de una
sola dosis o para un régimen de dosis militiples y una
programacién o6ptima pra' las dosis, puede ser asegurada

mediante los estudios estandar que comprenden Ila

observacion de los titulos del anticuerpo y otras respuestas
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en los sujetos.

La cantidad de protelna en cada dosis de vacuna es
seleccionada como una cantidad, la cual Induce una
respuesta Inmunoprotectora sin los efectos |laterales adversos
importantes en las vacunas tipicas. Dicha cantildad variara
dependiendo de cual Inmunogén especlifico es empleado y
como estid presentado. Generalmente, se espera que cada
dosis comprenderda de 1 a 1000 uyg de proteina,
preferentemente de 1 a 500 ug, preferentemente de 1 a 100
Mg, ¥ mas preferentemente de 1 a 50 uyg. Una cantidad 4ptima
para una vacuna particular puede ser asegurada mediante
estudlos estdndar que comprenden la observacién de las
respuestas inmunolégicas apropiadas en los sujetos. Después
de la_vacunacibn iniclal, los sujetos pueden recibir una o
varias inmunizaciones de apoyo separadas adecuadamente.
Descripcién Detallad v 1én

La presente invencién se ilustra por medio de los
siguientes ejemplos. .
EjJemplo | '
Concentraclén méxima de regulador PO,-NaCl que
proporcilona una torta llofllilzada aceptable, utllizando
azdcares de llofillzaclén esténdar
1.1 Introduccién

Se presentaron varias concentraciones del regulador de

fosfato (PO.)/NaCl a un ciclo de liofilizacidn estandar.

(4
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El regulador de Fosfato — NaC! fue comparado con un
regulador de fosfato simple libre de NaCl).

En esas preparaclones, las concentraciones fueron
ajustadas con el objeto de tener una presién iso-osmética
comparable en cada regulador para una dilucidn similar
(incluyendo la contribucién de la presién osmética del
carbohidrato). En todas las tablas que se presentan a
continuacién, se reporta |la concentracién presente en la

formulacién flnal justamente antes del paso de liofilizacién.

E| PO, / NaCl PO,

B 87120 mMm 120 mM
6 760 mM 90 mM

4 1 60 mM 60 mM

0 2/ 30 mM 30 mM
1715 mM 15 mM

0

B

1.2. Resultados
El aspecto de la torta es evaluado de acuerdo con los
criterlos que se encuentran enumerados en el EJemplo 3.2.

1.2.1. Composiciones de sacarosa (3.15%)

0O O B E

£2
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tortaent= 1W | torta ent=2w
tortaent=0 sT°c e Resultados
1o torts 10 torta 1o tofte Folld
no torta o torte no torta Falld
retractada Retrectada Rectrectada Falld
goraments | (Ogeraments figeramente " Puse
retractada recireciada retrectada
ligesmmants igeramants Igeraments Pase
rebractade otractada retractade
tortaent=1W | tortaent=2W
twtaent=0 e sre Resultadosa
Egeramenta retrectada retractada Falld
retractads
geraments Igeraments ligeramente Pasa
retractada retraciada retractnda
BOmM 218 | Sgeraments Bgeraments figeraments Puse
retractada retractada retractada
30mM 160 | ligeraments | ligeraments igeraments Pasa
retractada retractada retractada
15mM 127 | lgeraments | Ugeraments Egeramants Pasa
retractada retactada reiractada
1.2.2. Composiciones de maltosa (3.15%)
H I
mOsm / torta
sl e Imr-o torta THIWSTC | e Inum
8-120mM | 289 o torta no torta no forta Falld
68-90mM | 267 | retractade retractada retractada Fald
4-80mM | 208 retraciada retraciada retactads Falid
Z30mM | 145 | Ugemments | ligeraments Tperaments Posa
retraciada retractada retraciada
1-15mM | 113 | lgemments | igeraments igeramenta Pasa
retractada mtraciada retractade
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mOsm torta
PO, o toriaT=0 |toiaTwWaTC| . .. Resultsdos
120mM | 334 | Ogemmenta retractads retractada Felld
retraciada
90mM 272 | igemmants retructade retraciada Fello
retractada
[l 6omM | 218 | igemmems | fAgeraments igeramenta Pasa
retractads retractada retractada
R| ™ 3omm 153 | Ugeraments | ligeraments Tigeraments Pasa
retractada retraciada refraciada
-] 15mM 117 |tona agradable| ligaraments ligaramerts Pasa
retractada retraciada
1.2.3. Composiciones de trehalosa (3.15%)
mQem / torta
PO,NaCl ka trtaT=0 |totaTwiwdTc| . L., Rasultados
6120mM | 312 no forta no torta 1o torta Falld
—6-80mM | 205 o orta no ore o ora Falo
400mM | 204 retractada rraciade retractada Fald
2-30mM | 142 | ligeraments ligaraments ligeraments Pasa
retractada retrecieda retactada
1-15mM [ 112 | ligeraments | ligeraments ligeraments Pasa
retractada retractada retractada
I
mOem / torta
ro, " ko tortaTu0 |toraTeiWarc| L oov.. Resultados
120mM | 328 retractada retactads retractade Falld
S0mM 263 retracinda retactada retractada Fand
— 6OmM | 215 | ligeramente | Ifigoraments Tigeramente Pasa
retracieda retaciade retractada
30mM 148 | ligeramente ligaraments ligeramente Pasa
retractada retactsda retraciada
[ 15mM 11 ligeraments ligaraments ligeraments Pasa
retraciada retraciada retractada

[com [N s [N e [
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1.2.4. Composiciones de rafinosa (3.15%)

mOam / - torta

PQNaCl ko tortaT=0 |totaTetwWsre| Lo, Resuitados

8120mM | 288 no torts no torta no torta Falld

6-80mM | 232 retractada rwtraciada retractada Fai

480mM | 188 | liperaments wisciada retractada Fahd
refraciada

2-30mM | 111 | fgeraments | fgeraments ligeroments Pase
retraciada rotractads retracteda

1-15mM | 70 lgorements | lgeramants igeramentn Pasa
retractads retraciads retractada

mOsm / forte
PO, - tortaT=0 [tortaTeiwarc| . o, Resultados

120mM | 260 | Ngeraments ligeraments Tgeramenta Pasa
retractada retractads retraciada

80mM 31 igeraments Igemments Bgeraments Pasa
retraciada retracteds retraciade

80mM 173 | ligeraments igerements ligeraments Pasa
retractada retractnda retractada

30mM 118 | ligeraments | ligeramenta Iigaraments Pase
retracteda retractada ratractada

18mM 80 ligeraments ligeramente ligersments Pasa
retractada mvrectada retractads

1.2.5. Conclusiones

La presencia del fosfato (PO,)/NaCl en ia férmuia no es
compatible con la liofilizaciéon. Indudablemente, la estructura
de la torta resultante no es aceptable cuando se utlliza una
concentracién mayor de 2 mM de PO,/30 mM de NaCl. La
sacarosa, maltosa, trehalosa, y rafinosa dan Jlos mismos
resultados que cuando se utiliza el regulador PO,/NaCl.

El NaCl es claramente responsable de los malos

resultados durante la liofilizacién. Indudablemente, se pueden
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alcanzar concentraciones mucho méas altas que el regulador
PO, (libre de NaCl):

- hasta 120 mM de PO, con rafinosa

- hasta 90 mM de PO, on sacarosa

- hasta 60 mM de PO, para maltosa y trehalosa
1.3. Vista artistica de la adaptaclén molecular de Ila
sacarosa

La figura 2 muestira una vista artistica de la adaptacioén
molecular amorfa de la sacarosa en ausencla de NaCl. Las
moléculas de agua restantes no se muestran.

La estructura de la torta llofllizada estad constituida
esenclalmente en |las interacclones moleculares de “sacarosa
a sacarosa”. Esas interacciones Intermolecular son los
resultados de la orientacion molecular, |la conformacién
molecular y los radlos atébmicos de Ilos éatomos
constituyentes.

Debido a la estructura amorfa (alto grado de desorden
entre las moléculas), las Interacciones intermoleculares son
més débiles comparadas con aquellas que se encuentran
generalmente en una estructura cristalina (alto grado de
orden entre las moléculas).

A modo de comparacién, la figura 3 muestra una vista
artistica de la adaptacién molecular amorfa de
aproximadamente 80 mM de sacarosa en la presencia de 60

mM de NaCl. Las moléculas de agua restantes no se
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muestran.

Las interacciones moleculares de "sacarosa a sacarosa”
son perturbadas por la interaccién iénica del cloruro de sodio.
Los resultados experimentales mostraron en el Ejemplo I, que
la presencia del NaCl disminuye Ilas Interacciones
intermoleculares de "azlcar a azlcar".

EJemplo Il

Evaluaclén de varlos carbohldratos (o exciplentes)
que conducen a una torta llofllizada aceptable en una
concentraclén fijJa determinada de PO, (4mM) - NaCl
(60mM).

El valor objJetivo para estos experimentos ha sido
establecido en una concentracién de PO, (6mM) - NaCl
(60mM), una concentracién de NaCl la cual, como se muestra
en el ejemplo |, conduce a una estructura Inaceptable de la
torta liofillzada y la cual se alcanzé con frecuencia en una
solucion antigénica final después de la purificacién.

Experimento 1

Consol i | estruct | torta utilizando
moléculas de carbohl t ue _exhiben unpa funecién

rboxilica, ademas de 8 rosa convenclo

El 4cido lactobifnico se llustra en la figura 1.

Sacarosa PO,/ NeCl Derivado de mM Torta Tortasn 1] Rasuliados
carbohidruto wiIrc
208% | 4 mM/60 mM | Lactoblonato de| 9.8 mM| Ligeremente | Ligeramente Pasa
Ca- retracieda retractada
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Experimento 2

ién I astructura de t tilizan
moléculas de carbohidrat ue exhiben una funcidén

carboxllica, en ausencia de sacarosa.

Por lo tanto, en la serie de lactobionato, la naturaleza
de la sal (Na, Ca, o contra-ién Tris) juega un rol importante
en las Interacciones de “azlcar a azdcar". Esta molécula tris
es mas grande (comparada con el Na), y por lo tanto, esta
empujando las moléculas de “carbohidrato” leJos entre ellas,
reduciendo la interaccién de "azidcar a azdcar®" (comparada
con el Na).

En concentraciones fljas de NaCl:

PO, /NaCl | Derivado de mil de TotaenT=0 Tortn en 1 w| Resufindos
carbohidrsto | carbohidrato rc
m:aomlumb 87 OK OK Pesa

Na
4mM / 60mM |Lacioblonato del 87 Ligeraments reteciada | Ligeraments Pasa
Ca retractada

||
En concentraclones decreclentes de NaCl:

A _ e
PO, /NaCl | Derivado de mM de MOsm| Torta en T| Torta on 1 w| Reauiliados
carbohkirsto | carbohidrato ko =l rc

4mM / 60mM 242 Ligsaments | Ligaraments

retraciada | retrectada

Pasa

251 | Ligsraments | Ligeraments Pasa
retractada l!ll'lm

Torta OK Torta OK Pasa

Pass

Pasa

0.8mM/ [Lacioblonatn
12mM Na
1.6mM/ |Laciobionato

]
4mM / 80mM Llﬂh:’llbﬂ
61
d1 175 Ligermamenta | Ligeraments

24mM/ |Lactoblonato dnl 187 | Ligeraments | Ligeramente
38mM Na _ _
32mM/ |Lactoblonato 219 | Ligerements | Ligeraments | Pasa: Limis

48mM Na reiractada retraciads

3alaiaisai
2
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Experimento 3

Consolldacién de Ia estruct | torta utilizando
moléculas d idrat e exhiben una u n
carboxllica utillzando _ diferente rivados de acldo
car idratos.
PO,/ NaCl | Derivadods | mM desal Na | MOsm [Tortaen T+ Tortaen7w| Rasultados
carbohidrato |de carbohid mikg 0 rc
4mM / 60mM | Galacronico 90 mM 212 | Ligerament | Ligeraments Pasa
retractada | retraciada
4mM 7 60mM | Galacturonico 85mM 265 | Ligeraments | Ligsraments Pasa
reractada | retractada
AmM 7 60mM | Galacturanico 80mM 254 | Ligeraments | Ugeremento Limite
retractada | retractade
#mM 7 60mM | Galacturonico 80mM 254 | Ligeramenta | Ligaramenie Pasa
retectada | retraciada
4mM /60mM | Laciobionico 100mM 260 | Ligeramente | Ligeramens Pasa
retraciada | retractada
4mM/60mM | Laciobidnico 95mM 268 | Ligeraments | Ligeraments Pasa
retraciada | retractada
[4mM /60mM | Lackobidnico 90mM 263 | Ligeraments | Ugeraments | Limite
retactada | retraciade
4mM/ 60mM |Lacioblonaiode|  92mM 277 | Ligeramenis | Ligeraments Pasa
Na- retactads | retractads
4mM / 60mM | Galacturonato 82mM "247 | Ligeraments | Ligeramente Pese
de Na- retractada | retractada
&
EJemplo Illi

Materlal y Métodos

1. Preparaclién de la composicién antigénica

Se prepara una mezcla a granal formulada mediante la
adicién aséptica y el mezclado paso por paso sucesivamente
de las cantidades correctas de agua estéril, la soluclén de
carbohidrato concentrada estéril, soluciones de regulador

concentradas estériles, soluciones de sal concentradas
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estériles y soluciones de antigeno concentirado estéril.

La mezcla a granel formulada es distribuida en frascos
para la liofilizaclén (generalmente frascos de vidrio con 3 mli
de silicona llenados con 0.5 ml de la formula al granel).

El tapétn de hule de liofilizacién es colocado en los
frascos (parcialmente cerrados).

2. Liofllizaclén

Los frascos que contienen (0.5 ml) de Ila vacuna
formulada fueron colocados dentro de un |lliofilizador
previamente enfriado (temperatura -869°C), (Martin-Christ o
Uslfroid), mientras que las condiciones de liofilizacién fuaeron
monitoreadas ajustadas con el objeto de seguir tan cerca
como sea posible la siguiente curva de temperatura en el

tiempo:

Al final del proceso al vaclo, los frascos fueron cerrados
empujando el tapén completamente.

Entonces el tapén es sellado mediante céapsulas de
aluminio.

Los frascos |liofllizados son almacenados a una

temperatura de +4°C hasta el analisis o utillzaclén.
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3. Inspecclién del aspecto de Ia torta
3.1. Estabilidad acelera na temperatura 7°

Diez frascos liofilizados de cada formulacién son
colocados por un periodo de una semana en un horno
ventilado regulado a una temperatura de 37°C, y luego son
almacenados a una temperatura de +4°C. Luego es
Inspeccionada la torta.

3.2. Inspeccion de |a torta

Las tortas liofillzadas son inspeccionadas visualmente
justamente después de la liofilizacidbn y después de la
prueba de estabilidad acelerada (7 dias a una temperatura de
37°C).

El porcentaje de retracciébn es estimado mediante la
medicién del tamafio de las tortas y clasiflcado de acuerdo
con una de las diferentes categorias:

- Retractado significa que el tamafio inicial de la
torta (altura o diAmetro) es reducido por lo menos en un 20%.

- Ligeramente retractado significa que e! tamafio
inicial de la torta (altura o diametro), es un reducido de un
factor maximo del 20%.

- Pasa significa que el tamafio Iniclal de la torta
(altura o dlametro) es reducido no mas del 20% Justamente
después de la llofilizacién, y también después de 1 semana a
una temperatura de 37°C, y tamblén que no ocurrié un cambio

de color después de 1 semana a una temperatura de 37°C.

@)
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- Falla significa que el tamafio inicial de la torta
(altura o didmetro) es reducido por lo menos en un 20%
justamente después de la liofilizaclén y que después de 1
semana a una temperatura de 37°C, o que el cambio de color
ha ocurrido después de 1 semana a una temperatura de 37°C.

La medicion del lado de la torta se hace aplicando una
regla graduada en el fondo de los frascos, y midiendo el
diametro de la torta (o altura) a través del vidrio.

4. Reguladores

Regulador faosfato NacCl también conocido
domésticamente como el “Fosfato 10-150" es selecclonado
debido a que la mayor parte de los antigenos son purificados
en este regulador. Se debe de sefialar que utillzamos una
combinacién de NaHPO, + K;HPO,. EI valor del! pH
selecclonado es obtenido pesando |la proporcién correcta de
NaH:POL/K2HPO,. Por lo tanto, no se utilizé HCI 6 NaOH para
ajustar el pH del regulador.

Cantidades decrecientes: 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, y 0.05 ml de
regulador, son utllizadas durante la formulacién. Siendo
slempre el volumen de llenado final de 0.5 mil.

El regulador de fosfato libre de NaCl es seleccionado
para ser comparado con el regulador de fosfato-NacCl.
Iniciando con 150mM de la solucién, se utillzaron durante la
formulacién cantldades decrecientes: de 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 y

0.05 ml de regulador.



Presl tl
Las mediciones se llevaron a cabo en un osméometro de

uno a diez Tipo Friske.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon antigénica adecuada para el
secado por congelacién, secado rociado, secado rociado por
congelacién, o secado al vaclo que comprende un antigeno
dentro de un medio acuoso, un carbohidrato y opcionalmente
un conservador, caracterizado porque el carbohidrato se
encuentra en la forma de un derivado el cual exhibe porciones
acidas y en donde el medio acuoso comprende una
concentracién de NaCl superior a 15mM.

2. Una composicién antigénica tal y como se describe
en la relvindicaclén 1, caracterizada porque el carbohidrato
se encuentra en |la forma de su derivado de &clido carboxlilico.

3. Una composicién antigénica tal y como se describe
en la reivindicacibn 2, caracterizada porque e! derivado
carboxllico es seleccionado de la lista consistente de &cido
lactobiénico, é&cido glucénico, 4acido glucorénico, é&cldo
galacturénico, y acido galactarico.

4, Una composicién antigénica tal y como se describe
en cualquiera de |as reivindicaciones de la 1 a la 3,
caracterizado porque el medio acuoso contiene wuna
concentracién de NaCl de por lo menos 30 mM.

5. Una composicién antigénica tal y como se describe
en cualqulera de las reivindicaciones de la 1 a la 4, la cual se
encuentra en la forma secada por rociado, secada al vaclo o

secada por congelacion.

&1
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6. Una composiciéon antigénica tal y como se describe
en la relvindicacién 5, la cual se encuentra en la forma

reconstitulda.

7. Una composlicién antigénica tal y como se describe -

en cualquiera de las relvindicaciones de |la 1 a la @6,
caracterizada porque la composicién reconstituida comprende
un adyuvante,.

8. Una composicién antigénica tal y como se describe
en la reivindicaclén 7, caracterizada porque el adyuvante es
seleccionado a partir de: emuilsiéon de aceite en agua,
3D-MPL, CpG, QS21 o una mezcla de dos o més de los
mismos.

9. Una composiciéon antigénica tal y como se describe
en cualquiera de las relvindicaciones de la 1 a la 8,
caracterlzada porque ol antigeno o composicién antigénica es
derivado del grupo consistente de: Virus de Inmunodeficiencia
Humana, virus de Varicela Zoster, Virus de Herpes Simple del
tipo 1, virus de Herpes Simple del tipo 2, citomegalovirus
Humano, virus del Dengue, virus de la Hepatitis A, B, C 6 E,
virus Sincitial Respiratorio, virus de paplloma humano, virus
de Influenza, Hib, virus de Meningitis, Salmonelia, Neisseria,
Borrelia, Chlamydia, Bordetella, Plasmodium o Toxoplasma,
decapéptido de stanworth; o antigenos asoclados con un
Tumor (TMA), MAGE, BAGE, GAGE; MUC-1, Her-2 neu, LnRH,
CEA, PSA, KSA, 6 PRAME, Cripto, HASH2, prostasa, y

9P
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prosteina.

10. Un proceso para |la preparacibn de una
composicién antigénica tal y como se describe en las
reivindicaciones de la 1 a |a 4, el cual comprende mezclar los
ingredientes de la composicion y someter la mezcla a un
procedimiento de liofllizacién, secado al vaclo o secado
rociado.

11. Un proceso para la preparaciobn de una
composicion antigénica tal y como se describe en la
reivindicacién 4, que comprende la mezcla de los ingredientes
de la composicién y ya sea la congelacion de los mismos y el

secado de la mezcla congelada, o el rociado de los mismos.

94
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