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Traduccidn oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE

PFIZER PRODUCTS INC.
Bilingiie inglés- espafol otorgado en Nueva York, Estados Unidos el 14 de julio
de 2003 y firmado por J. Trevor Lumb, Vicepresidente de Pfizer Products Inc.

CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingiie inglés- espafiol, el 14 de julio de 2003 el suscrito notario Kenneth
Greenwood certifica que J. Trevor Lumb ejercia funciones de Vicepresidente de la
Compainiia Pfizer Products Inc., con sede en Groton, Connecticut, Estados Unidos.
Firma del notario ,
Sello notarial: certificado, verificado y autenticado en la Localidad de Egham
en Surrey, 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne EnQal] & Freeman
Sello Notario Pablico en alto relieve rojo.

APOSTILLA

REINO UNIDO DE GRAN BRETARA E IRLANDA DEL NORTE . T
1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte =~ - o = |
Este documento Pdblico ' | -

2. ha sido firmado por K. Greenwood

ejerce funciones de Notario Piblico

4, Lleva el sello de dicho Notario Piblico
CERTIFICADO
5, En Londres 6. E1 17 de julio de 2003
7. Por el Secretario de Estado Principal de su Majpstad para Asuntos

exteriores y de 1a mancomunidad
No. G210435

9, Sello del Secretarioc de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exteriores y de la mancomunidad

10. Firma de R. Bawden - Por Secretario de Estado

§i e] documento se usa en un pais que no es parte de la convencidn de la Haya del 5 de octubre 1961, debe

presentarse en seccidn consular de la mision que representa el pais.

Es traduccidn fiel del inglés, con copia yjarchiwoe para
confrontacién. Bogotd 25 de julio-2003. Xk “XLngg .
Marlen Neir .

MARLEN NEIRA CASTRO
Traductor & Intérprete Oficial
Inglés - Espaiiol - Inglés
Resolucidn No. 2117 del 7 Qct 1987
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OLARTE RAISBECK & FRIERI, L.TDA.
LLEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE C
CALLE 100 No, 8A-55 Piso 10
BoOGoOTA, COLOMBIA
TELEPHONE:. +57-1 638-6200
FAX: +57-1 6386201

www.olarteraisbeck.com

Power of Attorney

The undersigned,

Poder

El suscrito,

Pfizer Products Inc.

domiciled in

domiciliado en

Eastem Point Road, Groton, Connecticut 06340 UsA

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana

Maria Frieri full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to take all steps necessary before any
administrative or judicial authority of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, replies
and oppositions, pay taxes and annuities, request
testimonies, receive documents and securities,
abandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby granted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who are to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them
likewise power to substitute these presents and
revoke such substitutions.

Signature/Firma: wa\ﬁ—-. !

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria

Frieri poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramitar, obtener, defender y hacer
respetar todas y cualquiera de Patentes, Modelos
de Utilidad y Disefios Industriales de la
compafiia en la Republica de Colombia, a cuyo
efecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
Tespuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compaiiia, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a la compafifa judicjal
y extrajudicialmente, responder en juicio a todg

las reclamaciones o demandas que por motiyofls.. . . -

lo encomendado se presentaren, Hmﬂ;}cs'- 1

revocar dichas sustituciones,

Date/Fecha: July 14, 2003

City,Country/Ciudad,Pais: New York, USA

o
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OLARTE RAISBECK & FRIERI, LLTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER— TORRE C
CALLE 100 No. 8A-B5 Piso 10
BoGoTa, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 6386200
FAX: +57-1 638-6201

www.olarteraisbeck.com

Notarial Certification

On this date,
July 14, 2003
The undersigned Notary Public certifies:

1. That \//-7’//&\,@/5 gl

Certificacion Notarial

En esta fecha,

el Notario Publico suscrito certifica:

1. Que

J. Trevor Lumb

of legal age and domiciled in

NEing R, S

signed the foregoing document.

2. That the grantor has executed the foregoing
document as Vice President
of Pfizer Products Inc.

3. That Pfizer Products Inc.,

having its principal place of business located in
Groton, Connecticut, U.S.A.

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney is
granted are within the scope of its corporate
purposes.

4. That the grantor has the authority to execute the
Power of Attorney and that his/her representation is
legal.

5. The foundation for my certifications contained in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following
authentic document(s):

\

NOTARY PUBLIC (Signature):

EXECUTIO 77
Certified Verified and A
In The Town O/fE ay

mayor de edad y domiciliado

New York

suscribié el documento que antecede.

2. Que el otorgante ha suscrito el referido
documento en su caricter de

de

4. Que
con sede principal ubicada en

estd legalmente constituida, que tiene existencia
legal vigente y que los propdsitos para los cuales
se otorga ¢l poder se encuentra dentro de los que
comprenden su objeto social.

4. Que el otorgante tiene la representacion para
suscribir el poder, y que ésta es legitima.

5. El fundamento de mis certificaciones
contenidas en los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibicién
de los (del) signiente(s) documento(s) auténtico(s):




APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1.  Country: United Kingdom of Great Britain and Northem Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irfande du Nord
This public document / Le présent acte public

2. Has been signed by K Greenwood
a été signé par

3. Acting in the capacity of Notary Public
agissant en qualité de

4. Bears the seal/stamp of  The Said Notary Public T
est revétu du sceau/timbre de A

Cenified/Attesté
5. at London/a Londres 6. thefle 17 July 2003

7. by Her Majesty’s Principal Sectetary of State for Foreign and Commonwealth Affairs / :
par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

8.  Number/sous No GZ 1 0435

9. Stamp: 10. Signature: R. Bawden
timbre:

For the Secratary of Stave * Pour le Seceélaive d ‘Erat

If this document is to be used in a country which is not party to the Hague Convention of 5 October 1961, “
it should be presented to the consular section of the mission representing that country,
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CESION

Por contraprestacion valiosa pagada a nosotros por PFIZER PRODUCTS
INC., sociedad constituida en virtud de las leyes del Estado de
Connecticut, Estados Unidos de América. cuya direccién postal completa
es Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340, Estados Unidos de
Ameérica, por el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER
PRODUCTS INC, todo nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro
invento de una nueva y util mejora en EMULSIONES DE ACEITE EN AGUA
MICROFLUIDIZADAS Y COMPOSICIONES DE VACUNAS, e¢n cuanto
respecta a la Republica de Colombia, tal como se indica y describe
plenamente en la especificaciéon y por el presente autorizamos y solicitamos
al Comisionado de Patentes de Colombia expedir dicha patente a nombre de

la citada PFIZER PRODUCTS INC, de conformidad con esta Cesién.

En fe de lo cual, firmamos de nuestro pufio y letra,

Kalamazoo, MI  (Fdo) Paul Joseph DOMINOWSKI
Lugar, fecha y firma - Paul Joseph DOMINOWSKI

Groton, CT, USA 09 de agosto de 2005 (Fdo} Pamela Kay KLOSE
Lugar, fecha y firma - Pamela Kay KLOSE

Lincoln, NE, 28 de julio de 2005 (Fdo) Richard Lee KREBS
Lugar, fecha y firma - Richard Lee KREBS

Kalamazoo, MI 25 de agosto de 2005 (Fdo) Ramasamv Mannar MANNAN
Lugar, fecha y firma - Ramasamy Mannar MANNAN




Por el presente certifico que este es el documento original.
(Fdo) Kay Zummi 02/sept/05

Suscrito y jurado ante mi, el 2 de septiembre de 2005.
(Fdo.) ALBERT L. THEMES, Notario Pablico de Washington Distrito Capital,
cuyo cargo vence el 14 de junio de 2009, segiin consta en su

correspondiente sello notarial.

(Sello Oficial)



10.

APOSTILLA

(Convencién de la Haya del 5 de Octubre de 1961)
Pais: Distrito de Columbia
Estados Unidos de América
El presente documento publico fue firmado por: Albert L. Themes
Que actud en su calidad de Notario Pablico del Distrito de Columbia
Lleva el sello de Albert L. Themes Notario Puablico del Distrito de
Columbia
Se certificod
En Washington D.C.
El 02 de septiembre de 2005
Por parte del Secretario del Distrito de Columbia.
Bajo el Numero 146588
Aparece el sello del Distrito de Columbia

Firmado por Sherryl H. Newman.



Apuostille

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. District of Columbia
United States of America

ALBERT L. THEMES
2. This public document has been signed by

.. . NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE DISTRICT
3. acting in the capacity of

OF COLUMEIA

. ALBERT L. THEMES, NOTARY PUBLIC, D.C.
' 4. bears the seal/stamp of

CERTIFIED

o

at Washington, D.C.
2N SEPTEMBER 2005

6. the day of

7. by Secretary of the District of Columbia

. xo 146588

10. Signature
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corporation organized under the
laws of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address is Eastern Point
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC.,, all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and
useful Improvement in MICROFLUIDIZED OIL-IN-WATER EMULSIONS AND VACCINE
COMPOSITIONS so far as the Republic of Colombia is concerned, as fully set forth and described in the
specification, and I (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said

patent to the said PFIZER PRODUCTS INC. in accordance with this assignment.

In witness whereof I (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

- _' /
gék i @7/ ﬂ‘?ﬁ«gﬁf K

, date and 51gnature Pamela Kay KLOSE
LomesBa JE 29 JKy 05~ —MDZ ﬂl—

Place, date and sfgnature Richard Lee KREBS

Kolawnanze . M1 PARLT T IJ J ,-‘{'(Q“‘\-‘*“*”* /("(Q"'ﬁil*?_f"

Place, date and signature - Ramasamy Mannar MANNAN !
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(12) INTERNA’]‘]ONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organization
International Burean

(43) International Publication Date

14 October 2004 (14.10.2004)

O O O O O D

(10) International Publication Number

WO 2004/087204 A2

(51)

(30)

(71)

= (72)

WO 2004/087204 A2 |1 BTV 0 00100 00O 0

(75)

A61K 39/39

International Patent Classification”:

International Application Number:
PCT/IR2004/000037

Infernational Filing Date: 22 March 2004 (22.03.2004)

Filing Language: English
Publication Language: English

Priority Data:
60/460,301 4 April 2003 (04.04.2003)  US
Applicant (Jor all designated States excepr US): PFIZER
PRODUCTS INC. [US/US]: Eastern Point Road, Groton,

CT 06340 (US).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): DOMINOWSKI,
Paul, Joseph JUS/US]. Plizer Global Research and De-
velopment, 301 Henretta Sueet, Kalamazoo, MI 49001
(US). KLOSE, Pamela, Kay [US/US]: Pizer Global
Research and Development. Eastern Point Road, Groton.
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CT 06340 (US). KREBS, Richard, Lec [US/US]: Phizer
Global Research and Development, 601 West Comhusker
Highway. Lincoln, Nebraska 08521 (US). MANNAN,
Ramasamy, Mannar [US/US} Plizer Global Reseurch
and Development. 301 Henrieta Street. Kalamazoo, MI

49001 (US).

Agents: LUMB, 1., Trevor et al.; Plhizer Inc., 201 Tabor
Road. Morris Plains, N1 07950 (US).
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ZW.
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WO 2004/087204 PCT/1B2004/000937

Microfluidized Qil-in-Water Emulsions and Vacgine Compositions

FIELD OF INVENTION _

This invention relates generally to the field of vaccines and particularly, to adjuvant
formulations for enhancing immune response in veterihary animals. In particuiar, the invention
relates to the use of a submicron oil-in-water emulsion as a vaccine adjuvant for enhancing the

immunogenicity of antigens. Submicron oil-in-water emulsion formulations, vaccine

. compositions containing an antigen incorporated into such emulsions, as well as methods of

'preparing the emulsions and vaccines, are provided by the present invention.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Bacterial, viral, parasitic énd'mycoplasma infections are wide spread in the veterinary
animals such as cattle, swine and companion animal. Diseases caused by these infectious
agents are often resistant to antimicrobial pharmaceutical therapy, leaving no effective means
of treatmént. Consequently, a vaccinology approach is increasingly used to control the
infectious disease in the vete.rinary animals. A whole infectious pathogen can be made suitable
for use in a vaccine formu!atio.n after chemical inactivation or appropriate genetic manipulation.
Alternatively, a protein subunit of the pathogen can be expressed in a recombinant expression
system and purified for use in a vaccine formulation.

Adjuvant generally refers to any material that increases the humoral and/or cellular
immune response to an antigen. The traditional vaccines are composed of crude preparation
of killed pathogenic microorganisms, and the impurities associated with the cultures of
pathological microorganisms could act as adjuvant to enhance the immune fesponse.
However, when homogeneous preparations of pathological microorganisms or purified protein
subunits are used as antigens for vaccination, the immunity invoked by such antigens is poor
and the addition of certain exogenous materials as adjvuant therefore becomes necessary.
Further, synthetic and subunit vaccines are expensive to produce. Therefore, with the aid of '
adjuvant, a smaller dose of antigen may be required to stimulate the immune response, thereby
saving the production cost of vaccines. ,

Adjuvants are known to actin a numbe; of different ways to enhance the immune
response. Many adjuvants modify the cytokine network associated with immune response.
These immunomodulatory adjuvants can exe};t their effect even when‘they are not together with
antigens. In general the immunomodulatory adjuvants cause a general up-regulation of certain
cytokines and a concomitant down regulation of others leading to a cellular Th1 and/or a |
humoral Th2 response,

Some adjuvants have the ability to preserve the conformational integrity of an antigen
so that the antigens can be efficiently presented to app_rbpriate immune effector cells. As a

1
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result of this preservation of antigen conformation 'by the adjuvant formulation, the vaccine
would have an increased shelf-life such as that shown for immune stimulating complexes
(ISCOMs). Ozel M.,et:al.; Quarternary Structure of the lmmunestimn-mlating Complex (Iscom),
J.of Ulirastruc. and Molec. Struc. Res. 102, 240-248 (1989).

Some adjuvants have the property of retaining the antigen as a depot at the site of
injection. As a result of this depot effect the antigen is not quickly lost by liver clearance.
Aluminum salts and the water-in-oil emulsions act through this depot effect for a shorter
duration. For example, one can obtain a long-term depot by using Freund’s COmpIete adjuvant
(FCA) which is an water-in-oil emuision. FCA typically remains at the injection site until
biodegradation permits removal of the_antigén by antigen-presenting cells.

Based on their phy-sicai nature, adjuvants can be grouped under two very broad
categories, namely particulate adjvuants and non-pérticulate adjvuants, Particulate adjuvants
exist as micropakrticles. The immunogen is either able to incorpﬁorate or associate with the
micropartides.'Ahiminum salts, water-in-oil ehwulsions, oil-in-water emulsions, immune
stimulating complexes, liposomes, and nano- and microparticles are examples of parficulate
adjuvants. The non-particulate adjuvants are generally immunomodulators and they are
genérally used in conjunction with particulate adjuvants. Muramyl dipeptide (an adjuvant-active
component of a peptidoglycan extracted from Mycobacteria), non-ionic block copolymers,
Saponins (a complex mixiure of triterpenoids extracted from the bark of the Quillaja saponaria
tree), Lipid A (a disaccharide of glucosamine with two phosphate groups and five or six fatty
acid chains generally C12 to C16 in length), cytokines, carbohydrate polymers, der_ivatized
polysaccharides, and bacterial toxins such as cholera toxin and E. coli labile toxin (LT) are
examples of non-particulate adjuvants.

Some of the best-known adjuvants are combination of non-particulate
immunorodulators and particulate materials which could impart depot effect to the adjuvant
formulation. For example, FCA combines the immunomoduattory properties of Mycobacterium
tuberculosis com ponents along with the short-term depot effect of oil emulsions. '

Oil emulsions have been used as vaccine adjuvant for a long time. Le Moignic and
Pinoy found in 1916 that a suspension of killed Salmonella typhimurium in mi'neral oil increased
the immune response. Subsequently in 1925, Ramon described starch oil as one of the
substances augmentiné the antitoxic response to diptheria toxoid. However, the oil emulsions
did not become popular until 1937 when Freund came out with his adjuvant formulation now
known as Freund's Complete Adjuvant (FCA). FCA is a water-in-oil emulsion composed of
mineral (paraffin) oil mixed with killed Mycobateria and Arlacel A. Arlacel A is principally
mannide monooleate and is used as an emulsifying agent. A!thougﬁ FCA is excellentin
inducing an antibody response, it causes severe pain, abscess formation, fever and

granulomatous inflammation. To avoid these undesirable side reactions, Incomplete Freund's

- Adjuvant (IFA) was developed. IFA is similar to FCA in its composition except for the absence
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of mycobacterial components. IFA acts through depot formulation at the site of injection and
slow release of the antigen with stimulation of antibody-producing cells.

Another approach to improve FCA was based on the notion that replacing the mineral
oil with a biocompatible oif would help eliminate the reactions associated with FCA at the
injection site. It was also believed that the emulsion should be oil-in-water rather than water-in-
oil, because the latter produces a long-lasting depot at the injection site. Hilleman et al.
described an oil-based adjuvant "Adjuvant 65", consisting of 86% peanut oil, 10% Arlacel A as
emulsifier and 4% aluminum monostearate as stabilizer. Hilleman, 1966, Prog. Med. Virol. 8:
131-182; Hilleman and Bealé, 1983, in New Approaches to Vaccine Devel.opment (Eds. Bell, R.
and Torrigiani, G.), Schwabe, Basel. In humans, Adjuvant 65 was safe and potent but
exhibited less adjuvanticity than IFA. Nevertheless, the use of Adjvuant 65 was discontinued
due to reactogenicity for man with certain lots of vaccine and reduction in adjuvanticity when a
purified or synthetic emulsifier was used in place of Arlacel A. U.S. Patents 5,718,904 and
5,690,942 teach that the mineral oil in the oil-in-water emulsion can be rebla_ced with
metabolizable oil for.the purpose of improving the safety profile.

Besides the adjuvanticity and éafety, the physical appearance of an emulsion is also an
important commercial consideration. Physical appearance depends on the stability of the
emulsion. Creaming, sedimentation and coalescence are indicators qf the emulsion instability.

" Creaming occurs when oil and aqueous phaseé of the emulsion have different specific gravity.

Creaming also occurs when the initial droplet size of the emulsion is large and the emulsion
droplets are not having any Brownian motion. When the droplet size is large, there is a
tendency for the interfacial rupture and the droplets coalesce into large particles. The stability
of the emulsion is determined by a number of factors such as the nature and amount of
emulsifier used, the size of the droplet size in the emulsion, and the difference in the density
between the oil and water phase. ' _

Emulsifiers promote stabilization of dispersed droplet by reducing the interfacial free
energy and creating physical or electrostatic barriers to droplet coalescence. Nonionic as well
as ionic detergents have been used as emulsifiers. Nonionic emulsifiers orient at the interface
and produce relati\)ely bulky structures, which leads to steric avoidance of the dispersed
droplets. Anionic or cationic emulsifiers induce formation of an electrical double layer by
attracting counter jons; the double layer rebulsive forces cause droplets to repel one another
when they approach. A

Besides using the emulsifiers, the stability of the emulsion can also be achieved
through reducing the droplet size of the emulsion by mechanical means. Typically propeller
mixers, turbine rotors, colloid mills, homogenizers, and sonicators have been used to.
manufacture emulsions. Microfluidization is another way to increase the homogeneity of the
droplet size in the emulsion. Microfluidization can produce an elegant, physically stable
emulsion with consistent particle size in the submicron range. Besides increasing the stability

of the emulsion, the process of microfluidization allows terminal filtration which is a preferred
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© way of ensuring the sterility of the final product. Moreover, submicron oil particles can pass

from injection sites into the lymphatics and then to lymph nodes of the drainage chain, blood

and spleen. This reduces the likelihood of establishing an oily depot at the injection site which

may produce local inflammation and significant injection site reaction.

Microfiuidizers are now commercially available. Emulsion formation occurs in a

~ microfiuidizer as two fluidized streams interact at high velocities within an interaction chamber.

The microfluidizer is air or nitrogen driven and can operate at internal pressures in the excess
of 20,000 psi. U.S. Patent 4,908,154 teaches the use of microfluidizer for obtaining emulsions
essentially free of any emulsifying agents. |

A number of submicron oil-in-water adjuvant formulations have been described in the
literature. U.S. Patent 5,376,369 teaches a submiCroh oil-in-water emulsion adjuvant
formulation known as Syntax Adjuvant qumulation (SRAF). SAF contains squalene or squa|ane\
as the oil component, an emulsion-forming amount of:Pluronic L121 (polyoxy-proplyene-
polyoxyethylene) block polymer and an immunopotentiating amount of muramyldipeptide.
Squalene is a linear hydrocarbon precursor of cholesterol found in many iissues, notably in the
livers of sharks and other fishes. Squalane is prepared by hydrogenation of squalene and is
fully saturated. Both squalene and squalane can be metabolized and have a good record of
toxicological studies. Squalehe or squalane emulsions have been used in human cancer
vaccines with mild side effects and a desirable efficacy. See, e.g., Anthony C. Allison, 1999,
Squalene and Squalane emulsions as adjuvants, Methods 19:87-93.

U.S. Patent 6,200,884 and International Patent Publication WO 90/14837 teach that

the polyoxy-proplyene-polyoxyethylene block copolymers are not essential for the formation of

submicron oil-in-water emulsion. Moreover, these references teach the use of non-toxic, _
metabolizable oil and expressly exclude the use of mineral oil and toxic petroleum distiltate oils
in their emulsion forrﬁulations. _

U.8. Patent 5,961 ,970 teaches yet another submicron oil-in-water emulsion to be used
as a vaccine adjuvant. In the emuision described in this patent, the hydrophobié component is
selected from the group consisting of a medium chain trigtyceride oil, a veg.e'table oil and a |
mixture thereof. The surfactant included in this emulsion can be a natural biologically
compatible surfactant such as phospholipid (e.g., lecithin) or a pharmaceutically acceptable
non-natural surfactant such as TWEEN-80. This patent also teaches incorporating the antigen
into the emulsion at the time the emulsion is formed, in contrast to mixing the antigen with the

-emulsion after the emulsion has been independently and extrinsically formed.

U.S. Patent 5,084,269 teaches that an adjuvant formulation containing lecithin in
combination with mineral oil causes a decrease in irritation within the host animal and
simultaneously induces increased systemic immunity. The adjuvant formulation resuiting from
US patent 5,084,269 is commercially used in veterinary vaccines under the tlrade name
AMPHIGEN®. The AMPHIGEN® formulation is made up of micelles - oil dropleté surrounded

by lecithin. These micelles aliow more whole cell antigens to attach than traditional oil-based
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adjuvants. Moreover, the AMPHIGEN®-based vaécine formulations contain a low oil content of
2.5 to 5% mineral oil, compared to other vaccine formulations containing oil adjuvants, which
typically contain from 10% to 20% oil. lts low oil content makes this adjuvant-based vaccine
formulation less irritating to tissues at the injection site, resulting in fewer lesions and less trim
at slaughter. In addition, the lecithin coating surrounding the oil dr_oplets further reduces
injectibn site reactions resulting in a vaccine that is both safe and efficacious.

The AMPHIGEN® formulation is used as an adjuvant in a number of veterinary
vaccines and there is need to maintain the physical appearance of the vaccine product during
short and long storage periods as well as at the time of reconstitution. In addition, a lyophilized
antigen is mixed with the pre-made adjuvant formulation just before the injection. This practice
does not always ensure that there is a uniform distribution of the antigen within the oil-in-water
emulsion and the apﬁearance of the emulsion may not be desirable. Moreover, upon standing,
the homogenized emulsion can show phase separation. Therefore, there exists a need for a
stable adjuvant formulation which does not show phase separation upon long shelf-life. One
way to prevent the phase separation is to reduce the droplet size and increase the partiéle
homogeneity of the emulsion. While the process of microfluidization of metabolizable oil-based
emulsion formulations has been documented, microfluidization of oil-in-water emulsions such
as the AMPHIGEN® formulation has not yet been carried out. ’

In the present invention, microfluidization has been used to bring the size of lecithin-
sﬁrrounded mineral oil droplets to submicron size. Unexpectédly, it has been discovered by the
present inventors that microfluidization of vaccine formulations adjuvanted with an oil-in-water
emuision comprised of a mixture of lecithin and oil not only 'improves the physical appearance
of the formulations, but also enhances the immunizing effects of the formulations.

Microfluidized formulati‘ons are also characterized by an improved safety profile,

SUMMARY OF THE INVENTION

It has been unexpectedly discovered by the present inventors that the adjuvant activity
and the safety profile of non-metabolizable oil'based oil-in-water emulsions can be improved
through microfluidization. Antigens incorporated in microfluidized emulsions are stable even
when the antigens are intrinsically incorporated into the emulsions prior to microfiuidization.

Accordingly, in or;e embodiment, the present invention provides submicron oil-in-water
emulsion formulations useful as a vaccine adjuvant. The submicron oil-in-water emulsions of (
the present invention are composed of a non-metabolizable oil, at least one-surfactant, and an
aqueous component, where the oil is dispersed in the aqueous component with an average oil |
droplet size in the submicron range. A preferred non-metabolizable ol is light mineral oil.
Preferred surfactants include lecithin, Tween-80 and SPAN-80.

A preferred oil-in-water emulsion provided by the present invention is composed of an
AMPHIGEN® formulation.
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The oil-in-water emulsions of the present invention can include additional components
that are appropriate and desirable, including preservatives, osmotic agents, bioadhesive
molecules, aﬁd immunostimulatory molecules. Preferred immunostimulatory molecules
include, e.g., Quil A, cholesterol, GPI-0100, dimethyldioctadecylammonium bromide (DDA).

In another embodimenit, the present invention provides methods of preparing a
submicron oil-in-water emulsion. According to the present invention, the various components
of the emulsion, including oil, one or more surfactants, an aqueous component and any other
component appropriate for use in the emulsion, are mixed together. The mixture is subjected
to a primary emulsification process to form an oil-in-water emulsion, which is then passed
through a microfluidizer to obtain an oil-in-water emulsion with droplets of less than 1 micron in
diameter, preferably with a mean droplet size of less than 0.5 micron.

In still another embodiment, the present invention provides vaccine compositions which

contain an antigen and a submicron oil-in-water emulsion described hereinabove. The antigen

is incorporated into the emulsion either extrinsically or intrinsically, preferably, intrinsically.

The antigen which can be included in the vaccine compositions of the present invention
can be a bacterial, fungal, or viral antigen, or a combination thereof. The antigen can take the
form of an inactivated whole or partial cell or virus preparation, or the form of antigenic

molecules obtained by conventional prdtein purification, genetic en'gineering techniques or

chemical synthesis.

In a further embodiment, th.e present invenﬁon provides methods of preparing vaccine
compositions containing an antigen or antigens combined with a submicron oil-in-watef
emulsion. _ '

In preparing the vaccine compositions of the present inventioh, the antigen(s) can be
combined either intrinsically (e.g., prior to microfiuidization) or extrinsically (e.g., after
microfluidization) with the components of the oil-in-water emulsion. Preferably, the antigen is
combined with the components of the oil-in-water emulsion intrinsically.

In still another embodiment, the present invention provides vaccine compositions which
contain a microencapsulated antigen and a submicron oil-in-water emulsion described

hereinabove, where the microencapsdlated antigen is combined with the emulsion extrinsically.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 depicts the process for the batch preparation of non-microfluidized vaccine
compositions. In this process the various vaccine components are added to the addition vessel
on the left and ultimately pumped into the blend vessel where the components are mixed
together through simple mechanical means,

Figure 2 depicts the process for preparation of microfluidized vaccine compositions
éontaining intrinsically incorporated antigen. The various vaccine components are added to the
addition vessel and transferred to the pre-emuision blending unit for mixing through simple
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mechanical means. Subsequently, the emulsion is passed through a microfluidizer and is
collected in the post-microfluidization chamber.

Figure 3 depicts the droplet size distribution of the non-microfluidized AMPHIGEN®
formulation-based vaccine, the microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine, and the
bench blend vaccine preparation.

Figure 4 shows absence of phase separation in the microfluidized vaccine preparation.

Figure 5 depicts a comparison of the stability of antigens intrinsically incorporated in
microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparation (A907505) and three
control, non-microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparations (A904369,
A904370, and A804371). Alf four vaccine preparations were stored at 4°C for two years. At
different points during the storage {0, 6, 12 or 24 months), all four formulations were used to

_vaccinate the three months old cows. Vaccination was done Day 0 and 21 with a 2 mil vaccine

dose and the sera were collected two weeks post second vaccination. Neutralizing antibody
titer for BVD Type 1l virus was determined in each of the serum samples. The data are
presented as the geometric mean for 5 animals. '

Figure 6 shows least squares mean rectal temperature of cattle prior to and following
administration of microfluidized and non-microfluidized vaccines. T01: Placebo group- single
dose; T02: Placebo group - Double dose; T03: Non-microfluidized formulation - Single Dose;
T04: Non-microfluidized formulation - Double dose; T05: Microfiuidized formulation - Single
Dose; T06: Microfluidized formulation - Double dose.

Figure 7 depicts least squares mean injection site reaction volumes observed in cattle
following administration of non-microfluidized and microfluidized vaccine formulations.- T03:
Non-microfiuidized formulation - Single Dose; T04: Non-microfiuidized formulation - Double
dose; T05: Microfiuidized formulation - Single Dose; T06: Microfluidized formulation - Double

dose.

Figure 8 depicts geometric mean IgG titers for recombinant PauA antigen from
Streptococcus uberis after vaccination with the various vaccine formulations containing both
recombinant PauA antigen and E.coli whole cell antigen.

Figure 9 depicts geometric mean IgG titers for E. coli whole cell antigen from
Streptococcus uberis after vaccination with the various vaccine formulations containing both
recombinant PauA antigen and E.coli whole cell antigen. '

Figure 10A and 10B depict the particle size distribution of a Microfluidized Amphigen
formulation at initial production (Figure 10A) and at 22 months post pr_oduction (Figure 10B).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION _

It has been unexpectedly discovered by the present inventors tﬁat microfluidization of
vaccine formulations adjuvanted with an oil-in-water emulsion comprised of a mixture of lecithin -
and mineral oil not only improves the physical appearance of the vaccine formulations, but also



10

15

20

25

30

35

WO 2004/087204 PCT/IB2004/000937

enhances the immunizing effects of the vaccine formulations. Microfluidized vaccine -
formulations are also characterized by an improved safety profile.

Based on these discoveries, the present invention provides submicron oil-in-water
emulsions useful as an adjuvant in vaccine compositions. Methods of making these submicron
oil-in-water emulsions by using a microfluidizer are also provided. Furthermore, the present
invention provides submicron vaccine compositions in which an antigen is combined with a
submicron oil-in-water emulsion. Methods for making such vaccine compositions are also
provided. The present invention further provides vaccine compositions containing
microencapsulated antigens combined with a submicron oil-in-water emulsion and methods for
making such vaccines. '

For clarity of disclosure, and not by way of limitation, the detailed description of the
invention is divided into the following subsections which describe or illustrate certain features,

embodiments or applications of the invention.

Submicron Oil-lh-Water Emulsions

In one embodiment, the present invention provides submicron oil-in-water emulsion
formulations useful as a vaccine adjuvant. The submicron oil-in-water emulsions of the present
invention enhance the immunaogenicity of antigens in vaccine compositions, are safe for
administration to animals and stable during storage.

The submicron oil-in-water emulsions of the present invention are composed of a non-
metabolizable oil, at least one surfactant, and an agueous component, where the oil is
dispersed in the aqueous component with an avérage oil droplet size in the submicron range.

By “submicron” is meant that the droplets are of a size of less than 1 um (micron) and

- the average or mean oil droplet size is less than 1 um. Preferably, the mean droplet size of the

emulsion is less than 0.8 pm; more preferably, less than 0.5 um; and even more preferably,
less than 0.4 pum, or about 0.1-0.3 um.
The "mean droplet size” is defined as the Volume Mean Diameter (VMD) particle size

~ within a volume distribution of particle sizes. The VMD is calculated by multiplying each

particle diameter by the volume of all pérticles of that size and summing. This is then divided
by the total volume of all particles. ‘

The term “non-metabolizable oil” as used herein refers to oils that cannot be
metabolized by the body of the animal subject to which the emulsion is administered.

The terms “animal” and “animal subject” as used herein refer-to all non-human animals,
including cattle, sheeps, and pigs, for example. o

Non-metabolizable oils suitable for use in the emulsions of the present invention
include alkanes, alkenes, alkynes, and their corresponding acids and alcohols, the ethers and
esters thereof, and mixtures thereof. Preferably, the individual cdmpounds of the oil are light
hydrocarbon compounds, i.e., such components have 6 to 30 carbon atoms. The oil can be
synthetically prepared or purified from petroleum products. Preferred non-metabolizable oils for
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use in the emulsions of the present invention include mineral oil, paraffin oil, and cyclpparaffins,
for example.

The term "mineral oll” refers to a mixture of liquid hydrocarbons obtained from
pe’trolaturh via a distiliation technique. The term is synonymous with "liquefied paraffin”, "liquid
petrolatum" and "white mineral oil." The term is also intended to include “light mineral oil," i.e.,
oil which is similarly obtained by distillation of petrolatum, but which has a slightly lower specific
gravity than white mineral oil. See, e.g., Remington's Pharmaceutical Sciences, 18" Edition
(Easton, Pa.: Mack Publishing Company, 1990, at pages 788 and 1323). Mineral oil can be
obtained from various commercial sources, for example, J.T. Baker (Phillipsburg, PA), USB
Corporation (Cleveland, OH). Preferred mineral oil is light mineral oil commercially available
under the name DRAKEOL®.

“Typically, the oil component of the submicron emulsions of the present invention is
present in an amount from 1% to 50% by volume; preferably, in an amount of 10% to 45; more
preferably, in an amount from 20% to 40%.

The oil-in-water emulsions of the present invention typically include at least one (i.e.,
one of more) surfactant. Surfactants and emulsifiers, which terms are used interchangeably
herein, are agents which stabilize the surface of the oil droplets and maintain the oil droplets
within the desired size.

Surfactants suitable for use in thé present emulsions include natural biologically.
compatible surchtants and non-natural synthetic surfactants.” Biologically compatible
surfactants include phospholipid compounds or a mixture of phospholipids. Preferred
phospholipids are phosphatidylcholines (lecithin), such as soy or egg lecithin. Lecithin can be
obtained as a mixture of phosphatides and triglycerirdes by water-washing crude vegetable oils,
and separating and drying the resulting hydrated gums. A refined product can be obtained by
fractionating the mixture for acetone insoluble phospholipids and glycolipids remaining after
removal of the triglyéerides and vegetable oil by acetone washing. A|terhative|y, tecithin can be
obtained from various commercial sources. Other suitable phospholipids include
phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol, phosphatidylserine, phosphatidic acid, cardiolipin,
and phosphatidylethanolahine. The phospholipids may be isolated from natural sources or
conventionally synthesized.

Non-natural, synthetic surfactants suitable for use in the submicron emulsions of the
present invention include sorbitan-based non-ionic surfactants, e.q. fatty-acid-substituted
sorbitan surfactants (commercially available under the name SPAN® or ARLACEL®), fatty acid
esters of polyethoxylated sorbitol (TWEEN®), polyethylene glycol esters of fatty acids from
sources such as castor oil (EMULFOR); polyethoxylated fatty acid (e.g., stearic acid évailable
under the name SIMULSOL M-53), polyethoxylated isooctylphenolfformaldehyde polymer
(TYLOXAPOL), polyquethylene fatty alcohol ethers (BRIJ®); polyoxyethylene nonphenyl
ethers (TRITON® N), polyoxyethylene isooctylphenyl ethers (TRITON® X). Preferred synthetic:
surfactants are the surfactants available under the name SPAN® and TWEENG.

9 .
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Preferred surfactants for use in the oil-in-water emulsions of the present invention
include lecithin, Tweén-80 and SPAN-80. '

Generally speaking, the surfactant or the combination of surfactants if two or more
surfactants are used, is present in the emulsion in an amount of 0.01% to 10% by volume,
preferably, 0.1% to 6.0%, more preferably 0.2% to 5.0%. ‘

The aqueous component constitutes the continuous phase of thc emulsion and can be

" water, buffered-saline or any other suitable aqueous solutlon

The oil-in-water emulsions of the present mventnon can |nclude additional components
that are appropriate and desirable, including preservatives, osmotic agents, bioadhesive
molecules, and immunostimulatory molecules.

It is believed that bioadhesive molecules can enhance the delivery and attachment of
antigens on or through the target mucous surface conferring mucosal immunity. Examples of
suitable bioadhesive molecules include acidic non-nafurally occurring polymers such as
polyacrylic acid and polymethacrylic acid (e.g., CARBOPOL®, CARBOMERY}; acidic _

' synthetically modified natural polymers such as carboxymethyiceliulose; neutral synthetically

modified natural polymers such as (hydroxypropyl) methylcellulose; basic amine-bearing
polymers such as chitosan; acidic polymers obtainable from natural sources such as alginic -
acid, hyaluronic acid, pectin, gum tragacanth, and karaya gum; and neutral non-naturally -
occurring polymers, such as polyvinylalcohol; or combinations thereof.

The phrase "immunostimulatory molécules", as used herein, refers to those molecules
that enﬁance the prote_ctive immune response induced by an antigenic component in vaccine
compositions. Suitable immunostimulatory materials include bacterial cell wall components,
e.g., derivatives of N-acetyl muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine such as murabutide, threonyi-
MDP and muramyl tripeptide; saponin glycosides and derivatives thereof, e.g., Quil A, QS 21
and GPI-0100; cholesterol; and quaternary ammonium compounds, e.g.,
dimethyldioctadecylammonium bromide (DDA) and N,Nwdioctadecyl-N,N-bis(2-
hydroxyethyl)propanediamine (“avndme") '

Saponis are glycosidic compounds that are produced as secondary metabolites in a
wide variety of plant species. The chemical structure of saponins imparts a wide range of
pharmacological and biological activities, including some potent and efficacious immunological
activity. ' '

' Structutrally, saponins consist of any aglycone attached to one or more sugar chains.
Saponins can be classified according to their aglycone composition: Triterpene glycosides,
Steroid glycosides, and Steroid alkaloid glycosides, '

Saponin can be isolated from the bark of Quillaja saponaria. Saponin has long been
known as an immunostimulator. Dalsgaard‘ K., "Evaluation of its adjuvant activity with a
special reference to the application in the vaccmat:cn of cattle against foot-and-mouth dlsease ,
Acta. Vet Scand. 69: 1-40 1978. Crude extracts of plants containing saponin enhanced

potency of foot and mouth disease vaccines. However, the crude extracts were associated
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with adverse side effects when used in vaccines. Subsequently, Dalsgaard partially purified the
adjuvant active component from saponin by dialysis, ion exchange and gel filtration
chromatography. Dalsgaard, K. et al., "Saponin adjuvants Il Isolation of a substance from
Quillaja saponaria Morina with adjuvant activity in foot-and-mouth disease vaccines”, Arch.
Gesamte. Virusforsch. 44: 243-254 1974, An adjuvant active component purified in this way is
known as "Quil A." On a weight basis Quil A showed increased potency and exhibited reduced
local reactions when compared to saponin. Quil A is widely used in veterinary vaccines.
Further analysis of Quil A by high pressure liquid chromatography (HPLC) revealed a ,
heterogenous mixture of closely related saponins and led to discovery of QS21 which was a
potent adjuvant with reduced or minimal toxicity. Kensil C.R. et al., “Separation and
characterization of saponins with adjuvant activity from Quillafa saponaria Molina cortex,” J.
Immunol, 146: 431-437, 1991, Unlike most other immunostimulators, QS 21 is water-soluble
and cah be used in vaccines with or without emulsion type formulations. QS21 has been
shown to elicit a Th1 type response in mice stimulating the production of IgG2a and IgG2b
antibodies and induced antigen-specific CD8+ CTL (MHC class |) in response to subunit

“antigens, Clinical studies’in humans have proved its adjuvanticity with an acceptable

toxicological profile, Kensil, C.R. et al., “Structural and imunological charaterization of the
vaccine adjuvant QS-21. In Vaccine Design: the subunit and Adjvuant Approach,” Eds. F’_owéll',
M.F. and Newman, M. J. Plenum Publishing Corporation, New York. 1995, pp. 525-541,

U.S. Patent 6,080,725 teaches the methods of makirig and using saponin-lilpophile
conjugate. In this saponin-lipophile conjugate, a lipophile moiety such as lipid, fatty acid,
polyethylene glycol or terpene is covalehtly attached to a non-acylated or desacylated
triterpene saponin via a carboxy group présent on the 3-O-glucuronic acid of the triterpene
saponin. The attachment of a lipophilic moiety to the 3-O-glucuronic acid of a saponin such as
Quillaja desacylsaponin, lucyoside P, or saponin from Gypsophila, saponaria and
Acanthophyllum enhances their adjuvant effects on humoral and cell-mediated immunity.
Additionally, the attachment of a lipophile moiety to the 3-O-glucuronic acid residue of non- or
desacylsaponin yields a saponin analog that is easier to purify, less toxic, chemically more
stable, and possesses equal or better adjuvant properties than the original saponin.

GPI1-0100 is a saponin-lipophile conjugate described in the US patent 6,080,725. GPI-
0100 is produced by the addition of aliphatic amine to desacylsaponin via the’carboxyl Qroup of
glucuronic acid. |

Quaternary ammoniurn compounds — A number of aliphatic nitrogenous bases have
been proposed for use as immunological adjuvants, including amines, quaternary ammonium
compounds, guanidines, benzamidines and thiouroniums. Specific such compounds include
dimethyldioctadecylammonium bromide (DDA) and N,N-dioctadecyl-N,N-bis(2-
hydroxyethyl)propanediamine ("avridine").

USPatent 5,951,988 teaches adjuvant formulation containing quarternary ammonium
salts such as DDA in conjunction with an oil component. This formulation is useful in
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conjunction with known immunological substances, &.9., viral or bacvterial'antigens in 2 vaccine
composition, in order to enhance the immunogenic response. The composition is also useful
without an incofporated antigen as nonspecific immunostimulatory formulation.

US patent 4,310,550 describes the use of N,N-higher alkyl-N,N"-bis(2-hydroxyethyl)-
propanediamine and N,N-higher alkyl-xylylenediamines formulated with fat or lipid emulsion as
a vaccine adjuvant. A method of inducing or enhancing the immunogenic response of an
antigen in man-or an animal through parenteral administration of the adjuvant formulation is
described in the US patent 4,310,550. - '

In a preferred embodiment, the present invention provides a submicron oil-in-water
emulsion useful as vaccine adjuvant, which is compoéed of an AMPHIGEN® formulation, with
droplets of a size less than 1um and a mean droplet size of about 0.25 pm.

The term “AMPHIGEN® formulation” as used herein refers to a solution formed by
mixing 2 DRAKEOL® lecithin oil solution (Hydronics, Lincoin, NE) with saline solution in the
presence of TWEEN® 80 and SPAN® 80. A typical AMPHIGEN® formulation contains 40%
light mineral oil by volume (v/v), about 25% w/v lecithin, about 0.18% TWEEN 80 by volume
(viv) and about 0.08% Span 80 by volume (v/v).

Methods of Preparing Submicron Qil-In-Water Emulsions

In another embodiment, the present invention provides methods of preparing the
submicron oil-in-water emulsions described hereinabove.

"According to the present invention, the various components of the emulsion, including
oil, one or more surfactants, an aqueous component and any other component appropriate for
use in the emulsion, are combined and mixed together.

The mixture formed is subjected to an emulsification process, typicaily by passage one
or mbre times through one or more homogenizers or emulsifiers to form an oil-in-water
emulsion which has a uniform appearance and an average droplet size of about 0.5 pm. Any
commercially évailable.homogenizer or emulsifier can be used for this purpose, e.g., Ross
emulsifier (Hauppauge, NY), Gaulin homogenizer (Everett, MA).

The emulsion so formed is then subjected to microfiuidization to bring the droplet size
in the submicron range. Microfluidization can be achieved by use of a commercial mirofiuidizer,

such as model number 110Y available from Microfluidics, Newton, Mass; Gaulin Model 30CD -

(Gaulin, Inc., Everett, Mass.); and Rainnie Minilab Type 8.30H (Miro Atomizer Food and Dairy,
Inc., Hudson, Wis.). These microfiuidizers operate by forcing fluids through small apertures -
under high pressure, such that two fluid streams interact at high velocities in an interaction
chamber to form emulsions yvith droplets of a submicron size. ‘

Droplet size can be determined by a variety of methods known in the art, e.g., laser

diffraction, by use of commercially available sizing instruments. The size may vary depending

on the type of surfactant used, the ratio of surfactant to oil, operating pressure, temperature,

and the like. The skilled artisan can determine the desired combination of these paranieters to
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obtain emulsions with desired droplet size without undue experimentation. The droplets of the
emulsions of the present invention are less than 1 um in diameter, preferably with a mean
droplet size of less than 0.8 um, and more preferably with a mean droplet size less than 0.5
um, and even more preferably with a mean droplet size of less than 0.3 pm.

In a preferred embodiment of the present invention, the DRAKEOL lecithin oil solution,
which is commercially available from Hydronics (Lincoln, NE) and contains 25 % lecithin in light
mineral oil, is combined and mixed with saline as well as surfactants TWEEN® 80 and SPAN®
80 to form an “AMPHGEN® solution” or “AMPHIGEN® formulation”. The AMPHGEN® solution
is then emulsified with a Ross® (Hauppauge, NY 11788) emulsifier at approximatety 3400 rpm
to form an oil-in-water emulsion. Subsequently the emulsion is passed once through a
Microfiuidizer operating at about 4500 + 500 psi. The microfluidized oil-in-water emulsion has

droplets of a size less than 1 pm, with a mean droplet size of about 0:25 um.

Vaccine Compositions Containing Antigens Incorporated in Submicron Qil-In-Water
Emuisions ' '

In another embodiment, the present invention provides vaccine compositions which
contain an antigen(s) and a submicrdn oil-in-water emulsion described hereinabove. These
vaccine compositions are characterized by hav'ing an enhanced immunogenic effect and an |
improved'physical appearance (e.g., no phase separation is observed after an extended period
of storage). In addition, the vaccine compositions of the pres‘ent invention are safe for
administration to animails. ,

According to the present invention, the antigen can be combined with the emulsion
extrinsically, or preferably, intrinsically. The term “intrinsically” refers to the process wherein
the antigen is combined with the emulsion com‘ponents prior-to the microfiuidization step. The
term "extrinsically" refers to tHé process where the antigen is added 1o the emulsion after the .
emulsion has been microfluidized. The extrinsically added antigen can be free antigen or it can
be encapéulated in microparticles as further described herein below.

The term “antigen” as used he-rein refers to any molecule, compound or composition
that is immunogenic in an animal and is included in the vaccine compbsition to elicit a
protective immune response in the animal to which the vaccine composition is administered.

The term “immunogenic” as used in connection with an antigen refers to the capacity of
the antigen to provoke an imnHune response in an animal against the antigen. The immune -
response can be a cellular immune response medfated primarily by cytdtoxic T-cells, or a
humoral immune response mediated primarily by helper T-cells, which in turn activates B-cells
leading to antibody production.

' A “protective immune response” is defined as any immune response, either antibody or
cell mediated immune response, or both, occurring in the animal that either hrevents or
detectably reduces the occurrence, or eliminates or detecfably reduces the severity, or
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detectably slows the rate of progression, of the disorder or disease caused by the antigen or a
pathogen containing the antigen.

Antigens which can be included in the vaccine composition of the present invention
include antigens prepared from pathogenic bacteria such as Mycoplasma hyopneumoniae,
Haemophilus somnus, Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Actinobacillus
pleuropneumonie, Pasteurella multocida, Manheimia hemolytit_:a, Mycoplasma bovis,
Mycoplasma galanacieum, Mycobacterium bovis, Myc:obacterium paratuberculosis, Clostridial
spp., Streptococcus uberis, Streptococcus suis, Staphylococcus aureus, Erysipelothrix
rhusopathiae, Campylobacter spp., Fusobacterium necrophorum, Escherichia coli, Salmonella
enterica serovars, Leptospira spp.; pathogenic fungi such as Candida; protozoa such as
Cryptosporidium parvum, Neospora canium, Toxoplasma gondii, Eimeria spp.; helminths such
as Ostertagia, Cooperia, Haemonchus, Fasciola, either in the form of an inactivated whole or
partial cell preparatiori, or in the form of antigenic molecules obtained by conventional protein
purification, genetic engineering techniques or chemical synthesis. Additional antigens include
pathogenic viruses such as Bovine herpesviruses-1,3,6, Bovine viral diarrhea virus (BVDV)
types 1 and 2, Bo(/ine parainf_luenzé virus, Bovine respiratory syncytial virus, bovine leukosis
virus, rinderpest virus, foot and mouth disease virus, rabies, swine fever virus, African swine
fever virus, Porcine parvovirus, PRRS virus, Porcine circovirus, influenza virus, swine vesicular
disesse virus, Techen fever vir-us, Pseudorabies virus, either in the form of an inactivated whole
or partial virus preparation, or in the form of antigenic molecules obtained by conventional
protein purification, genetic engineering techmques or chemical synthesis.

The amount of the antigen should be such that the antigen which, in combmatzon with
the oil-in-water emulsion, is effective to induce a protective immune response in an.animal.
The precise amount of an antigen to be effective depends on the nature, activity and purity.of
the antigen, and can be determined by ohe skilled in the art.

The amount of the oil-in-water emulsion present in the vaccine compositions should be
sufficient for potentiating the immunogenicity of the antigen(s) in the vaccine compositionvs‘.
When desirable and appropriate, additional amounts of surfactani(s) or additional surfactant(s)
can be added in the vaccine composition in addition to the surfactant(s) provided by the oil-in-
water emulsion. Generally speaking, the oil component is present in the final volume of a
vaccine composition in an amount from 1.0% to 20% by volume; preferably, in an amount of
1.0% to 10%; more preferably, in an amount from 2.0% to 5.0%. The surfactant, or the
combination of surféctants if‘two or more surfactants are used, is present in the final volume of
a vaccine composition in an amount of 0.1% to 20% by volume, preferably, 0.15% to 10%,
more preferably 0.2% to 6.0%.

in addition to the antigen(s) and the oil-in-water emulsion, the vaccine composition' can
include other components which are appropriate and desirable, such as preservatives, osmotic
agents, bioadhesive molecules, and immunostimulatory molecules (e.g., Quil A, cholesterol,
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GPI-0100, dimethyldioctadecylammonium bromide (DDA)), as described hereinabove in
connection with the oil-in-water emulsion. | '

‘ The vaccine compositions of the present invention can also include a veterinarily-
acceptable carrier. The term "a veterinarily-acceptable carrier” includes any and all solvents,
dispersion media, coatings, adjuvants, stabilizing agents, diluents, preservatives, antibacterial
and antifungal agents,- isotonic agents, adsorption delaying agents, and the like. Diluents can
include water, saline, dextrose, ethanol, glycerol, and the like. Isotonic agents can include
sodium chloride, dextrose, mannitol, sorbitol, and lactose, among others. Stabilizers include
albumin, among others.

In a preferred embodiment, fhe present invention provides a vaccine composition which
includes at least one of a BVDV type | or.BVDV type ll antigen, incorporated intrinsically in an
oil-in-water emulsion which has droplets of a size of less than 1 pm, preferably with a mean
droplet size of less than 0.8 um, more preferably less than 0.5 pm, and even more preferably
with @ mean droplet size of about 0.5 um. The BVDV type | and/or I antigen is preferably in
the form of an inactivated viral preparation. The submicron oil-in-water emulsion preferably is
composed of an AMPHIGEN® formulation (i.e., a formulation which contains light mineral oil,
lecithin, TWEEN® 80, and SPAN® 80). The vaccine composition preferably also includes Quil-
A, cholesterol, and thimerosol.

In another preferred embodiment, the present invention provides a vaccine composition
which includes a Leptospira antigen and at least one of a BVDV type | or BVDV type 1l antigen
in an oil-in-water emulsion. The antigens, preferably in the form of inactivated cell or viral .
preparation, are incorporated intrinsically in the oil-in-water emulsion having droplets of a size
of less than 1 um, preferably with a mean droplet size of less than 0.8 pm, more preferably less
than 0.5 pm, and even more preferably with a mean droplet size of about 0.5 pm. The
submicron oil-in-water emulsion preferably is compoéed of an AMPHIGEN formulation (i.e., a
formulation which contains light mineral oil, lecithin, TWEEN® 80, and SPAN@ 80). The
vaccine composition preferabiy also includes one or more immunostimulatory molecules
selected from Quil-A, cholesterol, DDA, GPI-100 and aluminum hydroxide (AIOH).

In still another preferred embodiment, the present invention provides a vaccine
composmon which includes at least one bacterial antigen, e.g., the recombinant Streptococcus
uberis PauA protein or a cell preparation of £. coli or a combination of both, in an oil-in-water
emulsion. The antigen(s) is combined intrinsically with the oil-in-water emulsion Which has
droplets of a size of less than 1 um, preferably with a mean droplet size of less than 0.8 pm,
more preferably less than 0.5 um, and even more preferably with a mean droplet size of about
0.25 um. The submicron oil-in-water emulsion preferably is composed of an AMPHIGEN® |
formulation (i.e., a formulation which contains light mineral oil, lecithin, TWEEN® 80, and
SPAN® 80). The vaccine composition preferably also includes one or more |mmunostlmu|atory
molecules selected from Quil A, DDA and GPI-100.
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The vaccine Combositions of the present invention can be administered to ananimal by
known routes, including the oral, intranasal, mucosal, topical, transdermal, and parenteral (e.g.,
intravenous, intraperitoneal, intradermal, subcutaneous or intramuscular) route. Administration
can be achieved using a combination of routes, e.g., first administration using a parental route -

and subsequent administration using @ mucosal route.

Methods of Preparing Vaccine Compositions

In a further embodiment, the present invention provides methods of prepari‘ng vaccine
compositions containing an antigen of antigens and a submicron oil-in-water emulsion.

In preparing the vaccine compositions of the present invention, the antigen(s) can be
combined either intrinsically or extrinsically with the components of the oil-in-water emulsion.
Preferably, the antigen is combined with the components of the oil-in-water emulsion
intrinsically. ,

The antigen can be combined with the various components of the emulsion, including .
oil, one or more surfactants, an aqueous component and any other appropriate component, to
form a mixture. The mixture is subjected to a primary blending process, typically by passage
one or more times through one or more homogenizers or emulsifiers, to form an oil-in-water
emulsion containing the antigen. Any commercially available 'homogenizer or emulsifier can be
used for this purpose, e.g., Ross emulsifier (Hauppauge, NY), Gaulin homogenizer (Everett,
MA), or Microfluidics (Newton, MA). Alternatively, the various components of the emulsion
adjuvant, including oil, one or more surfactants, 'and an aqueous component can be combined
first to form an oil-in-water emulsion by using a homogenizer or emulsifier; and the antigen is
then added to this emulsion, The mean droplet size of thé oil-in—wafer emulsion afterthe
primary blending is approximately 1.0-1.2 micron.

The emulsion containing the antigen is then subjected to microfiuidization to bring the
droplet size in the submicron range. Microfluidization can be achieved by use of a commercial
mirofluidizer, such as model number 110Y availéble from Microfluidics, Newioh, Mass; Gaulin
Model 30CD (Gaulin, inc., Everett, Mass.); and Rainnie Minilab Type 8.30H (Miro Atornizer
Food and Dairy, Inc., Hudson, Wis.). ' ' | "

Droplet size can be detem\mined by a variety of methods known in the art, e.g., laser

diffraction, by use of commercially available sizing instruments. The size may vary depending

on the type of surfactant used, the ratio of surfactant to oil, operating pressure, temperature,
and the like. One can determine a desired combination of these parameters to obtain
emulsions with a desired droplet size. The oil droplets of the emulsions of the present invention
are less than 1 um in diameter. Prgferab!y the mean droplet size is less than 0.8 ym, More
preferably, the mean droplet size is less than 0.5 um. Even more preferably, the mean droplet
size is about 0.1 to 0.3 um. '

In a preferred embodiment of the present invention, the DRAKEOL® lecithin oil
solution, which contains 25 % lecithin in light minerai oil, is combined and mixed with
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surfactanté TWEEN® 80 and SPAN® 80 and saline solution to form a mixture that contains
40% light mineral oil, lecithin, 0.18% TWEEN® 80, and 0.08% SPAN® 80. The mixture is then
emulsified with a Ross® (Hauppauge, NY 11788) emulsifier at approximately 3400 rpm to form
an emulsion product, which is also referred to as an "AMPHIGEN® formulation” or
“AMPHIGEN® solution”. Subsequently, the desired ahtigen(s) are combined with the
AMPHIGEN® solution and any other appropriate components (e.g., immunostimulatory

. molecules) with the aid of an emulsifier, e.g., Ross homogenizer, to form an oil-in-water

emulsion containing the antigen(s). Such emulsion is passed once through a Microfluidizer
operating at about 10000 % 500 psi. The microfluidized oil-in-water emulsion has droplets of a

size of less than 1 um, with the mean droplet size of about 0.25 pm.

Vaccine Compositions Containing Microencabsulated Antigens in a Submicron Oil-in-
Water Emulsion and Methods of Preparation N

In still another embodiment, the present invention provides vaccine compositions which
contain an antigen encapsulated in microparticles (or “microencapsulated antigen”), where the
microencapsulated antigen is extrinsically incorporated into a submicron oil-in-water emulsion -
described hereinabove. ‘

Methods for absorbing or entrapping antigens in particulate carriers are known in the
art. See, e.g., Pharmaceutical Particulate Carriers: Therapeutic Applications (Justin Hanes,
Masatoshi Chiba and Robert Langer. Pb!ymer microspheres for vaccine delivery. In: Vaccine
design. The subunit and adjuvant approach. Eds. Michael F. Powell and Mark J. Newman ,
1995 Plenum Press, New York and London ). Particulate carriers can present' multiple copies of
a selected antigen to the immune system in an animal subject and promote trapping and
retention of antigens in local lymph nodes. The‘particles can be phagocytosed by
macrophages and can enhance antigen presentation through cytokine release. Particulate
carriers have also been described in the art and include, e.g., those derived from polymethyl
methacrylate polymers, as well as those derived from poly(lactides) and poly(lactide-co-
glycolides), known as PLG. Polymethyl methacrylate pblymers are non-biodegradable while
PLG particles ca,n'be biodegrade by random non-enzymatic hydrolysis of ester bonds to lactic
and glycolic acids which are excreted aldng normal metabolic pathways.

Biodegradable microspheres have aiso used to achievé controlied release of vaccines.
For example, a continuous release of antigen over a prolonged period can'be achieved.
Depending upon the molecular weight of the polymer and the ratio of ,laétic to glycolic acid in
the polymer, a PLGA polymer can have a hydrolysis rate from a few days or weeks to several
months or a year. A slow, controlled release may result in the formation of high levels of
antibodies similar to those observed after multiple injections. Alternatively, é pulsatile release
of vaccine antigens can be achieved by selecting polymers with different rates of hydrolysis.
The rate of hydrolysis of a polymer typically depends upon the molecular weight of the polymer
and the ratio of _Iactic to glycolic acid in the polymer. Microparticles made from two or more
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different polymers with varying rates of antigen release provide pulsatile releases of antigens
and mimics multiple-dose regimes of vaccination.

According to the present invention, an antigen, including any of those described
hereinabove, can be absorbed to a particulate polymer carrier, preferably a PL.G polymer, by
using any procedure known in the art (such as one exemplified in Example 17), to form a
microencapsulated antigen preparation. The microenéapsulated antigen preparation is then
mixed with and dispersed in a submicron oil-innwatel; emulsion, which emulsion has been
described hereinabove, to form the vaccine composition.

in a preferred embodiment, the present invention provides a vaccine compbsition which
contains an antigen encapsulated in a PLG polymer, wherein the microencapsulated antigen is
dispersed extrinsically in a microfluidized oil-in-water emulsion which is composed of light

mineral oil, lecithin, TWEENS0, SPANS0 and saline, and has a mean droplet size of less than

1.0 um.
Below are examples of specific embodiments for carrying out the present invention.

The examples are offered for illustrative purposes only, and are not intended to limit the scope

of the present invention in any way.
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‘ EXAMPLE 1
Preparation of An AMPHIGEN® Formulation

An AMPHIGEN® formulation was prepared in a two-step process. In the first step, 80
liters of Drakeol Lecithin oil solution, 116 liters of Tetanus Toxoid saline, 1.2 liters of SPAN 80,
and 2.8 liters of Tween 80 were mixed together and emulsified using a Ross emulsifier. The
Drakeol Lecithin oil solution contained 25% soya lecithin and 75% mineral oil. Emulsified
product was recirculated through Ross emulsifier for a minimum of & volumes or a minimum of
10 minutes. The emulsified product was stored at 2-7°C for a maximum of 24 hours for further
processing. The emulsion from the Ross emulsifier tank was transferred to a Gaulin
homogenizer and was homogenized for 20 minutes under a pressure of 4500psi. The resulting
40% Drakeol Lecithin oil solution (hereinafter the “AMPHIGEN® formulation” or “AMPHIGEN®
solution”) was then dispensed into sterile polypropylene carboxy containers. The dispensing

was performed inside a class 100 dispensing hood located in a class 10,000 controlled

" environment. The containers were stored at 2-7°C. This AMPHIGEN® formulation was used in

the experiments described hereinbelow unless indicated otherwise,

EXAMPLE 2
Primary Blending by Flashblend Homogenization of the BVD vaccine.

The apparatus used for this homogenization process is shown in Figure 1. Using '
aseptic technique or steam cross valves, a bottle containing an BVD Type | antigén (an
inactivated BVD Type | viral preparation) was attached to the bottom side port on the blend
vessel. After the transfer of required volume of the BVD Type | antigen was completed, the
BVD Type | bottle was replaced with the bottle containing an inactivated BVD Type Il viral
preparation (an inactivated BVD type |l viral preparation). After the required amount of a BVD
Type Il antigen transfer was completed, the Ross homogenizer was attached to the portable
vessel and the recirculation was initiated at maximum RPM (3300 rpm). Vessel agitation was
maintained at medium speed. ' '

Using aseptic technique or stream cross valve, a bottle contaihing Quil-A at 50 mg/m
concentration was attached to the homogenizer in-line port on the blend vessel. A required
amount of the Quil-A solution was passed into the vessel through line suction. After the
transfer of the Quil-A solution was completed, the bottle was removed. In the same way, a
required amount of cholésterol in ethano! solution (18 mg/ml) was transferred to the blend
vessel. Subsequently, a required amount of the AMPHIGEN® formulatidn, 10% thimerosol
solution, and Basic Modified Eagles media (“BM_E”) extender solutions were added to the blend

vessel.
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Once all the additions were complete, the mixing was continued for an additional 15
minutes. The resulting formulation was aliquoted into 2 mi doses and represented a non-
microfluidized AMPHIGEN® formulation-based BVD vaccine. . Each dose of the vaccine
contained 500ug Quil-A, 500ug Cholesterol, 2.5% AMPHIGEN® formulation ahd 0.009%
thimerosol. The antigen concentrétion for the two different BVD strains was determined in
terms of the ELISA titer for gp53.

EXAMPLE 3
Secondary Blending by Microfluidization

Figure 2 illusirates the process used for the secondary blending through
microfluidization. The microfluidizer was steam sterilized. First the auxiliary processing
module chamber was instalied in the unit and the blank chamber was installed on the second
chamber position. The vessel containing the fully adjuvanted BVD vaccine prepared as
described in the Example 2 was connected to the microfluidizer by attachihg a transfe_)' line from
the supply vessel drain valve to the microfluidizer inlet. Nitrogen gas was connected to the
supply vessel air fil{er inlet and the vessel pressure setting was adjusted to 20 +/- 5 PSI.
Collection vessel drain valve was connected to the transfer line from the microfluidizer outlet.
After making all the nedessary connections, the valves were opened and microfluidization was
initiated at an opefating pressure of 10,000 +/- 500 PSI. The entire content of the vaccine was
passed through the microfluidizer one time and was collected in the post-microfluidization
chamber. This preparation was aliquoted into 2mL doses and represents the microfluidized
AMPHIGEN® formulation-based BVD vaccine.

EXAMPLE 4
Preparation of a Vaccine Composition through Bench Blend.

The AMPHIGEN@ formulation prepared as described in Example 1 was diluted to the
2.5% with the addition of BVD antigens and the extender. The resulting solution was biended
at {he bench using a stir bar instead of using a homogenizer. The final preparation‘contained
the following composition: BVD Type 1 and Type 2 antigens, 2.5% AMPHIGEN® formulation
(which contains oil, lecithin, SPAN® and TWEEN®, as described in Example 1), and saline.
TWEEN 80 and SPAN 80 are present in the final vaccine preparation at 0.18% and 0.08% by

volume, respectively.
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EXAMPLE 5
Comparison of Droplet-Size Distribution between the Non-microfiuidized
and Microfluidized AMPHIGEN® Formulation-Based Vaccine Preparations

_ The non-microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine prepared as described
in the Example 2, the microfiuidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine prepared as
described in the Example 3, and the preparation made through bench blend as described in
Example 4, were used to compare the droplet size of the vaccine preparations. Two mililiters of
the sample from each of the preparations were added to.a Malvern 2000 Laser Diffraction
meter and the droplet size distribution was determined. As shown in Figure 3, the results
indicate that the microfiuidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparation had the
méximum particle volume around 0.1 micron while the non-microfluidized AMPHIGEN®

formulation-based vaccine preparation had the maximum particle distribution volume around 1

micron.

EXAMPLE 6

Reduction in Vaccine Phase Separation.

Three different vaccine preparationé: the non-microfiuidized AMPHIGEN® formulation-
based vaccine prepared as described in the Example 2, the microfiuidized AMPHIGEN®

formulation-based vaccine prepared as described in the Examble 3, and the vaccine prepared

- through bench blend as described in Example 4, were compared side by side to determine their

phase separétion properties upon long storage. All these preparations were allowed to stand at
4°C for about one month and the phase separation was monitored in terms of appearance of a

creamy layer at the top of the vaccine preparations. As shown in Figure 4, there was no phase
separation in the microfiuidized AMPHIGEN® formulation-based preparation when compared to

the other two preparations.

EXAMPLE 7

Preparation of Microfluidized and Non-microfluidized
Cattle Vaccine against Bovine Viral Diarrhea Virus

Bovine Virus Diarrheé viral antigen was intrinsically incofporated into the AMPHIGEN®
formulation through microfluidization. The term "intrinsically incorporated” refers to the process
whereby the antigen was added to the AMPHIGEN® formulation prior to the microfluidization.
The antigen was subjected to the physical forces of the microfluidization process along with the
components of the adjuvant formulation. In the control non-microfluidized group, the antigen

' preparation was dispersed in the AMPHIGEN® formulation th-rough blending.

The final composition of both the control and microfluidized preparations was as follow:
BVD type | with a post-inactivation ELISA titer of 2535 RU/ dose for gp53, BVD Type !l with a
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post-inactivation ELISA titer of 3290 RU/dose for gp53, Quil-A at the concentration of 1.25
mg/dose, cholesterol at the concentration of 1.25 mg/dose, the AMPHIGEN® formulation at the
final concentration of 2.5%, and thimerosol at the final concentration of 0.009%. The vaccine

dose was 5 ml.

EXAMPLE 8

Long term Stability of Intrinsically Incorporated BVD Viral Antigens
in the Microfluidized AMPHIGEN® formulation-Based Vaccine Preparation

This experiment was carried out to determine the stability of the intrinsicaIlS/
incorporated antigen during the long storage. Killed BVD Type Il viral antigen was intrinsically
incorporated into the AMPHIGEN® formulation during microfluidization process to obtain
microfluidized vaccine preparation (A907505). Three other vaccine preparations containing the
same antigen in non;microﬂuidized AMPHIGE_N@ forrulation (AS04369, A904370, and
AQ04371) served as the control. In the non-microfluidized preparations, the antigen was mixed
with AMPHIGEN® formulation and mixed through blending using a Ross homogenizer. All four
vaccine preparations were stored at 4°C for two years. At different points during the storage (0,
6, 12 or 24 months), alf four formulations were used to vaccinate three months old cows.

On days 0 and 21, three-month old cows were vaccinated through subcutaneous route
with a 2 ml vaccine formulation. The serum from the vaccinated animals was collected on day
35, and serological response to the vaccine was measured iﬁ terms of the antibody titer
through BVDV-E2 ELISA. As shown in Figure 5, the microfluidized vaccine preparation
showed a higher antibody titer at all the time points tested (0, 6, 1 2; and 24 months),
éuggesting the stability of the antigen preparation is not lost during the intrinsic incorporation of
the antigen during the microfuidization process. 'Moreover, it was also surprisingly found that
the microfiuidized vaccine preparation induced an enhanced immune response at all time

points,

EXAMPLE 9

Reduction In The Vaccine-induced Increase
In Rectal Temperature After Microfiuidization

The microfluidized and non-microfluidized vaccine preparations made as described in

_E'xample 7 were used to vaccinate the cattle on day zero and the rectal temperature was

monitored during the period from one day prior to vaccination till four‘days post vaccination.
The vaccine dose was 2 ml. The groups were vaccinated either with a single or double dose of
the vaccine. Rectal temperatures were measured and recorded daily on Day -1 through Day 4,
inclusive. Rectal temperatures on day 0 were measured prior to administration of test article.
As shown iri Figure 6, the results’indicate that there was a steep rise in the rectal
temperature in about 24 hours following vaccination in thosé animals vaccinated with either a
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single or double dose of the non-microfluidized vaccine formulation. However, in the animals
vaccinated with microfiuidized forms of vaccine, the rise in rectal temperature following the
vaccination was only minimal and significantly lower than in the animals vaccinated with the

non-microfluidized formulation (Figure 6).

EXAMPLE 10

The Injection Site Reaction Volume Was Resolved Faster
When Vaccinated With Microfluidized Vaccine Formulations.

The microfluidized and non-microfluidized vaccine preparations made as described in
the Example 7 were used to vaccinate the cattle on day zero. The animals included in this
study were cross-bred beef cattie. There were three animals in each of the placebo treatment

~groups (T01 and T02). There were six animals in each of the groups T03 through T06. The

vaccine dose was 2 ml and the groups were vaccinated either with one or two doses of the
vaccine on day zero. On day 0, test article was administered in the right neck. Animals
receiving the double dose (4 ml) of the test article (T02, T04, and T06) received the entire
double dose as a single injection at one side. Observation of injection' sites, including
estimation of reaction size at the injection site were made on the right side of the neck on Day 0
through Day 4, inclusive, and Days 6, 9, and 14. On Day 0 injection sites were observed prior
to administration of test articles. The groups vaccinated with one or two doses of the placebo
did not show any significant increase in the injection site reaction volume and therefore those
data are not shown in the Figure 7. In the case of the non-microfluidized vaccine formulation,
there_was a proportional increase in the injéction site reaction \volume between the one dose
and two dose vaccination. On the other hand, in the case of the microfluidized vaccine
formulation, although the single dose induced a larger injéction site reaction vblume, the
injection with second dose did not cause any further increase. Moreover, in the case of the
animals injected with microﬂluidized vacgine fbrmulation. the injection site reaction site volume
was resolved at a faster rate when compared to that in the animals.injected with a non-

microfluidized vaccine formulation. These results are shown in Figure 7. -

EXAMPLE 11
Preparation Of Microfluidized AMPHIGEN® Formulation-Based Vaccine
Preparations With Intrinsically Incorporated BVD Viral And Leptospira
Antigens And Immunostimulatory Molecules Such As Quil A And DDA
Formalin-inactivated Leptospira hardjo-bovis strain CSL was formulated in the
appropriate adjuvant at direct counts of about 1.4 x 10° organisms/5 m! dose. Formalin-
inactivated L.eptospira Pomona strain T262 was formulated at about 2400 Nephalomeric
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Units/5 m! dose. Nephalomeric units were calculated based on nephalometric measurement of
preprocessed fermentation fluid. BVD virus Type 1 was formulated at E2 Elisa titer of about
3000 Relative Units/5 m! dose. BVD virus Type 2 was formulated at E2 Elisa titer of about
3500 Relative Units/5 ml dose. The Relative Unit was calculated based on the E2 ELISA titer
of pre-assembly post-inactivation buik fluid. Both Quil-A and cholesterol were used at the
concentration of 0.5 mg per dbse. Thimerosol and the AMPHIGEN® formulation were used at
the final concentration of 0.009% and 2.5%, respectively. Aluminum hydroxide (Rehydragel
V) was used at the final concentration of 2.0%. When DDA was used as an
immunomodulator, DDA was included within the AMPHIGEN® formulation. The AMPHIGEN®
formulation (i.e., the 40% Drakeol-lecithin stock solution) contained 1.6 mg/ml of DDA and,
when appropriately diluted, the final vaccine preparation contained 2.5% AMPHIGEN®
formulation and 0.1 mg/m! of DDA. ‘

In the preparation of different vaccine formulations, BVD fractions, Leptos, Quil-A,
chloestrol, thimerosol, the AMPHIGEN® formulation, and saline as an extender were added to
a Silverson homogenizer and mixéd for 15 minutes at 10,000 £ 500 RPM. Components were
then microfluidized through a 200 micron screen at>10,000 psi.

When the vacéi_ne formulation contained aluminum hydroxide, the microfluidization was
carried out without aluminum hydroxide. After the microfluidization was completed, aluminum
hydroxide was added and mixed with a stir bar overnight at 4°C.

EXAMPLE 12
Preparation Of BVD Viral Vaccine For Challenge Studies

The vaccine preparation used in this experiment contained antigens from both BVD
virus Type 1 and BVD Virus Type 2. BVD1-5960 antigen was used at the post-inactivation
ELISA titer of 2535 RU/dbse for gp53. BVD2-890 antigen was used at the post-inactivation
ELISA titer of 3290 RU/dose for gp53. Quil A and cholesterol were used at the concentration of
0.5 mg/ml. Thimersol and the AMPHIGEN® formulation were used at the final concentration of
0.009% and 2.5%, respectively. When DDA was used as an immune moduiator, DDA was
included within the the AMPHIGEN® formulation. The AMPHIGEN® stock solution (40%
Drakeol-lecithin sohjtion) contained varying amounts of DDA and when appropriately diluted,
the final vaccine preparation contained 2.5% AMPHIGEN® formulation and DDA concentration
ranging from 0.5 mg/dose to 2.0 mg)dose. Aluminum gel (Rehydragel-LV) was used at the
final concentration of 2%. GPI-0100 was used in the range of 2, 3, and 5 mg/dose.

All the components were added to a Silverson homogenizer and blended for 15
minutes at 10,500 rpm and then microfluidized by passing through a 200 micron chamber with
10,000 psi. When the vaccine preparation contained aluminum hydroxide; the microfluidization
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was carried out without aluminum hydroxide. After the microfluidization was cor_npletéd,

aluminum hydroxide was added and mixed with a stir bar overnight at 4°C.

5 : EXAMPLE 13

Protection Against Leptospira Challenge After Vaccination With
A Microfluidized Amphigen Vaccine Formulation With Leptospira Antigens.

Table1 - Treatment Groups

0 Treatment group | Composition of adjuvant
TO1 Salitne
L'I"'02 Quil-A, Cholesterol, and the AMPHIGEN® formulation (QAC)
T03 Quil-A, Cholesterol, the AMPHIGEN® fc;rmulation and AIOH (QAC-
AIOH)
TO4 _ DDA, Cholesterol, and the AMPHIGEN® formulation (DDA) I
TO5 DDA, Cholesterol, the AMPHIGEN® formulation, and AIOH (DDA-
| AIOH)

Table 1 shows the composition 6f the adjuvant formulations in the vaccine preparations

tested in this study. The vaccine preparations were prepared as described in the Example 11,
There were six animals in each group. About seven-month old beef cross-bred heifers were

15 used in this study. Vaccination was done on Day 0 and Day 21 through subcutaneous route
with 5 m! vaccine volume. Challenge was done with L. hardjo-bovis strain 203 from NADC
(National agricultural Disease Center). Challenge was done during Days 57-59 with a 1-ml
innoculum. Challénge was administered conjunctively in the eye and vaginally. The challenge
material contained 5.0 X 10° leptospires/ml. Urine was collected weekly for lepto culture, FA

20 and PCR. Kidney collection was made during Days 112 and 113.

25
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Table 2 - Results of the Leptospira Challenge Study -

PCT/1B2004/000937

Treatment | Percent calves | Percent of calves ‘Percent of calves | Percent of T
ever positive ever positive for ever positive for Caliles ever
for Leptospira | Leptospira in Leptospirain positive for
in urine and urine and'Kidney -| urine and Kidney | Leptospira in
Kidney through | through FA through PCR + | Urine and
Culture Kidneys across

all assays

Saline 100 83.3 83.3 100

QAC 0 0 0 0

GACIAIOH [0 50.0 0 50.0

DDA 0 0 0 0

DDA/AIOH | O 33.3 16.7 50.0

Table 2 shows the data from the Leptospira challenge study. In determining the

percentage of Leptospira infection in the challenged animal, the following criteria were used. If

the kidney culture was positive for only one sample, the animal is considered to be positive for

Leptospira, K an animal is positive in only one sample for either FA or PCR, the animal is

considered to be negative. |f the sample is positive for both FA and PCR in only one sample, it

was considered positive for Leptospira.

The results shown in Table 2 indicate that there was a significant shorter duration of

urinary shedding in all vaccine groups based on all the three assays. As far as urinary and

kidney colonization are concerned, the efficacies of the QAC- and DDA-containing formulations

QAC- or DDA-containing vaccines in this challenge study.

Table 3 - Microscopic Agglutination Titer Range -
On Day Of Peak Geometric Mean Titer Prior To Challenge (Day 35)

- without AlOH were comparable. AIOH did not improve and even reduced the efficacies of the

Treatment L. Hardjo L. pomona
Saline <20 f <20

QAC 160 - 640 1280 - 10240
QAC/AIOH 160 - 2560 8- - 10240
DDA 40 - 1280 320 - 2560
DDA/AIOH 320 - 640 1280 - 5120
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_ Serological responses against both of the Leptospira antigens in the vaccine
formulation were detected in the vaccinated animal and the peak response was noted on Day
35. There was no correlation between the serological response and the protection against the
chalienge. The presence of aluminum gel in the vaccine formulation reduced the level of
5 protection although the serological response was enhanced by the pfesence of aluminum gel in

the vaccine.

EXAMPLE 14

10 Elicitation Of Immune Response To The BVD Viral Antigen And
Protection Against The BVD Type 2 Virus Challenge
After Immunization With A Microfluidized ,
Vaccine Preparation Containing AMPHIGEN® Formulation and DDA.

15 Four to seven month-old seronegative calves were used in this experiment. There were
six different groups and each group had ten animals (Table 4). On Day 0 and Day 21 each
animal received one 2 ml subcutaneous dose of the vaccine or placebo in the lateral neck

approximately midway between the scapula' and poll.

20 Table 4 - Treatment Groubs
Treatment | Adjuvant composition
TO1 Saline
T02 Quil-A, AMPHIGEN® formulation, and Chloesterol ,
T03 AMPHIGEN® formulation, Choloesterol, DDA (0.5 mg / dose) and AIOH
T04 AMPHIGEN® formulation, Cholesterol, and DDA (0.5 mg/ dose) _
T05 AMPHIGEN® formulation, Cholesterol, and DDA (1.0 mg / dose)
TO6 AMPRIGEN® formutation, Cholesterol, anq D_DA (2.0 mg / dose)

A 5 ml dose of the challehge virus preparation (approximately 2.5 ml per'nostril) was
administered intranasally on Day 44 of the study. Noncytopathic BVD virus Type 2, isolate # -

25 24515 (Ellis Strain), lot # 46325-70 was used in this study as the challenge strain. Retained
samples of challenge material were tittered (two replicates per titration) at the time challenge
was initiated and immediately upon its completion. The mean live virus titer per 5 ml dose was

" 5.3 logqo FAIDsp/5 ml prior to challenge and 5.4 logyo FAIDsy/5 ml post challenge (FAID is
equivalent to TCIDj5y). '

30 Animals were monitored daily from Day -3 through Day 58. Clinical disease scores of
0,1, 2, or 3, based on clinical signs attributable to BVD- 2 infection were made for each animal
on Days 42 through 58. The scores on Day 44 were recorded prior to challenge. Blood
samples (two 13 ml Serum Separation Tubes, S5T) were collected from each animal on Dayé

27
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0, 21, 35, 44, and 58 for determination of serurﬁ titers of BVD Type 1 and BVD Type 2 virus
neutralization antibodies. | ‘ '

Blood samples were collected from each animal on Days 42 through Day 58, inclusive,
and the presence of BVD virus in buffy coat cell was deterrﬁined. On Day 44, samples were
obtained prior to challenge.

For determining white blood cell counts, blood samples (one 4 ml EDTA tube) were
collected from each animal on Day 42 through Day 58, inclusive. On Day 44, samples were
obtained prior to challenge. ‘

Leukopenia was defined as a 40% or greater decrease in the WBC count from baseline
(average of pre-challenge WBC counts from two days prior to, and the day-of challenge).

Clinical disease scores were used to define disease status as follows; if the score is
<1, then disease = no; if the score is > 2, then disease = yes,

As shown in the Tables 5 and 6, the grdups vaccinated with vaccines containing BVD
viral antigens along with the AMPHIGEN® formulation, Quil A or DDA and microfluidized,
seroconverted with significant serum virus neutralization titers for both BVD Type 1 and BVD
Type 2 viruses. In those groups there was also a significant reduction in the percentage of
animals showing viremia following challenge, while in the control group 100% of the animals
were viremic (Table 7). In addition, in those vaccinated groups the frequency of the diséase‘
was also significantly reduced (Table 8). Similarly, the percentage of animals showing
leukopenia was also reduced in the vaccine groups and the reduction of leukopenia was more
significant in the group containing DDA than in the group containing Quil A (Table 98). In the
control group there_ was a significént drop in the weight gain when compared to the vaccinated
groups. (Table 10)

Serology ‘
Prior to vaccination on Day 0, all animals in the study were seronegative (SVN <1:2) for

antibodies to BVD virus Types 1 and 2 (data not shown). Fourteen days after the second
vaccination (Day 35), all animals that were-administered the placebo (T01) remained
seronegative for antibodies to BVD virus Types 1 and 2; and allof the animals vaccinated with
the ITAs (Investigational Test Antigen) (T02, T03, T04, TO5 and T06) were seropositive (SVN
=1:8) for antibodies to BVD virus, Types 1 and 2. One animal which was administered with the
vaccine adjuvanted with the AMPHIGEN® formulation at 2 mg/dose of DDA had an SVN titer of
3 for antibodies to BVD virus Type 2 on Day 35 (Table 11 and 12).

Prior to challenge on Day 44, all controls (T01), except one, were seronegative (SVN
<1:2) for antibodies to BVD virus Types 1 and 2 (data now shown). The one control (#2497)
was seropositive (SVN = 10) for antibodies to BVD virus Type 1 and seronegative for
antibodies to BVD virus Type 2. Fourteen days following challenge, all animals in the study
were seropositive for antibodies to BVD virus Types 1 and 2.

28
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Table 5. BVD Virus Type 1 Geometric Mean Serum Virus Neutralization Titers

BVDv Type 1 Geometric Mean SVN Titers on Study Day

Treatment 0 21 135 44 58

To1 | Saline <2 <2 <2 <2 239 —

T02 | Amphigen, <2 39.1 19824.5 14018.2 275545
Quil A ' ' \

T03 | Amphigen, <2 51.8 32204.8 223811 23170.4
0.5 mg DDA, '
Al

704 | Amphigen, <2 27.0 14512.4 8932.0 219962
0.5 mg DDA

To5 | Amphigen, | <2 26.7 71585, 8194.6 20882.0
1.0 mg DDA

T06 | Amphigen, <2 235 8778.7 6769.3 16961.1
2.0 mg DDA

Table 6. BVD Virus Type 2 Geometric Mean Serum Virus Neutralization Titers

5
BVDv Type 1 Geometric Mean SVN Titers on Study Day
Treatment 10 T 35 T4 58
T01 Saline <2 <2 <2 <2 522.0
Toz | Amphigen, | <2 8.9 20724 | 20462 24833.6
Quil A ' :
- T03 | Amphigen, | <2 95 3565.7 27022 20881.8
0.5mg ’
DDA, Al
T04 | Amphigen,0. | <2 | 44 | 1260.7 989.1 184962
5.mg DDA
T05 | Amphigen, | <2 6.4 1308.8 1453.9 30047.8
1.0 mg DDA A
T06 | Amphigen2. | <2 |77 | 16732 14289 16384.0
0 mg DDA ' '

10
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Table 7. BVD Virus Isolation Following Challenge

BVD Virus Isolatibn
. LSMean

Treatment Frequency (%) of

. On Study Days . . ) Days with -

Viremic Animals
) Viremia

TO1 Saline 47 through 58 10/10 (100.0) 10.4

Amphigen, )
TO2 Phig 50 through 53 1/10 (10.0) 0.4

Quil A

Amphigen, 0.5
T03 g - 0/10 (0.0) 0.0

mg DDA, Al

Amphigen,
T04 - 48, 50 through 52, 57 3/10 (30.0) 0.5

0.5 mg DDA

. Amphigen, 1.0

TO5 Pnig 49 through 51 2/10 (20.0) 0.4

mg DDA ‘

Amphigen, 2.0
T06 48 through 52 2/10 (20.0) 0.5

mg DDA ’ _

Table 8. Clinical Signs Of BVD Disease Following Challenge

Frequency

Frequency (%) Observations with Clinical Sign
. : Total
Treatment (%) with of BVD Disease : ob
S.
Disease 0 1 2 3
T01 | Saline 9/10 (20.0) | 75 (46) 63 (37.5) 29(17.3) | 1(0.6) | 168
Amphigen, ' ' ’
T02 _ 1/10 (10.0) | 105 (61.8) | 63 (37.1) 2(1.2) 0(0) 170
Quil A '
Amphigen,
TO3 | 0.5mgDDA, | 2/10(20.0) | 99 (58.2) 67 (39.4) 4(2.4) 0(0) 170
Al
To4 Amphigen, 0/10 (0.0) 118 (69.4) | 52 (30.6) 0(0) 0(0) 170
0.5mg DDA | ' ' '
Amphigen, - :
T05 0/10 (0.0) 101 (59.4) | 69 (40.6) 0(0) 0(0) 170
1.0 mg DDA -
T06 Amphigen, 0/10 (0.0) 104 (61.2) 66 (38.8) 0 (0) 0(0) 170
2.0 mg DDA . ' (38.
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Table 9. Leukopenia Following Challenge -

Leukopenia
Treatment Frequency (%) of Leukemic | LSMean Days with
Animalis Leukemia
T01 Saline 10/10 (100.0) 7.8
To2 Amphigen, Quil A 6/10 (60.0) 1.2
Amphigen, 0.5 m -
TO3 PTIS Q 2/10 (20.0) 0.2
DDA, Al
Amphigen, 0.5 m ‘
T04 PHIg 9 4/10 (40.0) 0.8
: DDA
Amphigen,
TO05 3/10 (30.0) 0.9
1.0 mg DDA
' Amphigen, 2.0 m :
TO6 Phig me 2/10 (30.0) 0.5
DDA
Table 10. Body Weight and Body Weight Gain During the Study
Mean Body Weight (lb.) on Study Day Weight
Treatment -1 43 50 58 Gain (Ib)
TO1 Saline 378.0 | 484.9 491.0 4769 | 989
. Amphigen, ' ~
TOZ 428.0 526.5 546.7 579.0 151.0
Quil A -
Amphigen, _
TO3 © 1 410.5 514 .4 534.2 579.0 168.5
: 0.5 mg DDA, AIOH - :
Amphigen, :
T04 373.7 472.3 492.6 538.1 164.4
0.5 mg DDA
‘ Amphigen,
T05 : 358.9 451.4 478.9 507.1 148.2
1.0 mg DDA .
Amphigen,
TO6 408, . 1513.3 533.9 560.3 151.6
2.0 mg DDA .
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Virus Isolation _

As the data shown in Table 13, during the chalienge period (Days 44 through 58), all
ten animals in the control-(T_O‘l) were viremic (BVD virus was isolated on one or more days). in
the groups administered with the ITAs, the frequency of viremic animals was one, zero, three,
two and two in each group of ten (T02, T03, T04, TO5 and T06, respectively). The difference
between the control and the groups administered with the ITAs was statistically significant
(P<0.05). The least squares mean number of days of viremia was also significantly greater
‘(10:4 days) for the control as compared to the groups administered with the ITAs (0.0t 0.5
days).

Clinical Disease’

Animals with clinical sign scores of 2 or 3 were considered demonstrating signs of BVD
disease. As shown in the Table 14, the frequency of animals with blinical signs of BVD virus
disease was nine of ten in the control (T01) and one, two, zero, zero and zero of ten in each of
the groups administered the ITAs (T02, T03, T04, TO5 and T06, respectively). The difference
between the control and groups that were administered the ITAs was statistically significant
(P<0.05).

Leukopenia ,
As shown in Table 15, during the challenge period (Days 44 through 58), all ten

animals in the control (T01) were leukemic (a 40% reduction in white blood cell count from pre-
challenge baseline, Days 42-44). The frequency of animals with leukemia was six, two, four,
three and two of the ten animals in each of the groups administered with the ITAs (T02, T03,
T04, T05 and T06, respectively). The difference between the control and the group ‘
administered with vaccine which was adjuvanted with the AMPHIGNEN® formulation at 0.5
mg/dose and aluminum hydroxide (T03) was statistically significant (P<0.05). The least

squares mean number of days of leukemia was significantly greatér (7.8 days) for the control

as compared to the groups administered with the ITAs ‘(0.2 to 1.2 days).

EXAMPLE 15

Elicitation Of Immune Response To The BVD Viral Antigen And
Protection Against The BVD Type 2 Virus Challenge After Immunization
With Microfluidized Vaccine Formulation Containing GPI-0100.

A set of experimental conditions as described in the Example 14 was followed and a
direct comparison between Quil'/A and GP1-0100 was made. As shown in the Tables 11 and
12, the animals vaccinated with BVD antigens in the microfiuidized AMPHIGEN® formulation-
based preparation containing either Quil A or GPI-0100 had a significant antibedy titer both for
BVD Type 1 and BVD Type 2 virusés. The antibody titer for BVD Type 1 virus was much more
higher than that for BVD Type 2 virus. However, subsequent challenge with BVD Type 2 virus

: 32
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showed a strong protection and the disease incidence was significantly reduced in the calves
vaccinated with the microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparation
containing GPI-0100.

33

5 Table 11. BVD virus Type‘1 Geometric Mean Serum Virus Neutralization Titers
Geometric mean SVN titer
Treatment 0 21 35 43 57
TO01 | Saline <2 <2 <2 <2 355
TOZ2 | Amphigen, Quil A <2 98.7 20171.0 12203.4 44762 .4
Toz | AmPhigen, 2mg GRROTO0, oy 6 100085 | 73832 05709.2
AIOH , ' _
T04 | Amphigen, 2 mg GPI-0100 <2 106.0 18179.2 8933.2 28526.2
TO5 | Amphigen, 3 mg GPI-0100 <2 62.9 15024.3 87801 10824 .4
TO6 | Am,phigen, 5 mg GPI-0100 <2 71.1 12203.3 7512.0 16670.2
10 Table 12. BVD virus Type 2 Geometric Mean Serum, Virus Neutralization Titers
BVDv Type 1 Geometric Mean SVN Titers on Study
Treatment Day
_ 0 21 35 44 58
T01 | Saline <2 |<2  |<2 <2 147
T02 | Amphigen, Quil A <2 12.9 ‘ 2312.0 1692.5. 1663.4
To3 | AmPhigen, 2mg GP"O‘mO’ <2 132 | 16635 1116.8 1562.3
AIOH :
T04 | Amphigen, 2 mg GPI-0100 <2 20.5 | 2610.2 1978.2 2478.7
TOS | Amphigen, 3 mg GPI-0100 ' | <2 114 .| 1752.8 1306.2 2435.4
T06 | Amphigen, 5 mg GPI-0100 ~ | <2 12.0 [31584 21202 1845.6
15
20
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Table 13. BVD Virus Isolation Following Challenge

BVD Virus Isolation
Treatment Frequency (%) of LSMean Days with
Viremic Animals Viremia
TO1 | Saline 10/10 (100.0) 8.4
T02 | Amphigen, Quil A 3/10 (30.0) 0.3
Amphigen, 2mg GPI-0100,
TO3 1 0/10 (0.0) 0.0
AlIOH : .
T04 | Amphigen, 2 mg GPI-0100 1/10 (10.0) 0.1
TO5 | Amphigen, 3 mg GPI-0100 3/10 (30.0) 0.3
T06 | Amphigen, 5 mg GPI-0100 2/10 (20.0) 0.2
5 ' Table 14. Clinical Signs of BVD Disease Following Challenge
Frequency Frequency (%) Observations with Total
ota
(%) with | Clinical Disease Score of
Treatment : , Obs.
Disease
0 1 2
TOt1 | Saline 5/10 (50.0) 103 (60.6) | 55 (32.4) | 12(7.1) 170
T02 | Amphigen, Quil A 5/10 (50.0) 115(67.6) | 48(28.2) | 7 (4.1) 170
Amphigen, 2 mg
TO3 - 0/10 (0.0) 128 (75.3) | 42(24.7) | 0(0) 170
GPI-0100, AIOH :
Amphigen, 2 mg : .
TO4 0/10 (0.0) 124 (72.9) | 46 (27.1) | 0(0) 170
GPI-0100
‘ Amphigen, 3 mg ;
TO5 0/10 (0.0) 104 (61.2) | 66 (38.8) | 0(0) 170
GPI-0100 ;
Amphigen, 5mg
TO6 0/10-(0.0) 128 (75.3) | 42 (24.7) | 0 (0) 170
GPI-0100 ‘ :

10
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Table 15. Leukopenia Following Challenge

Leukopenia

Treatment Frequency (%) of Leukopenic LSMean Days with
Animals | Leukopenia

To1 Saline 9/10 (90.0) 8.7

Toz | Qui A 6/10 (80.0) | 1.6

T03 | 2 mg GPI-0100, AIOH | 7/10 (70.0) - 26

To4 2mg GPI-0100 4/10 (40.0) 15 T

T0S 3 mg GPI-0100 7/10 (70.0) 26

T06 5 mg GPI1-0100 8/10 (80.0) 2.9

In conclusion, safety of each vaccine Was demonstrated by the absence of adverse
reactions or mortality in the vaccinated animals. Potency of each vaccine was demonstrated by
seroconversion (SVN antibody titers to BVD-1 and BVD-2 =>1:8) in 100% of the vaccinated
animals. Satisfactory resistance to challenge was demonstrated by the vaccine adjuvanted with
2 mg GPI-0100 only. ‘

10,
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EXAMPLE 16
Vaccine Preparation Containing Microencapsulated Ahtigen
in Microfluidized Qil-in-Water Emulsion

Three grams of Trehalose (Fluka) was added to water to get a stock of 333mg/ml of
Trehalose solution. Recombinant PauA antigen solubiliized in 0.8% SDS solution (SDS/rPauA)
was added to Trehalose solution to get a final concentration of 494 png rPauA/mi. In the next
step 10 grams of polylactide glycolic acid (PLG- Resomer RE 503H, Boeringher Ingelheim) was
dissolved in 200 mi Methylene Chloride (MeCI2). The resulting PLG/MeCI2 solution was '
combin_ed with the SDS-rPauA/trehalose solution prepared in the first step. The combined
solution was subjected to microfluidization using (Microfiuidizer from Microfluidics Model
M110EH) and the microfiuidized preparation was spray dried using (Temco Spray Dryef Model
SD-05). The spray dried material was collected using a 500 micron s'creen. '
¢« The concentration of rPauA in this spray dried material was quantified using a Western
blot analysis. 1.04 mg of spray-dried material was dissolved in 50 pl of acetone and
centrifuged at 13,200 rpm at room temperature for 10 minutes. The supernatant was removed.
The supernatantand the pellet fractions were dried in a biological safety hood for 2.5 hours.
The pellet was resuspended in 47.43 ul. of sample solution (25! of sample buffer + 10 pi of

reducing agent+ 65ul of water), The dfied supernatant fraction was resuspended with 20 pl of
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sample solution. In the western analysis purified PauA was used as a stahdaré to quantify the
rPauA content of the spray dried material.

A 20 % Manitol stock solution was prepared by dissolving 100 grams of mannitol
(Sigma) in 500 ml of Water for Injection (WFI). Solution was heated to 40°C with hot
plate/stirrer and cooled to 30°C. Solution was sterile filtered through a 0.22micron sterile filter
(Millipore). 2.5% Carboxymethylcellulose solution was prepared by dissolving 12.5 grams of
carboxymethyulcellulose (Sigma) in 500 ml of WFI and mixed overnight at 4°C. Solution was
autoclaved at 121°C. _

The powder resulting from spray drying was reconstituted in a solution containing 5%
mannitol, 0.3% carboxymethyl ceiluloée, and 1:5000 of thimerosol. The final solution was

- aliquoted in to 3 ml vials and lyophilized using a Lyophilizer (USIFROID). The lyophilized

powder represents the microencapsulated rPauA. The microencapsulated subunit protein
antigen is resuspended in 2 m! of microfluidized oil-in-water emulsion containing an
AMPHIGEN® formulation (such as the microfluidized emulsion described in Example 20) and -

used as a vaccine. '

EXAMPLE 17

Preparation Of Microfluidized Vaccine Formulation Containing Both Bacterial
Whole Cell Antigen And Recombinant Protein Antigen In Oil-in-Water Emulsion

Two vaccine preparations were made which contained both recombinant

Streptococcus uberis PauA protein and Escherichia coli bacterial cells, added intrinsically to oil--

in-water emulsions as described in Examples 2 and 3. The recombinant PauA antigén was at
the concentration of 100 ug per dose and the E. coli cells were at the final count of 4 X 10° per
dose. The emulsion adjuvant compositions of the two vaccine formulations are shown in the
Table 16,

¢

Table. 16 Vaccine formulations containing both the recombinant protein and whole E. coli cells.

Treatment Antigen . Adjuvant

TO1 Placebo ' Saline .

T02 | Pau AJE. col SEAM-14

T03 Pau A/E. coli | 2.5 % Amphigen, 0.5 mg GPI-0100, 0.5 mg

- cholesterol

T04 Pau A/E. coli 2.5 % Amphigen, 0.5’ mg
dimethyldioctadecylammonium bromide (DDA),
0.5 mg cholesterol |

36

-9



10

15

30

35

40

® ® =

WO 2004/087204 PCT/IB2004/000937

EXAMPLE 18

Immune Response to Microfluidized Vaccine Containing the rPauA
and Whole Cell Bacterial Agents in Oil-In-Water Emulsion

Mature dairy cows were used in this experiment. Animals were at the end of their first
or second lactation at the time of enroliment. Two m! of each vaccine formulation was
administered subcutaneously three tirﬁes, once at the time of drying off (D-0), 28 days léter
(D=28), and again 4 to 10 days following calving (C+4 - C+10). The first and third dose was
administered on the left side of the neck and the second dose was administered on the right
side of the neck. Blood was collected prior to each vaccination and approximately 14 days and
32 days followinAg third vaccination. The antibody titer for E. coli and the rPauA antigen were
determined through ELISA. As shown in Figure 8, the results indicate that the antibody titer for
rPauA was higher in the group vaccinated with vaccine formulation containing GPI-0100 as an
immunostimulant and peaked on day 70 post initial vaccination. The antibody titer for E. coli
antigen is shown in Figure 9. The antibody titer for E. coli antigén was comparable in both
vacciﬁe formulations, although the presence of GPI-0100 as an immunostimulant induced a
relatively higher antibody titer when comparéd to the formulation with DDA as an

immunostimulant.

EXAMPLE 19.

Analysis Of Virucidal Activity Of The Microfluidized
AMPHIGEN® Formulation Based Vaccine Preparations

In order to determine whether microfluidization inactivates the virus, the viricidal activity
of three microfluidized AMPHIGEN® formulation based vaccine preparations were determined.
The three preparations contained three different bovine infectious viruses, namely bovine
herpes virus (BHV), parainfluenza virus 3 (P13), and bovine respiratory synctial virus (BRSV).

Detection of the viricidal activity in the three vaccine preparations was conducted in
accordance with the USDA 9CFR.113.35 requirements.

The results shown in Table 17 indicate that microfluidization of AMPHIGEN®
formulation-based vaccine preparations does not cause any Significaht inactivation of the

vaccine preparation.
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Table 17. Analysis Of Viricidal Activities Of Microfluidizéd Vaccines

Serial BR&V BHV TPi3

A 0 . 0.2 0
AM200 0.2 0 0.2
AM75 0 0.3 03
AM75@37C 01 0.3 0.2
B 0 0.1 - 0.2
BM200 0 0 02 '
BM75 02 05 70
BM75@37C RS 0.5 0
C 0.1 01 0.2
CM200 02 0.4 . 0.2
CM75 : 0.1 T 0.5 ' 02
| CM75@37C 0.5 0.5 0.2

A=Choloesterol added at 650 mi/min

B=Cholesterol added at 28 ml/mim

C=Cho|esterol added at 5 mi/min

M200=Microfluidized with 200 micron screen
M75=Microfiuidized with 75 micron screen
M75@37C=Fluids heated to 37°C prior to microfluidization

A'value above 0.7 is an indication of viricidal effect.

EXAMPLE 20 |
Preparation of a Microfluidized AMPHIGEN® Formulqtion

An AMPHIGEN® formulation was prepared by combining the DRAKEOL lecithin oil
solution (light mineral oil with 25 % lecithin) and TWEEN 80 (with the final concentration of
0.18%) and Span 80 (with the final concentration of 0.08%) with mixing for 8-22 hours at 36 * 1
°C. The oil mixture was then added to saline with the aide of a Ross® (Hauppauge, NY 11788)
emulsifier at approximately 3400 rpm, Subsequently the mixture was passed once through a
microfluidizer with a 200 ym interaction chamber at 4500 + 500 psi. Figure 10 A and 10B show
the stability of the microfluidized AMPHIGEN® formulation. Particle size distribution, as
measured by laser diffraction, at the starting, initial time point (Figure 10A) was nearly identical
to the particle size distribution after 22 months of 4°C storage (Figure 10B).
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WHAT iS CLAIMED IS:

1. A submicron oil-in-water emulsion useful as a vaccine adjuvant comprising a light
hydrocarbon non-metabolizable oil, a surfactant, and an aqueous component, wherein said oil
is dispersed in said aqueous component and the mean oil droplet size is less than 1 pm,

2. The emulsion of ¢claim 1, Wherein said oil is light mineral oil and is in an amount of 1%
to 50% v/v, said surfactant comprises lecithin and is in an amount of 0.01% to 10% v/v, and

wherein said oil is dispersed in said aqueous component and the mean oil droplet size is

between 0.1 pm to 0.5 pm.

3. A submicron oil-in-water emulsion useful as a vaccine adjuvant comprising about 40%
v/v of mineral oil, about 10% w/v of lecithin, about .18% v/v of TWEEN-80, about 0.08% v/v of
SPAN-80, and an aqueous phase, wherein said oil is dispersed in said aqueous phase and the

mean oil droplet size is between 0.1 um to 0.5 pm.

4. A method of prepéring a submicron oil-in-water emulsion, comprising:
(a) preparing a mixture by combining a light hydrocarbon non-metabolizable oil, a
surfactant, and an agueous component;
~ (b) subjecting said mixture to a primary emulsification process to produce an qil;in-
water erﬁutsion which has a mean oil droplet size of 1.0um to 1.1 um; and

(c) subjecting the oil-in-water emulsion prepared in (b) to microfluidization to produce

said submicron oil-in-water emulsion, wherein the submicron emulsion has a mean

oil droplet size of less than 1 um.

5. The method of claim 4, wherein said oil is light mineral oil and is in an amount df 1% to
50% viv, said surfactant comprises lecithin and is in an amount of 0.01% to 10% v/v, and

wherein said mean oil droplet size of said submicron emulsion is between 0.1 um to 0.5 pm.

6. A vaccine composition comprising an oil-in-water emulsion and an antigen, wherein
said antigen is dispersed in said emulsion, said emulsion comprises a light hydrocarbon non-
metabolizable oil, a surfactant and an aqueous component, and wherein the mean oil droplet

size of said emulsion is less than 1 um.

7. The vaccine composition of claim 6, wherein said oil is light mineral oil and is present in
said vaccine composition in an amount of 1% to 20% v/v, said surfactant comprises lecithin and
is present in said vaccine composition in an amount of 0.01% to 10% v/v, and wherein said

mean droplet size is between 0.1 to 0.5 pm.
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8. The vaccine composition of claim 6, wherein said antigen is a viral antigen or a

bacterial antigen.

g, " The vaccine composition of claim 8, wherein said viral antigen comprises killed Bovine
Viral Diarrhea virus Type 1 or Type 2, and wherein said bacterial antigen comprises at least
one of an inactivated Lepltospira bacterin, the recombinant Streptococcus uberis PauA protein,

or an E. coli cell preparation.

10. A method of preparing a vaccine composition, comprising:

(a) preparing a mixture by combining a light hydrocarbon non-metabolizable oil, a
surfactant, and an aqueous component;

(b) adding an antigen to the mixture formed in (a);

(c) subjecting the mixture containing said antigen, which is formed in (b). to a primary
emulsification process fo produce an oil-in-water emulsion which has a mean oil
droplet size of 1.0 um to 1.1 um; and '

(d) subjecting the emulsion formed in (¢) to microfluidization to produce said vaccine

composition, wherein the composition has a mean oil droplet size of Jesé‘than Tum.

11. The method of claim 10, wherein said oil is light mineral oil and is present in the
vaccine composition in an amount of 1% to 20% v/v, said surfactant comprises lecithin and is
presefnt in said vaccine compaosition in an amount of 0.01% to 10% v/v, and wherein said mean

oil droplet size is between 0.1 to 0.5 pm.

12. The method of claim 10, wherein said antigen is a viral antigen or a bacterial antigen,
13. The method of claim 12, wherein said viral antigen comprises killed Bovine Viral
Diarrhea virus Type 1 or Type 2, and wherein said bacterial antigen comprises at least one of
an inactivated Lepfospira bacterin, the recombinant Streptococcus uberis PauA protein, or an

E. coli cell preparation.

14. A vaccine composition comprising an microencapsulated antigen and an oil-in-water

. emulsion, wherein said microencapsulated antigen is dispersed in said emulsion, and said

emulsion comprises a light hydrocarbon non-metabolizable oil, a surfactant and an aqueous

component, and wherein the mean oil droplet size of said emulsion is less than 1 um.
15. The vaccine composition of claim 14, wherein said oil is light mineral oil and is prese'nt

in said vaccine composition in an amount of 1.0% to 20% vlv, said surfactant comprises ledithin

and is present in said vaccine composition in an amount of 0.01% to 10% v/v, said antigen is a
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EMULSIONES DE ACEITE EN AGUA MICROFLUIDIZADAS Y
COMPOSICIONES DE VACUNAS

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere de forma general al campo de las vacunas v,
en particular, a formulaciones de adyuvantes para potenciar la respuesta
inmunitaria en animales veterinarios. En particular, la invencion se refiere al uso
de una emulsién submicrométrica de aceite en agua como un adyuvante de
vacunas para potenciar la capacidad inmunégena de los antigenos. La
presente invencién proporciona formulaciones de emulsiones submicrométricas
de aceite en agua, composiciones de vacunas que contienen un antigeno
incorporado en dicha emulsion, asi como procedimientos para preparar las

emulsiones y vacunas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las infecciones bacterianas, viricas, parasitarias y micoplasmicas estan
ampliamente difundidas en los animales veterinarios tales como ganado
vacuno, porcino y animales de compafiia. Las enfermedades provocadas por
estos agentes infecciosos son a menudo resistentes a la terapia farmacéutica
antimicrobiana, sin dejar medios efectivos de tratamiento. En consecuencia,
cada vez se usa mas una estrategia de vacunacién para controlar la
enfermedad infecciosa en los animales veterinarios. Un patégeno infeccioso
entero puede hacerse adecuado para usarse en una formulacion de vacuna
después de la inactivacién quimica o manipulacién genética apropiada. De

forma alternativa, puede expresarse una subunidad proteinica del patdgeno en
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un sistema de expresion recombinante y purificarse para su uso en una
formulacion de vacuna.

Adyuvante en general se refiere a cualquier material que aumenta la
respuesta inmunitaria humoral y/o celular a un antigeno. Las vacunas
tradicionales estan compuestas por una preparacion bruta de microorganismos
patégenos inactivados y las impurezas asociadas a los cultivos de
microorganismos patologicos podrian actuar como adyuvantes para potenciar
la respuesta inmunitaria. Sin embargo, cuando se usan preparaciones
homogéneas de microorganismos patolégicos o subunidades proteinicas
purificadas como antigenos para la vacunacién, la inmunidad provocada por
dichos antigenos es deficiente y, por lo tanto, se hace necesaria la adicion de
ciertos materiales exdgenos como adyuvantes. Ademas, las vacunas sintéticas
y de subunidades son caras de producir. Por lo tanto, con la ayuda de
adyuvantes, puede ser necesaria una dosis menor de antigeno para estimular
la respuesta inmunitaria, reduciendo asi en el coste de produccion de las
vacunas.

Se sabe que los adyuvantes actitan de diferentes maneras para
potenciar la respuesta inmunitaria. Muchos adyuvantes modifican la red de
citocinas asociadas a la respuesta inmunitaria. Estos adyuvantes
inmunomoduladores pueden ejercer su efecto incluso cuando no estan
combinados con antigenos. En general, los adyuvantes inmunomoduladores
provocan una regulacion por aumento general de ciertas citocinas y una
regulacion por disminucion concomitante de otras provocando una respuesta
celular Th1 y/o humoral Th2.

Algunos adyuvantes tienen la capacidad de preservar la integridad de la

i
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conformacién de un antigeno de forma que los antigenos puedan presentarse
de forma eficiente a las células efectoras inmunitarias apropiadas. Como
resultado de esta preservacion de la conformacion del antigeno por la
formulacion del adyuvante, la vacuna tendria una vida atil mayor como la
mostrada por los complejos inmunoestimuladores (ISCOM). Ozel M. y cols.;
Quaternary Structure of the Immunestimmulating Complex (Iscom), J. of
Ultrastruc. And Molec. Struc. Res. 102, 240-248 (1989).

Algunos adyuvantes tienen la propiedad de retener el antigeno en forma
de formulacién de liberacion prolongada en el sitio de inyeccion. Como
resultado de este efecto de liberacion prolongada el antigeno no se pierde
rapidamente por aclaramiento hepatico. Las sales de aluminio y las emulsiones
de agua en aceite actuan a través de este efecto de liberacién prolongada con
una duracidon menor. Por ejemplo, se puede obtener una formulacién de
liberacion prolongada a largo plazo usando adyuvante completo de Freund
(FCA) que es una emulsion de agua en aceite. FCA tipicamente se mantiene
en el sitio de inyeccion hasta que la biodegradacién permite la separacion del
antigeno por las células presentadoras de antigeno.

Basandose en su naturaleza fisica, los adyuvantes pueden agruparse en
dos categorias muy amplias, en concreto adyuvantes particulados vy
adyuvantes no particulados. Los adyuvantes particulados existen en forma de
microparticulas. El inmunégeno es capaz de incorporar o asociarse a las
microparticulas. Sales de aluminio, emulsiones de agua en aceite, emulsiones
de aceite en agua, complejos inmunoestimuladores, liposomas vy
nanoparticulas y microparticulas son ejemplos de adyuvantes particulados. Los

adyuvantes no particulados son generalmente inmunomoduladores y se usan

Q
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generalmente junto con adyuvantes particulados. Muramil dipéptido (un
componente activo-adyuvante de un peptidoglicano extraido de Mycobacteria),
copolimeros de bloque no idnicos, saponinas (una mezcla compleja de
triterpenoides extraidos de la corteza del arbol Quillaja saponaria), Lipido A (un
disacarido de glucosamina con dos grupos fosfato y cinco o seis cadenas de
acidos grasos generalmente de C12 a C16 de longitud), citocinas, polimeros
de carbohidratos, polisacaridos derivatizados y toxinas bacterianas tales como
la toxina del colera y la toxina labil de E. coli (LT) son ejemplos de adyuvantes
no particulados.

Algunos de los adyuvantes mejor conocidos son combinaciones de
inmunomoduladores no particulados y materiales particulados que podrian
conferir un efecto de liberacion prolongada a la formulacion de adyuvante. Por
ejemplo, FCA combina las propiedades inmunomoduladoras de componentes
de Mycobacterium tuberculosis con el efecto depésito a corto plazo de las
emulsiones en aceite.

Las emulsiones en aceite se han usado como adyuvante de vacunas
durante mucho tiempo. Le Moignic y Pinoy encontraron en 1916 que una
suspension de Salmonella typhimurium inactivados en aceite mineral
aumentaba la respuesta inmunitaria. Subsiguientemente, en 1925, Ramon
describié el aceite de almidon como una de las sustancias que aumentan la
respuesta antitoxica al toxoide de la difteria. Sin embargo, las emulsiones en
aceite no se hicieron populares hasta 1937 cuando Freund logré su formulacion
de adyuvante que hoy se conoce como Adyuvante Completo de Freund (FCA).
FCA es una emulsién de agua en aceite compuesta por aceite mineral

(parafina) mezclado con Mycobacteria inactivadas y Arlacel A. Arlacel A es

ot
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principalmente monooleato de manida y se usa como agente emulsionénte.
Aunque FCA es excelente para inducir una respuesta de anticuerpos, provoca
un dolor fuerte, formacion de abcesos, fiebre e inflamacién granulomatosa.
Para evitar estas reacciones secundarias indeseables, se desarrollé el
Adyuvante Incompleto de Freund (IFA). IFA es similar a FCA en su
composicion excepto por la ausencia de componentes de micobacteria. [FA
actia mediante formulacién de liberacion prolongada en el sitio de inyeccion y
liberacion lenta del antigeno con estimulacion de células productoras de
anticuerpos.

Otra estrategia para mejorar FCA se basd en la nocion de que la
sustitucion del aceite mineral por un aceite biocompatible ayudaria a eliminar
las reacciones asociadas a FCA en el sitio de inyeccidn. Se creia también que
la emulsion deberia ser una de aceite en agua en lugar de agua en aceite
porque ésta produce efecto de liberacion prolongada de larga duracioén en el
sitio de inyeccion. Hilleman y cols. describieron un adyuvante basado en aceite
“Adjuvant 65”, que consiste en aceite de cacahuete al 86%, Arlacel A al 10%
como emulsionante y monoestearato de aluminio al 4% como estabilizador.
Hilleman, 1966, Prog. Med. Virol. 8: 131-182; Hilleman y Beale, 1983, en New
Approaches to Vaccine Development (Editores Bell, R. y Torrigiani, G.),
Schwabe, Basel. En los seres humanos, el uso de Adjuvant 65 era seguro y
potente, pero mostraba menos capacidad adyuvante que IFA. Sin embargo, se
suspendio el uso de Adjuvant 65 debido a la capacidad reactégena en el
hombre con ciertos lotes de vacunas y la reducciéon de la capacidad de
adyuvante cuando se usaba emulsionante purificado o sintético en lugar de

Arlacel A. Las patentes de Estados Unidos n® 5.718.904 y 5.690.942 ensefian
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que el aceite mineral en la emulsién de aceite en agua puede sustituirse por
aceite metabolizable con el fin de mejorar el perfil de seguridad.

Ademas de la capacidad adyuvante y la seguridad, el aspecto fisico de
una emulsion es también una consideracion comercial importante. El aspecto
fisico depende de la estabilidad de la emulsion. La separacion de fases,
sedimentacion y coalescencia son indicadores de la inestabilidad de la
emulsion. La separacion de fases ocurre cuando las fases oleaginosa y acuosa
de la emulsion tienen una gravedad especifica diferente. También se da la
separacion de fases cuando el tamafio inicial de la gota de la emulsion es
grande y las gotas de emulsion no tienen movimiento Browniano. Cuando el
tamafio de la gota es grande, hay una tendencia a la ruptura de la interfase y
las gotas se fusionan en forma de particulas grandes. La estabilidad de la
emulsion se determina mediante un numero de factores tales como la
naturaleza y cantidad de emulsionante usado, el tamafio de la gota en la
emulsién y la diferencia de densidades entre la fase oleaginosa y acuosa.

Los emulsionantes promueven la estabilizacion de gotas dispersas
reduciendo la energia libre de la interfase y creando barreras fisicas o
electroestaticas a la coalescencia de las gotas. Se han usado detergentes no
idnicos asi como idnicos como emulsionantes. Los emulsionantes no idnicos se
orientan en la interfase y producen estructuras relativamente voluminosas, lo
que conlleva al impedimento estérico de las gotas dispersas. Los
emulsionantes anibnicos o catidnicos inducen la formacion de una capa doble
eléctrica atrayendo los contraiones; las fuerzas de repulsién de la capa doble
provocan que las gotas se repelan las unas a las otras cuando se acercan.

Ademas de usar emulsionantes, puede lograrse también la estabilidad
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de la emulsién reduciendo el tamafio de la gota de la emulsién por medios
mecanicos. Tipicamente se han usado mezcladores de propelentes, rotores de
turbina, molinos de coloides, homogeneizadores y aparatos de ultrasonidos
para fabricar emulsiones. La microfluidizacion es otra forma de aumentar la
homogeneidad del tamafo de la gota en la emulsion. La microfluidizacion
puede producir una emulsion elegante, fisicamente estable con un tamafio de
particula consistente en el intervalo submicrométrico. Ademas de aumentar la
estabilidad de la emulsion, el proceso de la microfluidizacion permite la
filtracion final que es una forma preferida de asegurar la esterilidad del producto
final. Ademas, las particulas oleaginosas submicrométricas pueden pasar
desde los sitios de inyecciéon a los vasos linfaticos y después a los nédulos
linfaticos de la cadena de drenaje, sangre y bazo. Esto reduce la probabilidad
de establecer una formulacion de liberacion prolongada oleaginosa en el sitio
de la inyeccion que puede producir inflamacioén local y una reaccion significativa
en el sitio de inyeccion.

Los microfluidizadores estdn ahora disponibles en el mercado. La
formacion de emulsiones ocurre en un microfluidizador al interactuar dos
corrientes fluidizadas a velocidades elevadas dentro de una camara de
interaccion. El microfluidizador es aire o nitrégeno impulsado que puede operar
con presiones internas por encima de 137900 KPai. La patente de Estados
Unidos 4.908.154 ensefia el uso de un microfluidizador para obtener
emulsiones esencialmente libres de cualesquiera agentes emulsionantes.

En la bibliografia se han describo un numero de formulaciones de
adyuvantes de aceite en agua submicrométricas. La patente de Estados Unidos

5.376.369 describe un adyuvante de emulsidon submicrométrica de aceite en

L3
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agua que se conoce como Syntax Adjuvant Formulation (SAF). SAF contiene
escualeno o escualano como el componente oleaginoso, una cantidad de
polimero de bloque Pluronico L121 que forma emulsiones (polioxi-propilen-
polioxietileno) y una cantidad inmunopotenciadora de muramil dipéptido.
Escualeno es un precursor de colesterol de tipo hidrocarburo lineal que se
encuentra en muchos tejidos, de forma notable en el higado de tiburones y
otros peces. Escualano se prepara mediante hidrogenacion de escualeno y
estd completamente saturado. Tanto escualeno como escualano pueden
metabolizarse y tienen unos buenos antecedentes en estudios toxicologicos.
Las emulsiones de escualeno o escualano se han usado en vacunas contra el
cancer en humanos con efectos secundarios leves y con una eficacia deseable.
Véase, por ejemplo, Anthony C. Allison, 1999, Squalene and Squalane
emulsions as adjuvants, Methods 19: 87-93.

La patente de Estados Unidos 6.299.884 y la publicacion de patente
internacional WO 90/14837 ensefian que los copolimeros de bloque de polioxi-
propilen-polioxietileno no son esenciales para la formacion de emulsiones
submicrométricas de aceite en agua . Ademas, estas referencias ensefian el
uso de aceite metabolizable no tdxico y expresamente excluyen el uso de
aceite mineral y aceites de derivados del petrdleo toxicos en sus formulaciones
de emulsiones.

La patente de Estados Unidos 5.961.970 ensefia otra emulsion
submicrométrica de aceite en agua mas para usarse como adyuvante en
vacunas. En la emulsion que se describe en esta patente, el componente
hidrofobo se selecciona del grupo que consiste en un aceite triglicérido de

cadena media, un aceite vegetal y una mezcla de los mismos. El tensioactivo
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que se incluye en esta emulsidn puede ser un tensioactivo bioloégicamente
compatible natural tal como un fosfolipido (por ejemplo lecitina) o un
tensioactivo no natural farmacéuticamente aceptable tal como TWEEN-80. Esta
patente ensefia también la incorporacion del antigeno a la emulsion en el
momento en que se forma la emulsion, contrastando con la mezcla del
antigeno con la emulsion después de que se ha formado la emulsion de forma
independiente y extrinseca.

La patente de Estados Unidos 5.084.269 ensefia que una formulacién de
adyuvante que contiene lecitina combinada con aceite mineral provoca un
descenso de la irritacion en el animal hospedador y simultaneamente induce
una inmunidad sistémica aumentada. La formulacién del adyuvante que resulta
de la patente de Estados Unidos 5.084.269 se usa comercialmente en vacunas
veterinarias con el nombre comercial AMPHIGEN®. La formulacion de
AMPHIGEN® esta formada por micelas —~ gotas de aceite rodeadas de lecitina.
Estas micelas permiten que se unan mas antigenos celulares completos que
los adyuvantes con base oleaginosa tradicionales. Ademas, las formulaciones
de vacunas a base de AMPHIGEN® contienen un bajo contenido en aceite de
2,5 a 5% de aceite mineral, comparado con otras formulaciones de vacunas
que contienen adyuvantes oleaginosos, que tipicamente contienen de 10% a
20% de aceite. Su bajo contenido en aceite hace que esta vacuna con base de
adyuvante sea menos irritante para los tejidos en el sitio de inyeccion, dando
como resultado menos lesiones y que haya menos desechos al sacrificar.
Ademas, el recubrimiento de lecitina que rodea las gotas de aceite reduce
adicionalmente las reacciones en el sitio de inyeccion dando como resultado

una vacuna que es tanto segura como eficaz.
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La formulacion de AMPHIGEN® se usa como adyuvante en un numero
de vacunas veterinarias y existe una necesidad de mantener el aspecto fisico
de la vacuna durante periodos de almacenamiento cortos y largos asi como en
el momento de la reconstitucion. Ademas, un antigeno liofilizado se mezcla con
la formulacion de adyuvante preparada previamente justo antes de la inyeccion.
Esta practica no asegura siempre que exista una distribucion uniforme del
antigeno en la emulsion de aceite en agua y el aspecto de la emulsion puede

no ser deseable. Ademas, al reposar, la emulsion homogeneizada puede

mostrar separacion de fases. Por lo tanto, existe una necesidad de una '

formulacion de adyuvante estable que no muestre separacion de fases durante ‘

una vida Util larga. Una forma de prevenir la separacion de fases es reducir el
tamafio de la gota y aumentar la homogeneidad de las particulas de la
emulsién. Aunque se ha documentado el proceso de microfluidizacion de
formulaciones en emulsion a base de aceite metabolizable, la microfluidizacion
de las emulsiones de aceite en agua tales como la formulacion de
AMPHIGEN® no se ha realizado todavia.

En la presente invencion, se ha usado la microfluidizacion para llevar el
tamafio de las gotas de aceite mineral rodeadas de lecitina a tamafo
submicrométrico. De forma inesperada, los presentes inventores han
descubierto que la microfluidizacion de formulaciones de vacunas que tienen
como adyuvante una emulsion de aceite en agua formada por una mezcla de
lecitina y aceite no unicamente mejora el aspecto fisico de las formulaciones,
sino que potencia también los efectos inmunizadores de las formulaciones. Las
formulaciones microfluidizadas se caracterizan también por un perfil de

seguridad mejorado.
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SUMARIO DE LA INVENCION

Los presentes inventores han descubierto de forma inesperada que la
actividad de adyuvante y perfil de seguridad de emulsiones con base
oleaginosa de aceite en agua no metabolizables pueden mejorarse mediante la
microfluidizacion. Los antigenos que se incorporan en emulsiones
microfluidizadas son estables incluso cuando los antigenos se incorporan de
forma intrinseca a las emulsiones antes de la microfluidizacion.

En consecuencia, en una realizacion, la presente invencion proporciona
formulaciones de emulsién submicrométrica de aceite en agua de utilidad como
un adyuvante de vacuna. Las emulsiones submicrométricas de aceite en agua
de la presente invencion estan compuestas por un aceite no metabolizable, al
menos un tensioactivo y un componente acuoso, en el que el aceite esta
disperso en el componente acuoso con un tamafio medio de gota de aceite en
el intervalo submicrométrico. Un aceite no metabolizable preferido es aceite
mineral ligero. Tensioactivos preferidos incluyen lecitina, Tween-80 y SPAN-80.

Una emulsion de aceite en agua preferida proporcionada por la presente
invencion esta compuesta por una formulacion de AMPHIGEN®.

Las emulsiones de aceite en agua de la presente invencion pueden
incluir componentes adicionales que son apropiados y deseables, incluyendo
conservantes, agentes osmoticos, moléculas bioadhesivas y moléculas
inmunoestimuladoras. Moléculas inmunoestimuladoras preferidas incluyen, por
ejemplo Quil A, colesterol, GPI-0100, bromuro de dimetildioctadecilamonio
(DDA).

En ofra realizacién, la presente invencion proporciona procedimientos
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para preparar una emulsion submicrométrica de aceite en agua. De acuerdo
con la presente invencidn, se mezclan los diversos componentes de la
emulsion, incluyendo el aceite, uno o mas tensioactivos, un componente
acuoso y cualquier otro componente apropiado para usarse en la emulsién. La
mezcla se somete a un proceso de emulsionamiento primario para formar una
emulsion de aceite en agua, que después se pasa por un microfluidizador para
obtener una emulsién de aceite en agua de gotas con un diametro inferior a 1
micra, preferiblemente con un tamafio de gota medio inferior a 0,5 micras.

En otra realizacibn mas, la presente invencidbn proporciona
composiciones de vacuna que contienen un antigeno y una emulsion
submicrométrica de aceite en agua descrita anteriormente. El antigeno se
incorpora en la emulsién de forma extrinseca o intrinseca, preferiblemente de
forma intrinseca.

El antigeno que puede incluirse en las composiciones de la vacuna de la
presente invencién puede ser un antigeno bacteriano, fungico o virico o una
combinacion de ellos. El antigeno puede tener forma de una preparacion
inactivada de células o virus completos o parciales, o0 tomar la forma de
moléculas antigenas obtenidas mediante purificacion convencional de
proteinas, técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona
procedimientos para preparar composiciones de vacunas que contienen un
antigeno o antigenos combinado(s) con una emulsién submicrométrica de
aceite en agua.

Para preparar las composiciones de vacunas de la presente invencion, el

(los) antigeno(s) puede(n) combinarse de forma intrinseca (por ejemplo antes
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de la microfiuidizacion) o de forma extrinseca (por ejemplo después de la
microfluidizacién) con los componentes de la emulsion de aceite en agua.
Preferiblemente, el antigeno se combina con los componentes de la emulsion
de aceite en agua de forma intrinseca.

En otra realizacion mas, la presente invencién proporciona
composiciones de vacunas que contienen un antigeno microencapsulado y una
emulsion submicrométrica de aceite en agua descrita anteriormente, en las
que el antigeno microencapsulado se combina con la emulsién de forma

extrinseca.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa el procedimiento para la preparacion en lotes de
composiciones de vacunas no microfluidizadas. En este procedimiento los
diversos componentes de la vacuna se afiaden al recipiente de adicion de la
izquierda y finalmente se bombean al vaso de mezclado donde los
componentes se mezclan por medios mecanicos simples.

La Figura 2 representa el procedimiento para la preparacion de
composiciones de vacunas microfluidizadas que contienen antigeno
incorporado de forma intrinseca. Los diversos componentes de la vacuna se
afiaden al recipiente de adicion y se transfieren a la unidad de mezclado de la
preemulsion para mezclar por medios mecanicos simples. Subsiguientemente,
se pasa la emulsion por un microfluidizador y se recoge en la camara de post-
microfluidizacién.

La Figura 3 representa la distribucién del tamafio de las gotas de la

vacuna basada en de la formulacion de AMPHIGEN® no microfluidizada, la

=
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vacuna basada en de formulacién de AMPHIGEN® microfluidizada y la
preparacion de vacuna de mezclado en banco.

La Figura 4 muestra la ausencia de separacién de fases en la
preparacion de vacuna microfluidizada.

La Figura 5 representa una comparacion de la estabilidad de los
antigenos que se incorporan de forma intrinseca a la preparacion de vacuna
con base de formulacion de AMPHIGEN® microfluidizada (A907505) y tres
preparaciones de vacunas con base de formulacion de AMPHIGEN® no
microfluidizadas de control (A904369, A904370 y A904371). Las cuatro
preparaciones de vacunas se almacenaron a 4°C durante dos afos. En
momentos diferentes durante el almacenamiento (0, 6, 12 6 24 meses), se
usaron las cuatro formulaciones para vacunar vacas de tres meses de edad. La
vacunacion se realizo el Dia 0 y 21 con 2 mi de una dosis de vacuna y se
recogieron los sueros dos semanas después de la segunda vacunacion. Se
determin® la valoracién de anticuerpos neutralizadores para el virus de BVD
Tipo 1l en cada una de las muestras de suero. Los datos se presentan como la
media geométrica de 5 animales.

La Figura 6 muestra la media por minimos cuadrados de la temperatura
rectal del ganado vacuno antes y después de la administracion de vacunas
microfluidizadas y no microfluidizadas. TO1: Grupo placebo - dosis 0nica;
Grupo Placebo — Dosis Doble; T03: Formulacion no microfluidizada — Dosis
anica; T04: Formulacion no microfluidizada — Dosis doble; T05: Formulacion
microfluidizada ~ Dosis Unica; T06: Formulaciéon microfluidizada — Dosis doble.

La Figura 7 muestra la media por minimos cuadrados de los volimenes

de reaccion en el sitio de inyeccion observados en el ganado vacuno después



10

15

20

25

15

de la administracién de vacunas microfluidizadas y no microfluidiizadas. T03:
Formulacién no microfluidizada - Dosis Unica; T04: Formulacion no
microfluidizada — Dosis doble; T05: Formulacion microfluidizada — Dosis Unica;
T06: Formulacién microfluidizada — Dosis doble.

La Figura 8 representa la media geométrica de las valoraciones de 1gG
para antigeno PauA recombinante de Strepfococcus uberis después de la
vacunacién con las diversas formulaciones de vacuna que contenian tanto
antigeno PauA recombinante como antigeno de célula entera de E. coli.

La Figura 9 representa la media geométrica de las valoraciones de 1gG
para antigeno de células enteras de E. coli de Streptococcus uberis después de
la vacunacién con las diversas formulaciones de vacuna que contenian tanto
antigeno PauA recombinante como antigeno de célula entera de E. coli.

l.a Figura 10A y 10B representan la distribucién de tamarfio de particula
de una formulacién de Amphigen microfluidizada en la produccion inicial(Figura

10A) y a los 22 meses después de la produccién (Figura 10B).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los presentes inventores han descubierto de forma inesperada que la
microfluidizacion de formulaciones de vacunas que tienen como adyuvantes
una emulsion de aceite en agua compuestas por una mezcla de lecitina y
aceite mineral no solo mejora el aspecto fisico de las formulaciones de
vacunas, sino que también potencia los efectos inmunizadores de las
formulaciones de vacunas. Las formulaciones de vacunas microfluidizadas se
caracterizan tambiéen por un perfil de seguridad mejorado. ..

Basandose en estos descubrimientos, la presente invencién proporciona

]
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emulsiones submicrométricas de aceite en agua de utilidad como un
adyuvante en composiciones de vacunas. Se proporcionan también
procedimientos para preparar estas emulsiones submicrométricas de aceite en
agua usando un microfluidizador. Ademas, la presente invencién proporciona
composiciones de vacunas submicrométricas en las que un antigeno se
combina con una emulsidon submicrométrica de aceite en agua . También se
proporcionan los procedimientos para preparar dichas composiciones de
vacunas. La presente invencion proporciona ademas composiciones de
vacunas que contienen antigenos microencapsulados combinados con una
emulsion submicromeétrica de aceite en agua y procedimientos para preparar
dichas vacunas.

Para hacer mas clara la descripcién, y no a modo de limitacién, la
descripcion detallada de la invencidn se divide en las siguientes subsecciones
que describen o ilustran ciertas caracteristicas, realizaciones o aplicaciones de

la invencion.

Emulsiones submicrométricas de aceite en agua

En una realizacion, la presente invencién proporciona emulsiones
submicrométricas de aceite en agua de utilidad como un adyuvante de
vacunas. Las emulsiones submicrométricas de aceite en agua de la presente
invenciéon potencian la capacidad inmundgena de los antigenos de las
composiciones de vacunas, son seguras para administrarse a animales y
permanecen estables durante el alimacenamiento.

Las emulsiones submicrométricas de aceite en agua de la presente

invencion estan compuestas por un aceite no metabolizable, al menos un

6
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tensioactivo y un componente acuoso, en los que el aceite esta disperso en el
componente acuoso con un tamafio medio de gota de aceite en el intervalo
submicrometrico.

Por “submicrométrico” se quiere decir que las gotas son de un tamafio
inferior a 1 pm (micra) y el tamafio medio de gota de aceite es inferior a 1 um.
Preferiblemente, el tamafio medio de gota de la emulsion es inferior a 0,8 pm;
mas preferiblemente inferior a 0,5 pm; e incluso mas preferiblemente inferior a
0,4 um o aproximadamente 0,1-0,3 ym.

El “tamafio medio de la gota” se define como el tamafio de particula del
Diametro Medio del Volumen (DMV) en una distribucion de volumen de
tamafios de particula. ELL. DMV se calcula multiplicando cada diametro de
particula por el volumen de todas las particulas de ese tamafio y sumando.
Esto se divide después entre el volumen total de todas las particulas.

El término "aceite no metabolizable” como se usa en la presente
memoria se refiere a aceites que no pueden ser metabolizados por el cuerpo
del sujeto animal al que se administra la emulsion.

Los términos “animal” y “sujeto animal” como se usan en la presente
memoria se refieren a todos los animales no humanos, incluyendo ganado
vacuno, ovejas y cerdos por ejemplo.

Los aceites no metabolizables adecuados para usarse en las emulsiones
de la presente invencion incluyen alcanos, alquenos, alquinos y sus acidos y
alcoholes correspondientes, sus éteres y ésteres, y sus mezclas.
Preferiblemente, los compuestos individuales del aceite son compuestos de
hidrocarburo ligeros, es decir, los componentes de ese tipo tienen 6 a 30

atomos de carbono. El aceite puede prepararse o purificarse sinteticamente a

ks
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partir de productos de petrdleo. Los aceites preferidos no metabolizables para
usarse en las emulsiones de la presente invencion incluyen aceite mineral,
aceite de parafina y cicloparafinas por ejemplo.

El término “aceite mineral” se refiere a una mezcla de hidrocarburos
liguidos que se obtienen a partir de vaselina mediante una técnica de
destilacion. El término es sinénimo de “parafina liquida”, "vaselina liquida” y
“aceite mineral blanco”. El término se pretende que incluya también “aceite
mineral ligero”, es decir, aceite que se obtiene de forma similar mediante
destilacion de vaselina pero que tiene una gravedad especifica ligeramente
menor que la vaselina. Véase, por ejemplo Remington's Pharmaceutical
Sciences, 182 Edicion (Easton, Pa.; Mack Publishing Company, 1999, en las
paginas 788 y 1323). El aceite mineral puede obtenerse a partir de diversas
fuentes comerciales, por ejemplo J.T. Baker (Phillipsburg, PA), USB
Corporation (Cleveland, OH). El aceite mineral preferido es el aceite mineral
blanco ligero disponible comercialmente con el hombre de DRAKEOL®.

Tipicamente, el componente oleaginoso de las emulsiones
submicrométricas de la presente invencion esta presente en una cantidad de
1% a 50% en volumen; preferiblemente, en una cantidad de 10% a 45; mas
preferiblemente en una cantidad de 20% a 40%.

Las emulsiones de aceite en agua de la presente invencion tipicamente
incluyen al menos un (es decir, uno 0 mas) tensioactivo. Los tensioactivos y
emulsionantes, términos que se usan de forma indistintamente en la presente
memoria, son agentes que estabilizan la superficie de las gotas de aceite y
mantienen las gotas de aceite dentro del tamario deseado.

Tensioactivos adecuados para usarse en las presentes emulsiones

-y -
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incluyen tensioactivos biolégicamente compatibles naturales y tensioactivos
sinteticos no naturales. Los tensioactivos biologicamente compatibles incluyen
compuestos de fosfolipidos 0 una mezcla de fosfolipidos. Los fosfolipidos
preferidos son fosfatidilcolinas (lecitina), tales como lecitina de soja o de huevo.
La lecitina puede obtenerse como mezcla de fosfatidos vy triglicéridos lavando
aceites vegetales crudos con agua, y separando y secando las gomas
hidratadas resultantes. Un producto refinado puede obtenerse fraccionando la
mezcla para obtener los fosfolipidos y glucolipidos insolubles en acetona que
permanecen después de separar los triglicéridos y aceite vegetal lavando con
acetona. De forma alternativa, puede obtenerse lecitina de diversas fuentes
comerciales. Otros fosfolipidos adecuados incluyen fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol,  fosfatidilserina, acido fosfatidico, cardiolipina y
fosfatidiletanolamina. Los fosfolipidos pueden aislarse de fuentes naturales o
sintentizarse convencionalmente.

Tensioactivos sintéticos no naturales adecuados para usarse en las
emulsiones submicrométricas de la presente invencién incluyen tensioactivos
no iénicos con base de sorbitan, por ejemplo tensioactivos de sorbitan
sustituidos con acidos grasos (disponibles comercialmente con el nombre
SPAN® o ARLACEL®), ésteres de acidos grasos de sorbitol polietoxilado
(TWEEN®), ésteres de polietilenglicol de acidos grasos de fuentes tales como
aceite de ricino (EMULFOR); acido graso polietoxilado (por ejemplo acido
estearico disponible con el nombre de SIMULSOL M-53), polimero de
isooctilfenol polietoxilado/formaldehido (TYLOXAPOL.), éteres de alcoholes
grasos de polioxietileno (BRIJ®); éteres de polioxietilen nonfenilo (TRITON®N),

éteres de polioxietilen isooctilfenilo (TRITON®X). Tensioactivos sintéticos
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preferidos son los tensioactivos disponibles con el nombre de SPAN® vy
TWEEN®.

Tensioactivos preferidos para usarse en las emulsiones de aceite en
agua de la presente invencion incluyen lecitina, Tween-80 y SPAN-80.

En general el tensioactivo, o la combinacion de tensioactivos si se usan
dos o mas, esta presente en la emulsion en una cantidad de 0,01% a 10% en
volumen, preferiblemente 0,1% a 6,0%, mas preferiblemente 0,2% a 5,0%.

El componente acuoso constituye la fase continua de la emulsion vy
puede ser agua, solucidn salina tamponada o cualquier otra solucidn acuosa
adecuada.

Las emuisiones de aceite en agua de la presente invenciéon pueden
incluir componentes adicionales que son apropiados y deseables, incluyendo
conservantes, agentes osmoticos, moléculas bioadhesivas y moléculas
inmunoestimuladoras.

Se cree que las moléculas bioadhesivas pueden potenciar la
administracion y unién de antigenos sobre o a través de la superficie mucosa
diana confiriendo inmunidad mucosa. Ejemplos de moléculas bioadhesivas
adecuadas incluyen polimeros acidos no naturales tales como acido poliacrilico
y acido polimetracrilico (por ejemplo CARBOPOL®, CARBOMER); polimeros
naturales modificados sintéticamente acidos tales como carboximetilcelulosa;
polimeros naturales modificados sintéticamente neutros tales como
(hidroxipropil)metilcelulosa; polimeros que portan aminas basicas tales como
chitosan; polimeros acidos que pueden obtenerse de fuentes naturales tales
como acido alginico, &cido hialurénico, pectina, goma de tragacanto y goma de

karaya; y polimeros neutros no naturales, tales como polivinilalcohol; o sus
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combinaciones.

La frase “moléculas inmunoestimuladoras” como se usa en la presente
memoria, se refiere a las moléculas que potencian la respuesta inmunitaria
protectora inducida por un componente antigeno en las composiciones de las
vacunas. Los materiales inmunoestimuladores adecuados incluyen
componentes de la pared celular bacteriana, por ejemplo derivados de N-acetil-
muramil-L-alanil-D-isoglutamina tales como murabutida, treonil-MDP y muramil
tripéptido; glucdsidos de saponina y sus derivados, por ejemplo Quil A, QS 21y
GP!-0100; colesterol y compuestos de amonio cuaternario por ejemplo bromuro
de dimetildioctadecilamonio (DDA) y N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-
hidroxietil)propanodiamina (“avridina”).

Las saponinas son compuestos glucosidicos que se producen como
metabolitos secundarios en una gran variedad de especies vegetales. La
estructura quimica de las saponinas confiere una amplia gama de actividades
farmacologicas y bioldgicas, que incluyen alguna actividad inmunologica
potente y eficaz.

Estructuralmente, las saponinas estan constituidas por cualquier
aglucona unida a una o mas cadenas de azucares. Las saponinas pueden
clasificarse de acuerdo con su composicion de agluconas: glucosidos
triterpénicos, glucosidos esteroideos y glucésidos alcaloides esteroideos.

La saponina puede aislarse de la corteza de Quillaja saponaria. La
saponina ha sido conocida desde hace mucho como un inmunoestimulador.
Dalsgaard, K., “Evaluation of its adjuvant activity with special reference to the
application in the vaccination of cattle against foot-and-mouth disease”, Acta.

Vet. Scand. 69: 1-40 1978, Los extractos brutos de plantas que contenian
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saponinas mejoraron la potencia de las vacunas contra la glosopeda. Sin
embargo, los extractos brutos se asociaron a efectos secundarios adversos
cuando se usaron en vacunas. Subsiguientemente, Dalsgaard purificd
parcialmente el componente activo del adyuvante de saponina mediante
dialisis, intercambio de iones y cromatografia por filtracion en gel. Dalsgaard, K.
y cols. “Saponin Adjuvants lll. Isolation of a substance from Quillaja saponaria
Morina with adjuvant activity in foot-and-mouth disease vaccines®, Arch.
Gesamte. Virusforsch. 44: 243-254 1974. Un componente activo de adyuvante
purificado de esta forma se conoce como “Quil A”. En base al peso Quil A
demostré una potencia aumentada y mostré reacciones locales reducidas
cuando se comparé con saponina. Quil A se usa extensamente en vacunas
veterinarias.

El andlisis adicional de Quil A mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) revel6 una mezcla heterogénea de saponinas muy similares y
llevé al descubrimiento de QS21 que era un adyuvante potente con una
toxicidad minima o reducida. Kensil C.R. y cols.,, “Separation and
characterization of saponins with adjuvant activity from Quillaja saponaria
Molina cortex”, J. Immunol. 146; 431-437, 1991. Al contrario que la mayoria de
otros inmunoestimuladores, QS21 es soluble en agua y puede usarse en
vacunas con o sin formulaciones tipo emulsion. Se ha demostrado que Q521
provoca una respuesta de tipo Th1 en ratones estimulando la produccion de
anticuerpos 1gG2a e IgG2b e indujo CD8 + CTL (MHC clase 1) especifico de
antigeno en respuesta a antigenos subunitarios. Los estudios clinicos en
humanos han demostrado su capacidad como adyuvante con un perfil

toxicologico aceptable. Kensil, C.R. y cols., “Structural and immunological
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characterization of the vaccine adjuvant QS-21. In Vaccine Design: the subunit
and Adjuvant Approach,” Editores Powell, M.F. y Newman, M.J. Plenum
Publishing Corporation, New York 1995, paginas 525-541.

La patente de Estados Unidos 6.080.725 ensefa los procedimientos
para preparar y usar conjugado de saponina-lipéfilo. En este conjugado de
saponina-lipéfilo, un resto lipéfilo tal como un lipido, &cido graso, polietilenglicol
o terpeno se une covalentemente a una saponina triterpénica no acilada o
desacilada mediante un grupo carboxi presente en el acido 3-O-glucurénico de
la saponina triterpénica. La union de un resto lipofilo al acido 3-O-glucurénico
de una saponina tal como desacilsaponina de Quillaja, luciosida P o saponina
de Gypsophila, saponaria y Acanthophyllum potencia sus efectos adyuvantes
sobre la inmunidad mediada humoral y celular. Ademas, la uniéon de un resto
lipéfilo al resto de acido 3-O-glucurdnico de desacilsaponina o saponina no
acilada proporciona un analogo de saponina que es mas facil de purificar,
menos toxico, quimicamente mas estable y posee propiedades como
adyuvante iguales o0 mejores que la saponina original.

GPI-0100 es un conjugado de saponina-lipéfilo que se describe en la
patente de Estados Unidos 6.080.725. GPI-0100 se produce mediante la
adicion de una amina alifatica a desacilsaponina mediante el grupo carboxilo
del acido glucurénico.

Compuestos de amonio cuaternario — Se ha propuesto un nuimero de
bases nitrogenadas alifaticas para usarse como adyuvantes inmunologicos,
incluyendo aminas, compuestos de amonio cuaternario, guanidinas,
benzamidinas y tiouronios. Compuestos de ese tipo especificos incluyen

bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-

L
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hidroxietil)propanodiamina (“avridina”).

La patente de Estados Unidos 5.951.988 ensefia una formulacion de
adyuvante que contiene sales de amonio cuaternario tales como DDA en
conjuncién con un componente oleaginoso. Esta formulacion es atil en
conjuncion con sustancias inmunolégicas conocidas, por ejemplo antigenos
viricos o bacterianos en una composicion de vacuna, para potenciar la
respuesta inmunogena. La composicion es también atil sin un antigeno
incorporado como formulacion inmunoestimuladora no especifica.

La patente de Estados Unidos 4.310.550 describe el uso de N,N-alquilo
superior-N,N’-bis(2-hidroxietil)propanodiamina  y ~ N,N-alquilo  superior-
xililendiaminas formuladas con emulsion grasa o lipidica como adyuvante de
vacunas. En la patente de Estados Unidos 4.310.550 se describe un
procedimiento para inducir o potenciar la respuesta inmunogena de un
antigeno en el hombre o en un animal a través de la administracion parenteral
de la formulacién de adyuvante.

En una realizacién preferida, la presente invencion proporciona una
emulsién submicrométrica de aceite en agua de utilidad como adyuvante de
vacunas, que se compone de una formulacién de AMPHIGEN®, con gotas de
un tamafio inferior a 1 ym y un tamafio medio de gota de aproximadamente
0,25 pm.

El término “formulacién de AMPHIGEN®” como se usa en la presente
memoria se refiere a una solucion formada mezclando una solucién de aceite
de lecitina DRAKEOL® (Hydronics, Lincoln, NE) con solucion salina en
presencia de TWEEN® 80 y SPAN® 80. Una formulacion tipica de

AMPHIGEN® contiene aceite mineral ligero al 40% en volumen (v/v),

sy
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aproximadamente 25% p/v de lecitina, aproximadamente 0,18% de TWEEN 80

en volumen (v/v) y aproximadamente 0,08% de Span 80 en volumen (v/v).

Procedimientos para preparar emulsiones submicrométricas de aceite en

agua

En ofra realizacion, la presente invencidn proporciona procedimientos
para preparar las emulsiones submicromeétricas de aceite en agua que se
describen anteriormente.

De acuerdo con la presente invencion, los diversos componentes de la
emulsién, incluyendo el aceite, uno o mas tensioactivos, un componente
acuoso y cualquier otro componente adecuado para usarse en la emulsion se
combinan y mezclan los unos con los otros.

La mezcla formada se somete a un procedimiento de emulsificacion,
tipicamente pasando una o0 mas veces a travées de uno O mas
homogenizadores o emulsionadores para formar una emulsion de aceite en
agua que tiene un aspecto uniforme y un tamafio medio de gota de
aproximadamente 0,5 ym. Para este fin puede usarse cualquier homogenizador
o emulsionador comercial, por ejemplo emulsionador Ross (Hauppauge, NY),
homogenizador Gaulin (Everett, MA).

La emulsion asi formada se somete después a microfluidizacion para
llevar el tamafio de gota al intervalo submicrométrico. La microfluidizacion
puede lograrse usando un microfluidizador comercial tal como el modelo de
namero 110Y disponible en Microfiuidics, Newton, Mass; el modelo 30CD de
Gaulin (Gaulin, Inc., Everett, Mass.); y Rainnie Minilab tipo 8.30H (Miro

Atomizer Food and Dairy Inc., Hudson, Wis.). Estos microfluidizadores operan
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forzando los fluidos a través de pequeiias aperturas a presion elevada, de tal
forma que las dos corrientes de fluido interactuan a velocidades elevadas en
una camara de interaccién para formar emulsiones con gotas de un tamafio
submicrométrico.

El tamafio de la gota puede determinarse mediante una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, difraccion por laser,
usando instrumentos de medicién disponibles en el mercado. El tamafio puede
variar dependiendo del tipo de tensioactivo usado, la relacion entre tensioactivo
y aceite, la presion de trabajo, temperatura y similares. Los expertos en la
técnica pueden determinar la combinacion deseada de estos parametros para
obtener emulsiones con el tamafio de gota deseado sin experimentacion
excesiva. Las gotas de las emulsiones de la presente invencion son inferiores a
1 uym de diametro, preferiblemente con un tamarfio medio de gota inferior a 0,8
pm, y mas preferiblemente con un tamafio medio de gota inferior a 0,5 ym, e
incluso mas preferiblemente con un tamafio medio de gota inferior a 0,3 pm.

En una realizacion preferida de la presente invencién, la solucion
oleaginosa de lecitina DRAKEOL, que estd disponible en el mercado de
Hydronics (LIncloln, NE) y contiene lecitina al 25% en aceite mineral ligero, se
combina y mezcla con solucion salina asi como con los tensioactivos TWEEN®
80 y SPAN® 80 para formar una “solucion de AMPHIGEN®" o “formulacion de
AMPHIGEN®". La solucion de AMPHIGEN® se emulsiona después con un
emulsionador Ross® (Hauppauge, NY 11788) aproximadamente a 3400 rpm
para formar una emuisién de aceite en agua. Subsiguientemente la emuision se
hace pasar una vez a través de un Microfluidizador que trabaja a

aproximadamente 3.102,5+3.447,5 kPa. La emulsion de aceite en agua
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microfluidizada tiene gotas de un tamafio inferior a 1 ym, con un tamafio medio

de gota de aproximadamente 0,25 ym.

Composiciones_de vacuna que contienen_antigenos incorporados en

emulsiones submicrométricas de aceite en agua

En otra realizacion, la presente invencién proporciona composiciones de
vacunas que contienen un antigeno(s) y una emulsion submicromeétrica de
aceite en agua descrita anteriormente. Estas composiciones de vacunas se
caracterizan porque tienen un efecto inmunégeno potenciado y un aspecto
fisico mejorado (por ejemplo no se observa separacion de fases después de un
periodo de almacenamiento largo). Ademas, las composiciones de vacunas de
la presente invencion son seguras para la administracion a animales.

De acuerdo con la presente invencion, el antigeno puede combinarse
con la emulsion de forma extrinseca o, preferiblemente, de forma intrinseca. El
término “intrinsecamente” se refiere al procedimiento en el que el antigeno se
combina con los componentes de la emulsibn antes de la etapa de
microfluidizacién. El término “extrinsecamente” se refiere al procedimiento en el
que el antigeno se afiade a la emulsion después de que la emulsidon ha sido
microfluidizada. El antigeno afadido de forma extrinseca puede ser antigeno
libre o puede estar encapsulado en microparticulas como se describe con més
detalle a continuacion.

El termino “antigeno” como se usa en la presente memoria se refiere a
cualquier molécula, compuesto © composicibn que es inmunégeno en un
animal y se incluye en la composicidn de vacuna para provocar una respuesta

inmunitaria protectora en el animal al que se administra la composiciéon de

~,

~
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vacuna.

El término “inmunégeno” como se usa en relacidbn con un antigeno se
refiere a la capacidad del antigeno de provocar una respuesta inmunitaria en
un animal contra el antigeno. La respuesta inmunitaria puede ser una
respuesta inmunitaria celular mediada primordialmente por linfocitos T
citotdxicos, o una respuesta inmunitaria humoral mediada primordialmente por
linfocitos T cooperadores, que a su vez activa linfocitos B que provocan la
produccién de anticuerpos.

Una ‘“respuesta inmunitaria protectora” se define como cualquier
respuesta inmunitaria, ya sea respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos o
células, o ambos, que ocurre en el animal que previene o reduce de forma
detectable la aparicion o elimina o reduce de forma detectable la gravedad, o
ralentiza de forma detectable la velocidad de progresion, del trastorno o
enfermedad provocada por el antigeno 0 un patogeno que contiene el antigeno.

Los antigenos que pueden incluirse en la composicion de vacuna de la
presente invencion incluyen antigenos preparados a partir de bacterias
patdégenas tales como Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus somnus,
Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Actinobacillus
pleuropneumonie, Pasteurella multocida, Manheimia hemolytica, Mycoplasma
bovis, Mycoplasma galanacieum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
paratuberculosis, Clostridial spp., Streptococcus uberis, Streptococcus suis,
Staphylococcus aureus, Erysipelothrix rhusopathiae, Campylobacter spp.,
Fusobacterium necrophorum, Escherichia coli, Salmonella enterica serovars,
Leptospira spp.; hongos patégenos tales como Candida; protozoos tales como

Cryptosporidium parvum, Neospora canium, Toxoplasma gondii, Eimeria spp.;
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helmintos tales como Ostertagia, Cooperia, Haemonchus, Fasciola, ya sea en
forma de una preparacion de células enteras o parciales inactivadas o en forma
de moléculas antigenas obtenidas por purificacién convencional de proteinas,
técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica. Antigenos adicionales
incluyen virus patogenos tales como virus del herpes bovino 1, 3, 6, virus de
diarrea virica bovina (BVDV) tipos 1 y 2, virus de |la pseudogripe bovina, virus
sinticial respiratorio bovino, virus de leucosis bovino, virus de rinderpest, virus
de la glosopeda, rabia, virus de la fiebre porcina, virus de la fiebre porcina
africana, parvovirus porcino, virus PRRS, circovirus porcino, virus de la gripe,
virus de enfermedad vesicular porcino, virus de fiebre de Techen, virus de
pseudorrabia, ya sea en forma de una preparacion de virus completos o
parciales inactivados, 0 en forma de moléculas antigenas obtenidas por
purificacién convencional de proteinas, técnicas de ingenieria genética o
sintesis quimica.

La cantidad del antigeno debe ser tal que el antigeno combinado con la
emulsion de aceite en agua, sea efectivo para inducir una respuesta inmunitaria
protectora en un animal. La cantidad precisa para que un antigeno sea efectivo
depende de la naturaleza, actividad y pureza del antigeno y puede ser
determinada por los expertos en la técnica.

La cantidad de emulsion de aceite en agua presente en las
composiciones de vacunas debe ser suficiente para potenciar la capacidad
inmunogena del (de los) antigeno(s) en las composiciones de vacunas. Cuando
sea deseable y apropiado, pueden afadirse cantidades adicionales de
tensioactivo(s) o tensioactivo(s) adicional(es) a la composicién de vacuna

ademas del (de los) tensioactivo(s) proporcionado(s) por la emulsiéon de aceite
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en agua. De forma general, el componente oleaginoso esta presente en el
volumen final de una composicidon de vacuna en una cantidad de 1,0% a 20%
en volumen; preferiblemente en una cantidad de 1,0% a 10%; mas
preferiblemente en una cantidad de 2,0% a 5,0%. El tensioactivo, o la
combinacion de tensioactivos si se usan dos 0 mas tensioactivos, esta presente
en el volumen final de una composicion de vacuna en una cantidad de 0,1% a
20% en volumen, preferiblemente 0,15% a 10%, mas preferiblemente 0,2% a
6,0%.

Ademés del (de los) antigeno(s) y la emulsion de aceite en agua, la
composicion de vacuna puede incluir otros componentes que son apropiados y
deseables, tales como conservantes, agentes osmoticos, moléculas
bioadhesivas y moléculas inmunoestimuladoras (por ejemplo Quil A, colesterol,
GP1-0100, bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA)), como se describe
anteriormente en relacion con la emulsion de aceite en agua.

Las composiciones de vacunas de la presente invencion pueden incluir
también un vehiculo veterinariamente aceptable. El término “un vehiculo
veterinariamente aceptable” incluye cualquiera y todos los disolventes, medios
de dispersion, recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizadores, diluyentes,
conservantes, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos,
agentes retardantes de la adsorcion y similares. Los diluyentes pueden incluir
agua, solucién salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Agentes isotonicos
pueden incluir cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa entre otros.
Estabilizadores incluyen albumina entre otros.

En una realizacion preferida, la presente invencidn proporciona una

composicion de vacuna que incluye al menos un antigeno de BVDV tipo | o
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BVDV tipo ll, que se incorpora de forma intrinseca a un emulsion de aceite en
agua que tiene gotas de un tamafio inferior a 1 um, preferiblemente con un
tamarfio medio de gota inferior a 0,8 ym, mas preferiblemente inferior a 0,5 um,
e incluso mas preferiblemente con un tamaifo medio de gota de
aproximadamente 0,5 pm. El| antigeno de BVDV tipo | y/o Il esta
preferiblemente en forma de una preparacién virica inactivada. l.a emulsion
submicrométrica de aceite en agua preferiblemente esta compuesta por una
formulacion de AMPHIGEN® (es decir, una formulacion que contiene aceite
mineral ligero, lecitina, TWEEN® 80 y SPAN® 80). La composicién de vacuna
preferiblemente incluye también Quil A, colesterol y timerosol.

En otra realizacion preferida, la presente invencién proporciona una
composicion de vacuna que incluye un antigeno de Leptospira y al menos un
antigeno de BVDV tipo | o BVDV tipo I en una emulsién de aceite en agua. Los
antigenos, preferiblemente en forma de preparacioén celular o virica inactivada,
se incorporan de forma intrinseca a la emulsion submicrométrica de aceite en
agua que tiene gotas de un tamafio inferior a 1 um; preferiblemente con un
tamafo medio de gota inferior a 0,8 ym, mas preferiblemente inferior a 0,5 um,
e incluso mas preferiblemente con un tamano medio de gota de
aproximadamente 0,5 ym. La emulsién submicrométrica de aceite en agua
preferiblemente estd compuesta por una formulacién de AMPHIGEN® (es
decir, una formulacion que contiene aceite mineral ligero, lecitina, TWEEN® 80
y SPAN® 80). La composicién de vacuna preferiblemente incluye también una
o0 mas moléculas inmunoestimuladoras que se seleccionan de Quil-A,
colesterol, DDA, GP1-100 e hidroxido de aluminio (AIOH).

En ofra realizacién preferida mas, la presente invencion proporciona una
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composicion de vacuna que incluye al menos un agente bacteriano, por
ejemplo la proteina PauA de Streptococcus uberis recombinante o una
preparacion celular de E. coli o una combinacion de ambas en una emulsion de
aceite en agua. El (los) antigeno(s) se combina(n) de forma intrinseca con la
emulsion submicrométrica de aceite en agua que tiene gotas de un tamafo
inferior a 1 ym; preferiblemente con un tamario medio de gota inferior a 0,8 pm,
mas preferiblemente inferior a 0,5 ym, e incluso mas preferiblemente con un
tamafio medio de gota de aproximadamente 0,256 pm. La emulsion
submicrométrica de aceite en agua preferiblemente estd compuesta por una
formulacion de AMPHIGEN® (es decir, una formulacion que contiene aceite
mineral ligero, lecitina, TWEEN® 80 y SPAN® 80). La composicidén de vacuna
preferiblemente incluye también una o mas moléculas inmunoestimuladoras
que se seleccionan de Quil-A, DDA, GPI-100.

Las composiciones de vacunas de la presente invencion pueden
administrarse a un animal por vias conocidas, incluyendo la oral, intranasal,
mucosa, topica, transdérmica y parenteral (por ejemplo intravenosa,
intraperitoneal, intradérmica, subcutanea o intramuscular). La administracion
puede lograrse usando una combinacion de vias, por ejemplo la primera
administracion usando una via parenteral y una administracion posterior

usando una via mucosa.

Procedimientos para preparar composiciones de vacunas

En una realizaciébn adicional, la presente invenciébn proporciona
procedimientos para preparar composiciones de vacunas que contienen un

antigeno o antigenos y una emulsion submicrométrica de aceite en agua.
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Para preparar las composiciones de vacunas de |la presente invencion, el
(los) antigeno(s) puede(n) combinarse de forma intrinseca o de forma
extrinseca con los componentes de la emulsion de aceite en agua.
Preferiblemente, el antigeno se combina con los componentes de la emulsion
de aceite en agua de forma intrinseca.

El antigeno puede combinarse con los diversos componentes de la
emulsion, incluyendo el aceite, uno o mas tensioactivos, un componente
acuoso y cualquier otro componente apropiado para formar una mezcla. La
mezcla se somete a un procedimiento de mezclado primario tipicamente
pasando una 0 mas veces a traves de uno o mas homogenizadores o
emulsionadores para formar una emulsion de aceite en agua que contiene el
antigeno. Puede usarse cualquier homogenizador 0 emulsionador comercial,
por ejemplo emulsionador Ross (Hauppauge, NY), homogenizador Gaulin
(Everett, MA) o Microfluidics (Newton, MA). De forma alternativa, los diversos
componentes del adyuvante de la emulsién, incluyendo aceite, uno o0 mas
tensioactivos y un componente acuoso pueden combinarse primero para formar
una emulsion submicromeétrica de aceite en agua usando un homogenizador o
emulsionador; y el antigeno se afiade después a esta emulsion. El tamafio
medio de gota de la emulsion de aceite en agua después del mezclado primario
es de aproximadamente 1,0-1,2 micras.

La emulsion que contiene el antigeno se somete después a
microfluidizacién para llevar el tamafio de gota al intervalo submicrométrico. La
microfluidizacién puede lograrse usando un microfluidizador comercial tal como
el modelo de numero 110Y disponible en Microfluidics, Newton, Mass; el

modelo 30CD de Gaulin (Gaulin, Inc., Everett, Mass.); y Rainnie Minilab tipo
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8.30H (Miro Atomizer Food and Dairy Inc., Hudson, Wis.).

El tamaiio de la gota puede determinarse mediante una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, difraccion por laser,
usando instrumentos de medicién disponibles en el mercado. El tamafio puede
variar dependiendo del tipo de tensioactivo usado, la relacion entre tensioactivo
y aceite, la presion de trabajo, temperatura y similares. Se puede determinar
una combinacién deseada de estos parametros para obtener emulsiones con
un tamafo de gota deseado. Las gotas de aceite de las emulsiones de la
presente invencion son inferiores a 1 pym en diametro. Preferiblemente el
tamafio medio de gota es inferior a 0,8 ym. Més preferiblemente, el tamafio
medio de gota es inferior a 0,5 ym. Incluso mas preferiblemente, el tamafio
medio de gota esta aproximadamente entre 0,1 ym y 0,3 um.

En una realizacion preferida de la presente invencidon, la solucion
oleaginosa de lecitina DRAKEOL®, que contiene lecitina al 25% en aceite
mineral ligero, se combina y mezcla con solucidon salina asi como los
tensioactivos TWEEN® 80 y SPAN® 80 para formar una mezcla que contiene
aceite mineral ligero al 40%, TWEEN® 80 al 0,18% y SPAN® 80 al 0,08%. La
mezcla se emulsiona después con un emulsionador Ross® (Hauppauge, NY
11788) aproximadamente a 3400 rpm para formar un producto de emulsion que
se denomina también ‘“formulacibn de AMPHIGEN®" o “solucion de
AMPHIGEN®", Subsiguientemente, el (los) antigeno(s) deseado(s) se combina
con la solucion de AMPHIGEN® y cualesquiera otros componentes adecuados
(por ejemplo moléculas inmunoestimuladoras) con ayuda de un emulsionador,
por ejemplo, homogenizador Ross, para formar una emulsion de aceite en agua

que contiene el (los) antigeno(s). Esta emulsion se hace pasar una vez a través
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de un Microfluidizador que trabaja aproximadamente 68.950+3.447.,5 kPa. La
emulsion de aceite en agua microfiuidizada tiene gotas de un tamafio inferior a

1 um, con un tamarno medio de gota de aproximadamente 0,25 ym.

Composiciones de vacunas que contienen antigenos microencapsulados
en una emulsiéon submicrométrica de aceite en agua y procedimientos de
preparacion

En otra realizacion mas, la presente invencion proporciona
composiciones de vacunas que contienen un antigeno encapsulado en
microparticulas (0 “antigeno microencapsulado”), donde el antigeno
microencapsulado se incorpora de forma extrinseca a una emulsion
submicrométrica de aceite en agua descrita anteriormente.

Los procedimientos para absorber o atrapar antigenos en vehiculos
particulados son notorios en la técnica. Véase por ejemplo Pharmaceutical
Particulate Carriers: Therapeutic Applications (Justin Hanes, Masatoshi Chiba y
Robert Langer. Polymer microspheres for vaccine delivery. En: Vaccine design.
The subunit and adjuvant approach. Editores Michael F. Powell y Mark J.
Newman, 1995 Plenum Press, Nueva York y Londres). Los vehiculos
particulados pueden presentar copias multiples de un antigeno seleccionado al
sistema inmunitario en un sujeto animal y promover la captura y retencién de
antigenos en nodulos linfaticos locales. Las particulas pueden ser fagocitadas
por macréfagos y pueden potenciar la presentacion de antigeno a través de la
liberacion de citocinas. Tambien se han descrito en la técnica vehiculos
particulados e incluyen por ejemplo los que se derivan de polimeros de

polimetilmetacrilato, asi como los que se derivan de poli(lactidas) y poli(lactida-



10

15

20

25

36

co-glucolidas), que se conocen como PLG. Los polimeros de
polimetilmetacrilato no son biodegradables mientras que las particulas de PLG
pueden ser biodegradables por hidrolisis aleatoria no enzimética de enlaces
éster a acidos lactico y glicolico que se excretan por rutas metabdlicas
normales.

También se han usado microesferas biodegradables para lograr la
liberacion controlada de vacunas. Por ejemplo puede lograrse una liberacién
continuada de antigeno durante un periodo prolongado. Dependiendo del peso
molecular del polimero y la relaciébn entre acido lactico y glicolico en el
polimero, un polimero de PLGA puede tener una velocidad de hidrolisis desde
unos pocos dias 0o semanas a varios meses 0 un afo. Una liberaciéon lenta
controlada puede dar como resultado la formacion de niveles elevados de
anticuerpos similares a los que se observan tras inyecciones multiples. De
forma alternativa, puede lograrse una liberacion pulsati de antigenos de
vacunas seleccionando polimeros con velocidades diferentes de hidrélisis. La
velocidad de hidrolisis de un polimero tipicamente depende del peso molecular
del polimero y la relaciéon entre acido lactico y acido glicélico en el polimero.
Las microparticulas que estan formadas por dos 0 mas polimeros diferentes
con velocidades variables de liberacién de antigenos proporcionan liberaciones
pulsdtiles de antigenos e imitan los regimenes de vacunacion de dosis
multiples.

De acuerdo con la presente invencion, un antigeno, incluyendo
cualquiera de los que se describen anteriormente, puede absorberse sobre un
vehiculo polimérico particulado, preferiblemente un polimero de PLG, usando

cualquier procedimiento conocido en la técnica (tal como el que se ejemplifica
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en el Ejemplo 17) para formar una preparacion de antigeno microencapsulado.
La preparacion de antigeno microencapsulado se mezcla después y se
dispersa en una emulsion submicrométrica de aceite en agua , emulsion que ha
sido descrita anteriormente, para formar la composicién de vacuna.

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona una
composicién de vacuna que contiene un antigeno encapsulado en un polimero
de PLG, en el que el antigeno microencapsulado esta disperso de forma
extrinseca en una emulsidbn de aceite en agua microfluidizada que esta
compuesta por aceite mineral ligero, lecitina, TWEEN80, SPAN8O y solucion
salina y tiene un tamafio medio de gota inferior a 1,0 pm.

A continuacién estan los ejemplos de realizaciones especificas para
llevar a cabo la presente invencion. Los ejemplos se ofrecen Gnicamente con
fines de ilustracion y no se pretende que limiten el alcance de la presente

invencion en modo alguno.

EJEMPLO 1
Preparacion de una formulacion de AMPHIGEN®
Se prepard una formulacion de AMPHIGEN® en un procedimiento de
dos etapas. En la primera etapa se mezclaron 80 litros de solucion de aceite de
lecitina Drakeol, 116 litros de solucién salina de Toxoide de ténanos, 1,2 litros
de SPAN 80, y 2,8 litros de Tween 80 y se emulsionaron usando un
emulsionador Ross. La solucién de aceite de lecitina Drakeol contenia lecitina
de soja al 25% y aceite mineral al 75%. El producto emulsionado se hizo
recircular por el emulsionador Ross durante un minimo de 5 volimenes o un

minimo de 10 minutos. El producto emulsionado se almaceno6 a 2-7°C durante
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un maximo de 24 horas para procesamiento adicional. La emulsion del tanque
del emulsionador Ross se transfiri6 a un homogenizador Gaulin y se
homogenizé durante 20 minutos a una presion de 31027,5 kPa. La solucion de
aceite de lecitina Drakeol al 40% (en lo sucesivo “formulacion de AMPHIGEN®”
o “solucién de AMPHIGEN®") se dispensé después en envases de carboxi
polipropileno estériles. El dispensado se realizd6 dentro de un embudo de
dispensado de clase 100 localizado en un ambiente controlado de clase
10.000. Los envases se almacenaron a 2-7°C. Esta formulacién de
AMPHIGEN® se us6 en los experimentos que se describen a continuaciéon a no

ser que se indique lo contrario.

EJEMPLO 2
Mezclado primario mediante homogenizacion por mezclado ultrarrapido
de la vacuna contra BVD.

El aparato usado para este procedimiento de homogenizacion se
muestra en la Figura 1. Usando técnica aséptica o valvulas de cruce de vapor,
se unidé un frasco que contenia un antigeno de BVD Tipo | (una preparacion
virica de BVD Tipo | inactivada) al puerto de la parte inferior del vaso de
mezclado. Después de completar la transferencia del volumen requerido del
antigeno de BVD Tipo |, se sustituy6 el frasco de BVD Tipo | por el envase que
contenia una preparacién virica de BVD Tipo |l inactivada (una preparacion
virica de BVD Tipo Il inactivado). Después de completar la transferencia de la
cantidad requerida de un antigeno de BVD Tipo Il, se unié el homogenizador
Ross al recipiente portatil y se inicié la recirculacion a RPM maximas (3300

rpm). La agitacién del recipiente se mantuvo a velocidad media.
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Usando técnica aséptica o valvulas de cruce de vapor, se unié un frasco
que contenia Quil-A con una concentracién de 50 mg/ml al homogenizador al
puerto en linea del vaso de mezclado. Se pasé una cantidad requerida de la
solucion de Quil-A al recipiente a través de succion en linea. Después de
completar la transferencia de solucion de Quil-A, se retir6 el frasco. Del mismo
modo, se transfirid una cantidad requerida de colesterol en solucién de etanol
(18 mg/ml) al vaso de mezclado. Subsiguientemente, se afadieron al vaso de
mezclado una cantidad requerida de la formulacion de AMPHIGEN®, solucién
de timerosol al 10% y soluciones de dilucion de medio de Eagle Modificado
Basico (“BME").

Una vez se completaron las adiciones, se continué mezclando durante
otros 15 minutos. La formulacion resultante se dividié en dosis alicuotas de 2
ml y representaba una vacuna de BVD con base de formulacion de
AMPHIGEN® no microfluidizada. Cada dosis de la vacuna contenia 500 pg de
Quil-A, 500 ug de colesterol, formulacion de AMPHIGEN® al 2,5% y timerosol
al 0,009%. La concentracion de antigeno para las dos cepas diferentes de BVD

se determin6 en términos de la valoracion de ELISA para gp53.

EJEMPLO 3
Mezclado secundario por microfiuidizacion
La Figura 2 ilustra el procedimiento usado para la mezcla secundaria
mediante microfluidizacion. El microfluidizador se esterilizd al vapor. Primero se
instalé la camara del médulo de procesamiento auxiliar en la unidad y se instaid
la camara del blanco en la segunda posicién de la camara. Se conect6 el vaso

que contenia la vacuna de BVD con todos los adyuvantes preparada como se

v
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describe en el Ejemplo 2 al microfluidizador uniendo una linea de transferencia
desde la valvula de drenaje del vaso suministrador a la entrada del
microfluidizador. Se conecté gas nitrébgeno a la entrada del filtro de aire del
vaso suministrador y se ajusto la presion de vaso a 138 +/- 34 kPa. La valvula
de drenaje del vaso de recogida se conectd a la linea de transferencia de la
salida del microfluidizador. Después de realizar todas las conexiones
necesarias, se abrieron las vélvulas y se inici6 la microfluidizacién con una
presion de trabajo de 68.950 +/- 3.447,5 kPa. El contenido completo de la
vacuna se paso a través del microfluidizador una vez y se recogi6 en la camara
post-microfluidizacién. Esta preparacion se dividié en dosis alicuotas de 2 ml y
representa la vacuna de BVD con base de formulacion de AMPHIGEN®

microfluidizada.

EJEMPLO 4

Preparacion de una composicion de vacuna mediante mezclado en banco

La formulacién de AMPHIGEN® preparada como se describe en el
ejemplo 1 se diluyé al 2,5% afadiendo antigenos de BVD y el extensor. La
solucion resultante se mezcloé en el banco usando una barra de agitacion en
lugar de un homogenizador. La preparacion final contenia la siguiente
composicion: antigenos de BVD Tipo 1 y Tipo 2, formulacién de AMPHIGEN®
al 2,5% (que contiene aceite, lecitina, SPAN® y TWEEN®, como se describe
en el Ejemplo 1) y solucién salina. TWEEN 80 y SPAN 80 estan presentes en la

preparacion de vacuna final a 0,18% y 0,08% en volumen respectivamente.
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EJEMPLO 5
Comparacién de una distribucion de tamafio de gotas entre las
preparaciones de vacunas con base de formulaciéon de AMPHIGEN®
microfluidizada y no microfluidizada

Se usaron la vacuna con base de formulacion de AMPHIGEN® no
microfiuidizada preparada como se describe en el Ejemplo 2, la vacuna con
base de formulacién de AMPHIGEN® microfluidizada preparada como se
describe en el Ejemplo 3 y la preparacién preparada por mezcla en banco
como se describe en el Ejemplo 4 para comparar el tamafio de gota de las
preparaciones de vacunas. Se afiadieron 2 ml de la muestra de cada una de
las preparaciones a un difractobmetro malvern 2000 Laser y se determind la
distribucion del tamafio de gota. Como se muestra en la Figura 3, los
resultados indican que la preparacion de vacuna con base de formulacion de
AMPHIGEN® microfluidizada tenia el volumen de particula maximo alrededor
de 0,1 micras mientras que la preparacion de vacuna con base de formulacion
de AMPHIGEN® no microfluidizada tenia el volumen maximo de distribucion de

particulas alrededor de 1 micra.

EJEMPLO 6
Reduccion en la separacion de fases de la vacuna.

Se compararon tres preparaciones de vacuna diferentes: la vacuna con
base de formulacibn de AMPHIGEN® no microfluidizada preparada como se
describe en el Ejemplo 2, la vacuna con base de formulacion de AMPHIGEN®
microfluidizada preparada como se describe en el Ejemplo 3 y la vacuna

preparada por mezcla en banco como se describe en el Ejemplo 4, para
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determinar sus propiedades de separacion de fases después de
almacenamiento prolongado. Todas estas preparaciones se dejaron reposar a
4°C durante aproximadamente un mes y la separacion de fases se controld en
términos de aparicion de una capa cremosa en la parte superior de las
preparaciones de vacunas. Como se muestra en la Figura 4, no se produjo
separacién de fases en la preparacion con base de formulacion de
AMPHIGEN® microfluidizada cuando se comparé con las otras dos

preparaciones.

EJEMPLO 7
Preparacién de vacuna para ganado vacuno microfluidizada y no
microfluidizada contra el virus de la diarrea virica bovino
Se incorpord de forma intrinseca el antigeno virico del virus de la diarrea
bovino a la formulacion de AMPHIGEN® mediante microfluidizacion. E! término

“incorporado de forma intrinseca” se refiere al procedimiento por el cual se

- afadid el antigeno a la formulacion de AMPHIGEN® antes de la

microfluidizacion. El antigeno se sometié a las fuerzas fisicas del procedimiento
de microfluidizacion junto con los componentes de la formulacion de adyuvante.
En el grupo control no microfluidizado, la preparacion de antigeno se disperso
en la formulacion de AMPHIGEN® mediante mezclado.

La composicion final de las preparaciones control y microfluidifizada era
la siguiente: BVD tipo | con una valoracion ELISA tras la inactivacién de 2535
UR/dosis para gp53, BVD Tipo |l con una valoracion ELISA tras la inactivacion
de 3290 UR/dosis para gp53, Quil-A con la concentracion de 1,25 mg/dosis,

colesterol con una concentracion de 1,25 mg/dosis, la formulacion de
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AMPHIGEN® con una concentraciéon final de 2,5% y timerosol con una

concentracion final de 0,009%. La dosis de la vacuna era de 5 ml.

EJEMPLO 8
Estabilidad a largo plazo de antigenos viricos de BVD incorporados de
forma intrinseca en la preparacion de vacuna con base de formulacion de
AMPHIGEN® microfluidizada

Este experimento se realizd para determinar la estabilidad del antigeno
incorporado de forma intrinseca durante el almacenamiento a largo plazo. Se
incorporé de forma intrinseca el antigeno virico de BVD Tipo Il inactivado en la
formacion AMPHIGEN® durante el procedimiento de microfluidizacion para
obtener una preparacion de vacuna microfluidizada (A907505). Ofras tres
preparaciones de vacunas que contenian el mismo antigeno en una
formulacion de AMPHIGEN® no microfluidizada (A904369, A904370 vy
A904371) sirvio como control. En las preparaciones no microfluidizadas, el
antigeno se mezcld con formulacion de AMPHIGEN® y se mezcld usando un
homogenizador Ross. Las cuatro preparaciones de vacunas se almacenaron a
4°C durante dos afios. En momentos diferentes durante el almacenamiento (O,
6, 12 0 24 meses) se usaron las cuatro formulaciones para vacunar vacas de
tres meses de edad.

Los dias 0 y 21 se vacunaron vacas de tres meses de edad por via
subcutanea con una formulacion de vacuna de 2 ml. El suero de los animales
vacunados se extrajo el dia 35 y se midio la respuesta serologica a la vacuna
en términos de la valoracion de anticuerpo mediante un ensayo ELISA de

BVDV-E2. Como se muestra en la Figura 5, la preparacion de vacuna
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microfluidizada mostré una valoracion de anticuerpos mas elevada en todos los
tiempos analizados (0, 6, 12 y 24 meses), sugiriendo que no se pierde la
estabilidad de la preparacién de antigeno durante la incorporacion intrinseca
del antigeno durante el procedimiento de microfluidizacion. Ademas, se
encontré también de forma sorprendente que la preparacion de vacuna
microfluidizada indujo una respuesta inmunitaria potenciada en todos los

tiempos.

EJEMPLO 9
Reduccion del aumento de temperatura rectal inducida por la vacuna
después de la microfluidizacion

Se usaron las preparaciones de vacunas microfluidizada y no
microfluidizada como se describe en el Ejemplo 7 para vacunar el ganado
vacuno el dia cero y se controld la temperatura rectal durante el periodo desde
un dia antes de la vacunacién hasta cuatro dias después de la vacunacion. La
dosis de la vacuna era de 2 ml. Los grupos se vacunaron con una dosis Unica o
doble de la vacuna. Se midieron las temperaturas rectales y se registraron
diariamente desde el Dia 1 hasta el Dia 4 inclusive. Se midieron las
temperaturas rectales el dia 0 antes de la administracion del articulo de
experimentacion.

Como se muestra en la Figura 6, los resultados indican que se dio un
aumento brusco en la temperatura rectal aproximadamente en las 24 horas
después de la vacunacion en los animales vacunados con una dosis Gnica o
doble de la formulacidbn de vacuna no microfiuidizada. Sin embargo, en los

animales vacunados con formas microfluidizadas de la vacuna, el aumento de
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la temperatura rectal tras la vacunacion fue minima y significativamente menor
que en los animales vacunados con la formulacion no microfluidizada (Figura
6).

EJEMPLO 10

El volumen de reaccién en el sitio de la inyeccion se resolvio mas rapido
cuando se vacuno con formulaciones de vacunas microfluidizadas

Se usaron las preparaciones de vacunas microfluidizadas y no
microfluidizadas preparadas como se describe en el Ejemplo 7 para vacunar el
ganado vacuno el dia cero. Los animales incluidos en este estudio eran ganado
vacuno de carne hibridos. Habia tres animales en cada uno de los grupos de
tratamiento con placebo (T01 y T02). Habia seis animales en cada uno de los
grupos T03 a T06. La dosis de vacuna era de 2 ml y los grupos se vacunaron
con una o dos dosis de la vacuna el dia cero. En dia 0, se administré el articulo
de experimentacion en el lado derecho del cuello. Los animales que recibieron
la dosis doble (4 ml) del articulo de experimentacion (T02, TO4 y TO6)
recibieron la dosis doble completa en forma de inyeccién unica en un lado. La
observacion de los sitios de inyeccion, incluyendo la estimacion del tamafio de
reaccion en el sitio de inyeccion se realizé en el lado derecho del cuello del Dia
0 al Dia 4 inclusive, y los Dias 6, 9 y 14. El Dia 0 se observaron los sitios de
inyeccién antes de la administracion de los articulos de experimentacion. Los
grupos vacunados con una o dos dosis del placebo no mostraron aumento
significativo del volumen de reaccion en el sitio de inyeccién y por lo tanto esos
datos no se muestran en la Figura 7. En el caso de la formulaciéon de vacuna no
microfluidizada, se dio un aumento proporcional del volumen de reaccién en el

sitio de inyeccion entre la vacunacion con una dosis y la de dos dosis. Por otra
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parte, en el caso de la formulacion de vacuna microfluidizada, aunque la dosis
unica indujo un volumen de reaccion en el sitio de inyeccion mayor, la inyeccion
con la segunda dosis no provocé un aumento mayor. Sin embargo, en el caso
de los animales a los que se inyectd formulacion de vacuna microfluidizada, el
volumen de reaccion en el sitio de inyeccidn se resolvid con una velocidad
mayor cuando se compard con el de los animales inyectados con una
formulacion de vacuna no microfluidizada. Estos resultados se muestran en la
Figura 7.
EJEMPLO 11

Preparacion de preparaciones de vacuna con base de formulacién de
AMPHIGEN® microfluidizada
con antigenos viricos BVD y Leptospira incorporados de forma intrinseca
y moléculas inmunoestimuladoras tales como Quil Ay DDA

Se formulé Leptospira de la cepa hardjo-bovi CSL inactivado en
formalina en el adyuvante apropiado con recuentos directos de
aproximadamente 1,4 x 10° organismos/dosis de 5 ml. La cepa de Leptospira
Pomna T262 inactivada en formalina se formulé a aproximadamente 2400
Unidades nefalobmeras/dosis de 5 ml. Las unidades nefalomeras se calcularon
basandose en la medicién nefalométrica de fluido de fermentacion procesado
previamente. El virus BVD Tipo 1 se formuld con una valoracion de Elisa E2 de
aproximadamente 3000 Unidades relativas/dosis de 5 ml. El virus BVD Tipo 2
se formulé con una valoracion por ELISA E2 de aproximadamente 3500
Unidades relativas/dosis de 5 ml. La unidad relativa se calculé basandose en la
valoracién por ELISA E2 de fluido volumétrico tras la inactivacion antes del

ensamblado. Se usaron tanto Quil-A como colesterol con una concentracioén de
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0,5 mg por dosis. Se usaron timerosol y la formulacion de AMPHIGEN® con la
concentracion final de 0,009% y 2,5% respectivamente. Se us6 hidroxido de
aluminio (Rehydragel Lv) con una concentracion final de 2,0%. Cuando se usé
DDA como inmunomodulador, DDA se incluyd en la formulacion de
AMPHIGEN®. La formulacion de AMPHIGEN® (es decir, la solucién madre de
Drakeol-lecitina al 40%) contenia 1,6 mg/ml de DDA vy, cuando se diluia de
forma apropiada, la preparacion de vacuna final contenia 2,5% de formulacion
de AMPHIGEN® y 0,1 mg/ml de DDA.

En la preparacion de diferentes formulaciones de vacunas se afiadieron
fracciones de BVD, Leptos, Quil-A, colesterol, timerosol, la formulacion de
AMPHIGEN® y solucion salina como un agente extensor a un homogenizador
Silverson y se mezcld durante 15 minutos a 10.000 + 500 rpm. Después se
microfiuidizaron los componentes con un tamiz de 200 micras a 68.950 kPa.

Cuando la formulacién de la vacuna contenia hidréxido de aluminio, la
microfluidicacién se llevd a cabo sin hidroxido de aluminio. Cuando se completo
la microfluidizacién, se afiadié hidroxido de aluminio y se mezclé con una barra
de agitacion hasta la mafiana siguiente a 4°C,

EJEMPLO 12
Preparacion de vacuna de virus BVD para estudios de exposicién

La preparacion de vacuna que se usd en este experimento contenia
antigenos del virus BVD Tipo 1 y el virus BVD Tipo 2. Se us6 antigeno BVD1-
5960 con una valoracidén después de inactivacion por ELISA de 2535 UR/dosis
para gp53. Se uso el antigeno BVD2-890 con una valoracion después de
inactivacion por ELISA de 3290 UR/dosis para gp53. Se usaron Quil-A vy

colesterol a la concentracion de 0,5 mg/ml. Se usaron timersol y la formulacion
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de AMPHIGEN® con una concentracion final de 0,009% y 2,5%
respectivamente. Cuando se uso DDA como inmunomodulador, DDA se incluyo
en la formulacion de AMPHIGEN®. La solucién madre de AMPHIGEN®
(solucion de Drakeol-lecitina al 40%) contenia cantidades variables de DDA vy,
cuando se diluia de forma adecuada, la preparacién final de vacuna contenia
2,5% de formulacion de AMPHIGEN® y concentraciones de DDA que variaban
en el intervalo de 0,5 mg/dosis a 2,0 mg/dosis. Se usé gel de aluminio
(Rehydragel-LV) con una concentracion final de 2%. Se usé GPI-0100 en el
intervalo de 2, 3 y 5 mg/dosis.

Todos los componentes se anadieron a un homogenizador Silverson y
se mezclaron durante 15 minutos a 10.500 rpm y después se microfluidizaron
pasando por una camara de 200 micras con 68.950 kPa. Cuando la
preparacion de la vacuna contenia hidroxido de aluminio, 1a microfluidizacion se
llevd a cabo sin hidréxido de aluminio. Cuando se completé la microfluidizacion,
se afiadié hidroxido de aluminio y se mezcld con una barra de agitacién hasta

la mafiana siguiente a 4°C.

Ejemplo 13

Proteccion contra exposicion a Leptospira después de vacunacion con
una formulacién microfluidizada de vacuna con Amphigen con antigenos
de Leptospira

Tabla 1 — Grupos de tratamiento

Grupo de tratamiento | Composicién del adyuvante

TO1 Solucion salina

T02 Quil-A, colesterol y la formulacion de AMPHIGEN®




10

15

49

(QAC)

TO3 Quil-A, colesterol, la formulacion de AMPHIGEN® y~
AIOH (QAC-AIOH)

T04 DDA, colesterol y la formulacion de AMPHIGEN®
(DDA)

TO5 DDA, colesterol, la formulacion de AMPHIGEN® vy
AIOH (DDA-AIOH)

La Tabla 1 muestra la composicion de las formulaciones de adyuvante
en las preparaciones de vacunas experimentadas en este estudio. Las
preparaciones de vacunas se prepararon como se describe en el Ejemplo 11.
Habia seis animales en cada grupo. En este estudio se usaron novillos de
carne hibridos de aproximadamente siete meses de edad. La vacunacion se
realiz6 el Dia 0 y el Dia 21 por via subcutanea con un volumen de vacuna de 5
ml. La exposicion se realizd con L. Hardjo-bovis cepa 203 de NADC (Nacional
Agricultural Disease Center). La exposicion se realizé durante los dias 57-59
con un in6culo de 1 mi. La exposicion se administrd de forma conjunta ocular y
por via vaginal. El material de exposicion contenia 5,0 x 10° unidades de
leptospira/ml. La orina se recogid semanalmente para realizar un cultivo de
lepto, FA y PCR. La recogida de los riflones se realizd durante los dias 112 y

113.
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EMULSIONES DE ACEITE EN AGUA MICROFLUIDIZADAS Y
COMPOSICIONES DE VACUNAS

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere de forma general al campo de las vacunas vy,
en particular, a formulaciones de adyuvantes para potenciar la respuesta
inmunitaria en animales veterinarios. En particular, la invencion se refiere al uso
de una emulsion submicrométrica de aceite en agua como un adyuvante de
vacunas para potenciar la capacidad inmunogena de los antigenos. La
presente invencién proporciona formulaciones de emulsiones submicrométricas
de aceite en agua, composiciones de vacunas que contienen un antigeno
incorporado en dicha emulsién, asi como procedimientos para preparar las

emulsiones y vacunas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las infecciones bacterianas, viricas, parasitarias y micoplasmicas estan
ampliamente difundidas en los animales veterinarios tales como ganado
vacuno, porcino y animales de compafia. Las enfermedades provocadas por
estos agentes infecciosos son a menudo resistentes a la terapia farmacéutica
antimicrobiana, sin dejar medios efectivos de tratamiento. En consecuencia,
cada vez se usa mas una estrategia de vacunacién para controlar la
enfermedad infecciosa en los animales veterinarios. Un patdgeno infeccioso
entero puede hacerse adecuado para usarse en una formulaciébn de vacuna
después de la inactivacion quimica o manipulacion genética apropiada. De

forma alternativa, puede expresarse una subunidad proteinica del patbgeno en

ST
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Tabla 2 — Resultados del estudio de exposicion a Leptospira

Tratamiento

Porcentaje de
terneros con
resultado
positivo
alguna vez de
Leptospira en

orina y rifion

Porcentaje de
terneros con
resultado
positivo
alguna vez de
Leptospira en

orina y rifén

Porcentaje de
terneros con
resultado
positivo
alguna vez de
Leptospira en

orina y rifon

Porcentaje de
terneros con
resultado
positivo
alguna vez de
Leptospira en

orina y rifAon

por cultivo por FA por PCR en todos los
ensayos

Solucion 100 83,3 83,3 100

salina

QAC 0 0 0 0

QAC/AIOH 0 50,0 0 50,0

DDA 0 0 0 0

DDA/AIOH 0 33,3 16,7 50,0

La Tabla 2 muestra los datos del estudio de exposicidén a Leptospira.

Para determinar el porcentaje de infecciobn por Leptospira en el animal

expuesto, se usaron los siguientes criterios. Si el cultivo de rifién era positivo

solo en una muestra, se considera que el animal es Leptospira positivo. Si un

animal es positivo solo en una muestra para FA o PCR, se considera que el

animal es negativo. Si la muestra es positiva para FA y PCR soélo en una
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muestra, se considera que es Leptospira positivo.

Los resultados que se muestran en la Tabla 2 indican que la duracién de
la eliminacion urinaria en todos los grupos vacunados fue significativamente
mas corta basandose en los tres ensayos. En o que se refiere a la colonizacion
urinaria y renal, las eficacias de las formulaciones que contenian QAC y DDA
sin AIOH fueron comparables. AIOH no mejor6 e incluso redujo las eficacias de

las vacunas que contenian QAC o DDA en este estudio de exposicion.

Tabla 3 - Intervalo de valoracién de aglutinacion microscépica

el dia de valoraciéon media geométrica maxima antes de la exposicién (Dia

35)
Tratamiento L. Hardjo L. pomona
Solucidn salina <20 <20
QAC 160 — 640 1280 — 10240
QAC/AIOH 160 — 2560 8 — 10240
' DDA 40 - 1280 320 — 2560
DDA/AIOH 320 - 640 1280 — 5120

Se detectaron respuestas serologicas contra ambos antigenos de
Leptospira de la formulacién de vacuna en los animales vacunados y la
respuesta maxima se notd el Dia 35. No existid correlacion entre la respuesta
serologica y la proteccion contra la exposicién. La presencia de gel de aluminio
en la formulacién de vacuna redujo el nivel de proteccion aunque potenci6 la

respuesta seroldgica por la presencia de gel de aluminio en la vacuna.



52

EJEMPLO 14

Provocacién de respuesta inmunitaria al antigeno virico de BVD y

Proteccién contra la exposicién al virus BVD Tipo 2 tras

5 la inmunizacion con una preparaciéon de vacuna microfluidizada que

contiene formulacién de AMPHIGEN® y DDA.

En este experimento se usaron terneras seronegativas de cuatro a siete

meses de edad. Habia seis grupos diferentes y cada grupo tenia diez animales

(Tabla 4). El Dia 0 y el Dia 21 cada animal recibié una dosis subcutanea de 2

10 mi de la vacuna o placebo en el lado del cuello aproximadamente a medio

camino entre la escapula y la cabeza.

Tabla 4 — Grupos de tratamiento

Grupo de tratamiento | Composicion del adyuvante ]

TO1 Solucion salina

TO2 Quil-A, formulacion de AMPHIGEN® y colesterol

TO3 Formulacion de AMPHIGEN®, colesterol, DDA (0,5
mg/dosis) y AIOH

TO4 Formulacion de AMPHIGEN®, colesterol y DDA (0,5
mg/dosis)

TO5 Formulacion de AMPHIGEN®, colesterol y DDA (1,0
mg/dosis)

TO6 Formulacién de AMPHIGEN®, colesterol y DDA (2,0
mg/dosis)

Se administré una dosis de 5 mi de preparacion de exposicion del virus
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(aproximadamente 2,5 ml por fosa) por via intranasal el dia 44 del estudio. En
este estudio se uso virus BVD Tipo 2, cepa aislada n°® 24515 (Cepa Ellis), lote
n® 46325-70 no citopatico como cepa de exposicion. Se valoraron muestras
retenidas de material de exposicion (dos copias por valoracion) en el momento
del inicio de la exposicion e inmediatamente después de completarlo. La
valoracién de virus vivos media por dosis de 5 ml era de 5,3 logqo DIAFs¢/5 ml
antes de la exposicion y 5,4 logio DIAFs0/5 ml después de la exposicion (DIAF
es equivalente a DICTs).

Se controld a los animales todos los dias desde el Dia 3 al dia 58. Se
asignaron puntuaciones de enfermedad clinica de 0, 1, 2, o 3 basandose en los
signos clinicos atribuibles a la infeccién por BVD 2 para cada animal los Dias
42 a 58. Las puntuaciones del Dia 44 se registraron antes de la exposicion. Se
extrajeron muestras de sangre (dos tubos de separacion de suero de 13 ml,
S8T) de cada animal los Dias 0, 21, 35, 44 y 58 para determinar las
valoraciones en suero de anticuerpos de neutralizacion de los virus BVD Tipo 1
y BVD tipo 2.

Se extrajeron muestras de sangre de cada animal del Dia 42 al Dia 58,
inclusive, y se determiné la presencia de virus BVD en la capa leucocitaria. El
Dia 44 se obtuvieron muestras antes de la exposicion.

Se extrajeron de cada animal muestras de sangre (un tubo de EDTA de
4 ml) para determinar la leucocitometria el Dia 42 al Dia 58, inclusive. El Dia 44
se obtuvieron muestras antes de la exposicion.

Leucopenia se definid como un descenso del 40% o mayor de la
leucocitometria desde el nivel inicial (leucocitometria anterior a la exposicion

media de dos dias anteriores y del dia de la exposicion).
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Se usaron las puntuaciones de enfermedad clinica para definir el estado
de enfermedad de la forma siguiente; si la puntuacion es < 1, entonces
enfermedad = no; si la puntuacién es > 2, entonces enfermedad = si.

Como se muestra en las Tablas 5y 6, los grupos que se vacunaban con
vacunas que contenian antigenos viricos de BVD junto con la formulacion de
AMPHIGEN®, Quil A o DDA y microfluidizadas, se seroconvirtieron con
valoraciones de neutralizacion de virus en suero significativas para los virus
BVD Tipo 1 y BVD Tipo 2. En esos grupos hubo también una reduccion
significativa del porcentaje de animales que mostraban viremia después de la
exposicion, mientras que en el grupo de control 100% de los animales
mostraban viremia (Tabla 7). Ademas, en los grupos vacunados la frecuencia
de la enfermedad se redujo también de forma significativa (Tabla 8). De forma
similar, el porcentaje de animales que mostraban leucopenia se redujo también
en los grupos vacunados y la reduccion de la leucopenia fue mas significativa
en el grupo que contenia DDA que en el grupo que contenia Quil A (Tabla 9).
En el grupo de control se dio un descenso significativo de la subida de peso

comparado con los grupos vacunados. (Tabla 10).

Serologia

Antes de la vacunacion el Dia 0, todos los animales del estudio eran
seronegativos (SVN < 1:2) para anticuerpos contra virus de BVD Tipos 1y 2
(no se muestran los datos). Catorce dias después de la segunda vacunacién
(Dia 35) todos los animales a los que se administré placebo (T01) seguian
siendo seronegativos para anticuerpos contra el virus BVD Tipos 1y 2; y los

animaies vacunados con los ITA (Antigeno en experimentacion de
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investigacion) (T02, T03, TO4, TO5 y TO6) eran seropositivos (SVN > 1:8) para
anticuerpos contra el virus BVD, Tipos 1y 2. Un animal al que se administro la
vacuna con adyuvante de formulacion de AMPHIGEN® a 2 mg/dosis de DDA
tenia una valoracion de SVN de 3 para anticuerpos contra el virus BVD Tipo 2
el Dia 35 (Tabla 11y 12).

Antes de la exposicion el Dia 44, todos los controles (T01) excepto uno,
eran seronegativos (SVN <1:2) para anticuerpos contra el virus BVD Tipos 1y
2 (no se muestran datos). Uno de los controles (n°® 2497) era seropostivo (SVN
= 10) para anticuerpos contra el virus BVD Tipo 1 y seronegativo para
anticuerpos contra el virus BVD Tipo 2. Catorce dias después de la exposicion,
todos los animales del estudio eran seropostivos para anticuerpos contra el

virus BVD Tipos 1y 2.

Tabla 5. Media geométrica de las valoraciones de neutralizacién en suero

de virus BVD Tipo 1

Tratamiento Media geométrica de valoraciones de SVN contra

el virus BVD Tipo 1 en el Dia del estudio

0 21 35 44 58
TO1 | Solucion salina | <2 <2 <2 <2 23,9
T02 | Amphigen, <2 39,1 19824,5 | 14018,2 | 27554,5
Quil A
TO3 | Amphigen, <2 51,8 32204,8 | 22381,1 | 23170,4
0,5 mg de DDA,
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Al

T04 | Amphigen, <2 27,0 14512,4 | 8932,0 21996,2
0,5 mg de DDA

TO5 | Amphigen, <2 26,7 11585,2 | 8194,6 20882,0
1,0 mg de DDA

TO6 | Amphigen, <2 23,5 8778,7 6769,3 16961,1
2,0 mg de DDA

Tabla 6. Media geométrica de las valoraciones de neutralizacion en suero

de virus BVD Tipo 2

Tratamiento

Media geométrica de valoraciones de SVN contra

el virus BVD Tipo 1 en el Dia del estudio

0 21 35 44 58
TO1 | Solucion salina | <2 <2 <2 <2 5220
T02 | Amphigen, <2 8,9 22724 2048,2 24833.,6
Quil A
TO3 | Amphigen, <2 9,5 3565,7 2702,2 20881,8
0,5 mg de DDA,
Al
T04 | Amphigen, <2 4,1 1260,7 989,1 18496,2

0,5 mg de DDA
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TO05 | Amphigen, <2 6,4 1398,8 1453,9 30047,8
1,0 mg de DDA
TO6 | Amphigen, <2 7,7 1673,2 1428,9 16384,0
2,0 mg de DDA
Tabla 7. Aislamiento de virus BVD después de la exposicion
Tratamiento Aislamiento de virus BVD
Dias del estudio Frecuencia (%) | Media por
de animales con | MC de
viremia Dias de
viremia
TO1 | Solucion salina | 47 a 58 10/10 (100,0) 10,4
TO2 | Amphigen, 50 a 53 1/10 (10,0) 0,4
Quil A
TO3 | Amphigen, - 0/10 (0,0) 0,0
0,5 mg de DDA,
Al
T04 | Amphigen, 48, 50 a 52, 57 3/10 (30,0) 0,5
0,5 mg de DDA
TO5 | Amphigen, 49 a 51 2/10 (20,0) 0,4

1,0 mg de DDA

/ De

LY
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T06

Amphigen,

2,0 mg de DDA

48 a 52

2/10 (20,0)

0,5

Tabla 8. Signos clinicos de enfermedad por BVD después de la exposicion

Tratamiento Frecuencia | Frecuencia (%) observaciones | Total
(%) con | con signos clinicos de|g,g
enfermedad | enfermedad por BVD

]
0 1 2 3

TO1 | Solucién 9/10 (90,0) | 75 63 29 1(0,6) | 168
salina (46) (37,5) | (17,3)

TO2 | Amphigen, | 1/10(10,0) |105 |63 2(1,2) {0(0) |[170
Quil A (61.8) | (37.1)

TO3 | Amphigen, | 2/10 (20,0) |99 67 4(2,4)|0() |170
0,5 mg de (58,2) |(39,4)
DDA,
Al

T04 | Amphigen, 0/10 (0,0) 118 52 0() |0(0) |170
05 mg de (69,4) | (30,6)
DDA

TO5 | Amphigen, | 0/10(0,0) | 101 |69 0(0) |0(0) |170
1,0 mg de (59,4) | (40,6)
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DDA
TO6 | Amphigen, | 0/10(0,0) |104 |66 0(0) |0(0) |170
20 mg de (61,2) |(38,8)
DDA
Tabla 9. Leucopenia tras la exposicion
Tratamiento Leucopenia
Frecuencia (%) de | Media por MC de Dias
animales leucopénicos | de leucopenia
TO1 | Solucion salina 10/10 (100,0) 7,8
T02 | Amphigen, 6/10 (60,0) 1,2
Quil A
T03 | Amphigen, 2/10 (20,0) 0,2
0,5 mg de DDA,
Al
T04 | Amphigen, 4/10 (40,0) 0.8
0,5 mg de DDA
TO5 | Amphigen, 3/10 (30,0) 0,9
1,0 mg de DDA
T06 | Amphigen, 2/10 (30,0) 0,5
2,0 mg de DDA

G
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Tabla 10. Peso corporal y subida de peso corporal durante el estudio

Tratamiento Peso corporal medio (kg.) en el Dia del | Subida
estudio de peso
(kg)
-1 43 50 58
TO1 | Solucion salina | 171,46 | 219,95 222,72 216,32 44,86
T02 | Amphigen, 194,14 | 238,82 247,98 262,63 68,49
Quil A
TO3 | Amphigen, 186,20 | 233,33 242,31 262,63 76,43
0,5 mg de DDA,
Al
T04 | Amphigen, 169,51 | 214,24 223,44 244,08 74,57
0,5 mg de DDA
TOS | Amphigen, 162,80 | 204,76 217,23 230,02 67,22
1,0 mg de DDA
TO6 | Amphigen, 185,07 |232,83 |242,18 |254,15 |68,77

2,0 mg de DDA
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Aislamiento de virus

Como muestran los datos en la Tabla 13, durante el periodo de
exposicion (Dias 44 a 58), los diez animales del grupo control (TO1) sufrian
viremia (se aislo virus BVD uno o mas dias). En los grupos a los que se habia
administrado ITA, la frecuencia de los animales con viremia era uno, cero, tres,
dos y dos en cada grupo de diez (T02, T03, T04, TO5 y T06, respectivamente).
La diferencia entre el control y los grupos a los que se habia administrado los
ITA era estadisticamente significativa (P < 0,05). La media por minimos del
numero de dias de viremia era también significativamente mayor (10,4 dias)
para el control comparado con los grupos a los que se habia administrado los
ITA (0,0 a 0,5 dias).

Enfermedad Clinica

Se consideraba que los animales con puntuaciones de sefiales clinicas
de 2 o 3 demostraban signos de enfermedad por BVD. Como se muestra en la
Tabla 14, la frecuencia de los animales con signos clinicos de enfermedad por
virus BVD era nueve de diez en el control (TO1) y uno, dos, cero, cero y cero de
diez en cada uno de los grupos a los que se administraron los ITA (T02, TO3,
TO4, TO5 y TO6 respectivamente). La diferencia entre el control y los grupos a
los que se administraron los ITA era estadisticamente significativa (P < 0,05).
Leucopenia

Como se muestra en la Tabla 15, durante el periodo de exposicion (Dias
44 a 58), los diez animales del control (T01) sufrian leucemia (una reduccion
del 40% en la leucocitometria comparada con la inicial antes de la exposicion,
Dias 42-44). La frecuencia de animales con leucemia era seis, dos, cuatro, tres

y dos de los diez animales de cada uno de los grupos a los que se

ol
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administraron los ITA (T02, TO3, T04, T0O5 y TO6 respectivamente). La
diferencia entre el control y los grupos a los que se administro la vacuna que
tenia la formulacion de AMPHIGEN® como adyuvante a 0,5 mg/dosis e
hidroxido de aluminio (T03) era estadisticamente significativa (P < 0,05). La
media por minimos cuadrados del nimero de dias de leucemia era
significativamente mayor (7,8 dias) para el control comparado con los grupos a

los que se administraron los ITA (0,2 a 1,2 dias).

EJEMPLO 15
Provocacion de respuesta inmunitaria al antigeno virico de BVD y
Proteccion contra la exposicion al virus BVD Tipo 2 tras
la inmunizaciéon con una formulacion de vacuna microfluidizada que
contiene GPI-0100.

Se siguid un grupo de condiciones experimentales como se describe en
el Ejemplo 14 y se realiz6 una comparacion directa entre Quil A y GPI-0100.
Como se muestra en las Tablas 11 y 12, los animales vacunados con
antigenos de BVD en la preparacibn de formulacion de AMPHIGEN®
microfluidizada que contenia Quil-A o GPI-0100 tenia una valoracion de
anticuerpos significativa para los virus BVD Tipo 1 y BVD Tipo 2. La valoraciéon
de anticuerpos para el virus BVD Tipo 1 era muy superior a la de virus BVD
Tipo 2. Sin embargo, la exposicién subsiguiente a virus BVD Tipo 2 demostro
una fuerte proteccibn y se redujo significativamente la incidencia de la
enfermedad en las terneras vacunadas con la preparacion de vacuna con base

de formulacion de AMPHIGEN® microfluidizada que contenia GPI-0100.

05



Tabla 11. Media geométrica de las valoraciones de neutralizacién en suero

de virus BVD Tipo 1

63

Tratamiento

Media geométrica de valoraciones de SVN

0 21 35 43 57
TO1 | Solucién salina | <2 <2 <2 <2 35,5
TO2 | Amphigen, <2 98,7 20171,0 |12203,4 | 44762,4
Quil A
TO3 | Amphigen, <2 84,6 10998,5 | 7383,2 25709,2
2 mg de GPI-
0100
AIOH
T04 | Amphigen, <2 106,0 18179,2 | 8933,2 28526,2
2 mg de GPI-
0100
TO5 | Amphigen, <2 62,9 15024,3 | 8780,1 19824.,4
3 mg de GPI-
0100
TO6 | Amphigen, <2 711 12203,3 | 7512,0 16670,2
5 mg de GPI-

0100
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Tabla 12. Media geométrica de las valoraciones de neutralizaciéon en suero

de virus BVD Tipo 2

Tratamiento

Media geomeétrica de valoraciones de SVN contra

el virus BVD Tipo 1 en el Dia del estudio

0 21 35 44

58

H

TO1

Solucion salina

<2 <2 <2 <2

14,7

T02

Amphigen,

Quil A

<2 12,9 2312,0 1692,5

1663,4

T03

Amphigen,

2 mg de
0100

AIOH

GPI-

<2 13,2 1663,5 1116,8

1562,3

T04

Amphigen,

2 mg de
0100

GPI-

<2 20,5 2610,2 1978,2

2478,7

T05

Amphigen,

3 mg de
0100

GPI-

<2 11,4 1752,8 1305,2

24354

TO6

Amphigen,

5 mg de
0100

GPI-

<2 12,0 31568,4 2120,2

1845,6
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Tabla 13. Aislamiento de virus BVD después de la exposicion

Tratamiento

Aislamiento de virus BVD

Frecuencia (%) de

animales con viremia

Media por MC de

Dias de viremia

TO1 Solucién salina 10/10 (100,0) 8,4

T02 | Amphigen, 3/10 (30,0) 0,3
Quil A

TO3 Amphigen, 0/10 (0,0) 0,0
2 mg de GPI-0100
AIOH

TO4 Amphigen, 1/10 (10,0) 0,1
2 mg de GPI-0100

T05 Amphigen, 3/10 (30,0) 0,3
3 mg de GPI-0100

TO6 | Amphigen, 2/10 (20,0) 0,2

5 mg de GPI-0100




Tabla 14. Signos

clinicos de enfermedad por BVD después de la
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exposicion
Tratamiento Frecuencia | Frecuencia (%) observaciones | Total
(%) con|con una puntuacion de|gus
enfermedad | enfermedad clinica de
0 1 2
TO1 | Solucién 5/10 (50,0) | 103 (60,6) | 55 (32,4) | 12 170
salina (7,1)
TO2 | Amphigen, 5/10 (50,0) | 115(67,6) | 48 (28,2) | 7 (4,1) 170
Quil A
TO3 | Amphigen, | 0/10 (0,0) | 128 (75,3) | 42 (24,7) | 0 (0) 170
2 mg de GPI-
0100
AlOH
TO4 | Amphigen, 0/10 (0,0) 124 (72,9) | 46 (27,1) | 0 (0) 170
2 mg de GPI-
0100
TO5 | Amphigen, 0/10 (0,0) 104 (61,2) | 66 (38,8) | 0 (0) 170
3 mg de GPI-
0100

1o
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TO6 | Amphigen, 0/10 (0,0) 128 (75,3) | 42 (24,7) | 0 (0) 170
5 mg de GPI-
0100

Tabla 15. Leucopenia tras la exposicion

Tratamiento

Leucopenia

Frecuencia (%) de

Media por MC de

animales Dias de
leucopénicos leucopenia

TO1 | Solucién salina 9/10 (90,0) 8,7

T02 | Quil A 6/10 (60,0) 1,6

TO3 | 2 mgde GPI-0100 7/10 (70,0) 2,6

AIOH

T04 | 2 mg de GPI-0100 4/10 (40,0) 1,5

TO5 | 3 mg de GPI1-0100 7/10 (70,0) 2,6

TO6 | 5 mgde GPI-0100 8/10 (80,0) 2,9

En conclusion, se demostro la seguridad de cada vacuna por la ausencia

de reacciones adversas de mortandad en los animales vacunados. La potencia

de cada vacuna se demostré por seroconversion (valoraciones de anticuerpos

de SVN contra BVD-1 y BVD-2 >1:8) en 100% de los animales vacunados. Se

demostré la resistencia satisfactoria a la exposicién por la vacuna con 2 mg de

GP1-0100 sélo como adyuvante.
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EJEMPLO 16
Preparacion de vacuna que contiene antigeno microencapsulado en
emulsion microfluidizada de aceite en agua

Se afadieron tres gramos de Trehalosa (Fluka) a agua para obtener una
solucion madre de 333 mg/ml de solucién de Trehalosa. Se afadié antigeno
PauA recombinante solubilizado en solucion de SDS al 0,8% (SDS/rPauA) a la
solucion de Trehalosa para obtener una concentracion final de 494 ug de
rPauA/ml. En la siguiente etapa se disolvieron 10 gramos de acido
polilactidaglicélico (PLG-Resomer RE 503H, Boeringher Ingelheim) en 200 ml
de cloruro de metileno (MeCly). La solucién resultante de PLG/MeCl, se
combiné con la solucibn de SDS-rPauAitrehalosa preparada en la primera
etapa. La solucibn combinada se someti® a microfluidizacion usando
Microfividizador (de Microfluidics Modelo M110EH) y la preparacion
microfluidizada se desecd por pulverizacion usando un secador por
pulverizacion Temco Modelo SD-5). El material desecado por pulverizacion se
recogio usando un tamiz de 500 micras.

La concentracion de rPauA en este material desecado por pulverizacion
se cuantificé usando un analisis por transferencia Western. Se disolvié 1,04 mg
de material desecado por pulverizacion en 50 ul de acetona y se centrifugo a
13.200 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se separ6 el
sobrenadante. Las fracciones de sobrenadante y de sedimento se secaron en
una campana de seguridad bioldgica durante 2,5 horas. Se resuspendi6 el
sedimento en 47,43 pl de solucion de muestra (25 pl de tampdn de muestra +
10 ul de agente reductor + 65 ul de agua). La fraccion de sobrenadante

desecado se resuspendido con 20 pl de solucidon de muestra. En el analisis



10

15

20

25

69

Western se usd PauA purificado como patron para cuantificar el contenido de
rPauA del material desecado por pulverizacion.

Se preparé una solucion madre de manitol al 20% disolviendo 100
gramos de manitol (Sigma) en 500 ml de agua para inyectables (WFI). La
solucién se calentd a 40°C con placa calefactora/agitador y se enfrié a 30°C. La
solucién se esterilizo por filtracion con un filtro estéril de 0,22 micras (Millipore).
Se prepard una solucion de carboximetilcelulosa al 2,5% disolviendo 12,5
gramos de carboximetilcelulosa (Sigma) en 500 ml de WFI y se mezcl6 hasta la
mafana siguiente a 4°C. La solucion se someti6é a autoclave a 121°C.

El polvo resultante de la desecacion por pulverizacion se reconstituy6 en
una solucién que contenia manitol al 5%, carboximetilcelulosa al 0,3% y
timerosol 1:5000. La solucion final se dividioé en alicuotas en viales de 3 ml y se
liofilizé usando un Lyophilizer (USIFROID). El polvo liofilizado representa el
rPauA microencapsulado. El antigeno de subunidad proteica microencapsulado
se resuspendié en 2 ml de emulsion de aceite en agua microfluidizada que
contenia una formulacion de AMPHIGEN® (tal como la emulsion

microfluidizada que se describe en el Ejemplo 20) y que se usa como vacuna.

EJEMPLO 17

Preparacion de una formulacion de vacuna microfluidizada que contiene
antigeno bacteriano de células enteras y antigeno de proteina
recombinante en emulsién de aceite en agua

Se prepararon dos preparaciones de vacunas que contenian proteina
PauA de Streptococcus uberis recombinante y células bacterianas de

Escherichia coli, se afadieron de forma intrinseca a emulsiones de aceite en

ML

K
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agua como se describe en los Ejemplos 2 y 3. El antigeno PauA recombinante
estaba en una concentraciéon de 100 ug por dosis y las células de E. coli daban
un recuento final de 4 x 10° por dosis. Las composiciones de adyuvantes en
emulsion de las dos formulaciones de vacuna se muestran en la Tabla 16.

5 Tabla 16. Formulaciones de vacunas que contienen tanto proteina

recombinante como células enteras de E. coli

Tratamiento Antigeno Adyuvante

TO1 Placebo Solucién salina

T02 Pau A/E. coli SEAM-14

TO3 Pau A/E. coli Amphigen al 2,5%, 0,5

mg de GPI-0100, 0,5 mg

de colesterol

TO4 Pau A/E. coli Amphigen al 2,5%, 0,5
mg de bromuro de
dimetildioctadecilamonio
(DDA), 05 mg de

colesterol

EJEMPLO 18
Respuesta inmunitaria a vacuna microfluidizada que contiene rPauA y
10 agentes bacterianos de células enteras en emulsion de aceite en agua
En este experimento se usaron vacas lecheras maduras. Los animales
estaban al final de su primera 0 segunda lactancia en el momento de la
admisién. Se administraron por via subcutanea 2 mi de cada formulacién de

vacuna tres veces, una en el momento de secado (D - 0), 28 dias después (D =



10

15

20

25

71

28) y de nuevo 4 a 10 dias después del parto (C + 4 — C+10). La primera y
tercera dosis se administraron en el lado izquierdo del cuello y la segunda se
administré en el lado derecho del cuello. Se extrajo sangre antes de cada
vacunacion y aproximadamente 14 dias y 32 dias después de la tercera
vacunacion. La valoracién de anticuerpos para E. coli y el antigeno rPauA se
determinaron mediante ELISA. Como se muestra en la Figura 8, los resultados
indican que la valoracién de anticuerpos para rPauA era superior en el grupo
vacunado con la formulacion de vacuna que contiene GPI-0100 como
inmunoestimulante y era maxima el dia 70 después de la vacunacion inicial. La
valoracién de anticuerpos para antigeno contra E. coli se muestra en la Figura
9. La valoracion de anticuerpos contra antigeno de E. coli era comparable en
ambas formulaciones de vacunas, aunque la presencia de GPI-0100 como
inmunoestimulante indujo una valoracion de anticuerpos relativamente mayor

comparada con la formulaciéon con DDA como inmunoestimulante.

EJEMPLO 19
Analisis de actividad viricida de las preparaciones de vacunas con base
de formulaciéon de AMPHIGEN® microfluidizada

Para determinar si la microfluidizacién inactiva el virus, se determiné la
actividad viricida de tres preparaciones de vacunas con base de formulacion de
AMPHIGEN® microfluidizada. Las tres preparaciones contenian tres virus
infecciosos bovinos diferentes, especificamente virus del herpes bovino (BHV),
virus de paragripe 3 (PI3), y virus sintial respiratorio bovino (BRSV).

La deteccién de la actividad viricida de las tres preparaciones de

vacunas se realizd de acuerdo con los requisitos de la USDA 9CFR-113.35.
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Los resultados que se muestran en la Tabla 17 indican que la
microfluidizacion de las preparaciones de vacunas con base de formulacion de

AMPHIGEN® no provoca inactivacién significativa de la preparacion de vacuna.

Tabla 17. Analisis de actividades viricidas de vacunas microfluidizadas

5

Serie BRSV BHV PI3
A 0 0,2 0
AM200 -0,2 0 -0,2
AM75 0 -0,3 -0,3
AM75 a 37C 0,1 -0,3 -0,2
B 0 -0,1 -0,2
BM200 0 0 -0,2
BM75 -0,2 -0,5 0
BM75 a 37C 0,5 -0,5 0
c 0,1 -0,1 -0,2
CM200 -0,2 -0,1 -0,2
bCM75 0,1 0,5 -0,2
CM75a 37C 0,5 0,5 -0,2

A = colesterol afiadido a 650 ml/minuto
B = colesterol afiadido a 28 ml/minuto
C = colesterol afadido a 5 mi/minuto

M200 = microfluidizada con tamiz de 200 micras
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M75 = microfluidizada con tamiz de 75 micras
M75 a 37C = fluidos calentados a 37°C antes de microfluidizacion

Un valor por encima de 0,7 es indicador de efecto viricida.

EJEMPLO 20

Preparacion de una formulacion de AMPHIGEN® microfluidizada

Se preparo una formulacién de AMPHIGEN® combinando solucion de
aceite de lecitina DRAKEOL (aceite mineral ligero con lecitina al 25%) vy
TWEEN 80 (con la concentracién final de 0,18%) y Span 80 (con la
concentracién final de 0,08%) mezclando durante 8-22 horas a 36 + 1°C. La
mezcla de aceite se afiadio después a solucion salina con ayuda de un
emulsionador Ross® (Hauppauge, NY 11788) aproximadamente a 3400 rpm.
Subsiguientemente la mezcla se pas6 una vez por un microfluidizador con una
camara de interaccion de 200 ym a 31.027,5+3.447,5 kPa . Las Figuras 10 Ay
10 B  muestran la estabilidad de la formulacion de AMPHIGEN®
microfluidizada. La distribucion del tamario de particulas, medida por difraccion
de laser, en el momento inicial de partida (Figura 10A) era casi idéntico a la
distribucién de tamafio de particula después de 22 meses de almacenamiento

a 4°C (Figura 10B).
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Habiendo descrito la invencion como antecede se declara como

propiedad lo contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Una emulsiéon submicrométrica de aceite en agua de utilidad como
adyuvante de vacuna que comprende un aceite no metabolizable hidrocarburo
ligero, un tensioactivo y un componente acuoso, en la que dicho aceite esta
disperso en dicho componente acuoso y el tamafio medio de gota de aceite es

inferiora 1 um.

2. La emulsion de la reivindicacidbn 1, en la que dicho aceite es aceite
mineral ligero y estd en una cantidad de 1% a 50% v/v, dicho tensioactivo
comprende lecitina y estd en una cantidad de 0,01% a 10% v/v, y en la que
dicho aceite esta disperso en dicho componente acuoso y el tamafio medio de

gota de aceite esta entre 0,1 pm y 0,5 pm.

3. Una emulsién submicrométrica de aceite en agua de utilidad como
adyuvante de vacuna que comprende aproximadamente 40% v/v de aceite
mineral, aproximadamente 10% p/v de lecitina, aproximadamente 0,18% v/v de
TWEEN-80, aproximadamente 0,08% v/v de SPAN-80 y una fase acuosa, en la
que dicho aceite esta disperso en dicha fase acuosa y el tamafio medio de gota

de aceite esta entre 0,1 um y 0,5 um.

4, Un procedimiento para preparar una emulsion submicrométrica de aceite
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en agua que comprende:

(a) preparar una mezcla combinando un aceite no metabolizable
hidrocarburo ligero, un tensioactivo y un componente acuoso;

(b) someter dicha mezcla a un procedimiento de emulsificacion primario
para producir una emulsién de aceite en agua que tiene un tamafio medio de
gota de aceite de 1,0 yma 1,1 um;y

(c) someter la emulsion de aceite en agua preparada en (b) a
microfluidizacién para producir dicha emulsién submicrométrica de aceite en
agua, en el que la emulsion submicrométrica tiene un tamafio medio de gota de

aceite inferior a 1 um.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicho aceite es aceite
mineral ligero y estd en una cantidad de 1% a 50% v/v, dicho tensioactivo
comprende lecitina y estd en una cantidad de 0,01% a 10% v/v y en el que
dicho tamafio medio de gota de aceite de dicha emulsién submicrométrica esta

entre 0,1 pmy 0,5 pm.

6. Una composicion de vacuna que comprende una emulsion de aceite en
agua y un antigeno, en el que dicho antigeno esta disperso en dicha emulsion,
dicha emulsion comprende un aceite no metabolizable hidrocarburo ligero, un
tensioactivo y un componente acuoso, y en la que dicho tamario medio de gota

de aceite de dicha emulsion es inferior a 1 um.

7. La composicién de vacuna de la reivindicacién 6, en la que dicho aceite

es aceite mineral ligero y esta en dicha composicién de vacuna en una cantidad
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de 1% a 20% vl/v, dicho tensioactivo comprende lecitina y esta presente en
dicha composicion de vacuna en una cantidad de 0,01% a 10% v/v, y en la que

dicho tamafio medio de gota de aceite esta entre 0,1 ym y 0,5 pym.

8. La composicion de vacuna de la reivindicacién 6, en la que dicho

antigeno es un antigeno virico o un antigeno bacteriano.

9. La composicion de vacuna de la reivindicacion 8, en la que dicho
antigeno virico comprende Virus de Diarrea Bovino Tipo 1 o Tipo 2 inactivado y
en la que dicho antigeno bacteriano comprende al menos uno de una bacteria
Leptospira inactivada, la proteina PauA de Streptococcus uberis recombinante

0 una preparacion de células de E. coli.

10. Un procedimiento para preparar una composicion de vacuna que
comprende:

(a) preparar una mezcla combinando un aceite no metabolizable
hidrocarburo ligero, un tensioactivo y un componente acuoso;

(b) afiadir un antigeno a la mezcla formada en (a);

(c) someter la mezcla que contiene dicho antigeno, que se forma en (b),
a un procedimiento de emulsificacién primario para producir una emulsiéon de
aceite en agua que tiene un tamafio medio de gota de aceite de 1,0 um a 1,1
Hm;y

(d) someter la emulsion preparada en (¢) a microfluidizacion para
producir dicha composicion de vacuna, en el que la composiciéon tiene un

tamafio medio de gota de aceite inferior a 1 ym.
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11.  El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que dicho aceite es aceite
mineral ligero y esta presente en la composicién de vacuna en una cantidad de
1% a 20% vl/v, dicho tensioactivo comprende lecitina y esta presente en dicha
composicion de vacuna en una cantidad de 0,01% a 10% v/v y en el que dicho

tamafio medio de gota de aceite esta entre 0,1 um y 0,5 pm.

12.  El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que dicho antigeno es un

antigeno virico o un antigeno bacteriano.

13.  El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que dicho antigeno virico
comprende Virus de Diarrea Bovino Tipo 1 o Tipo 2 inactivado y en el que dicho
antigeno bacteriano comprende al menos uno de una bacteria Leptospira
inactivada, la proteina PauA de Streptococcus uberis recombinante o una

preparacion de células de E. coli.

14.  Una composicion de vacuna que comprende un antigeno
microencapsulado y una emulsion de aceite en agua, en la que dicho antigeno
microencapsulado esta disperso en dicha emulsion, y dicha emulsion
comprende un aceite no metabolizable hidrocarburo Iige?o, un tensioactivo y un
componente acuoso, y en la que el tamaio medio de gota de aceite de dicha

emulsion es inferiora 1 um.

15.  La composicion de vacuna de la reivindicacion 14, en la que dicho aceite

es aceite mineral ligero y esta presente en dicha composicién de vacuna en
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una cantidad de 1,0% a 20% v/v, dicho tensioactivo comprende lecitina y esta
presente en dicha composicidon de vacuna en una cantidad de 0,01% a 10%
v/v, dicho antigeno es un antigeno virico o un antigeno bacteriano y esta
encapsulado en un vehiculo particulado, y en la que dicho vehiculo comprende

acido polilactidaglicolico.
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RESUMEN

Esta invencion proporciona emulsiones submicrométricas de aceite en
agua de utilidad como adyuvante de vacuna para potenciar la capacidad
inmunogena de antigenos. La presente invencion proporciona también
composiciones de vacunas que contienen un antigeno combinado con
emulsiones de ese tipo de forma intrinseca o extrinseca. La presente invencion

proporciona también procedimientos para preparar las emulsiones y vacunas.

12T
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Figura 3

Distribucion del tamano de particula entre mezclas
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Figura 4

Tres modos de dispersion
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Figura 5

Media geométrica de serologia contra BVD Tipo Il
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después de la administracion de los articulos de experimentacion

40.0 -

85

Figura 6

39.5

39.0

38.5

—e— TO1
—aT02
—— T03
—¢T04
—¥—T05

38.0 -

Dia del estudio

-—9— T06



Media por minimos cuadrados del
volumen de reaccion del sitio de

86

Figura 7
Media por minimos cuadrados de volimenes de reaccion en los sitios de
inyeccion observados en el ganado después de la administracion de los

articulos de experimentacion
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Figura 9

Media geométrica de valoraciones de IgG - J5
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Figura 10A

Formulacion de Amphigen microfiuidizada

% volumen

100
190
180

70
460

{
1
I
1
|
|

SO NSRS [+ 8
; 140

30

120

§
1}
4
i
H
]
i
{
i
¥

S S e

i
i
i

100.0

100 B N

Didametro de particula (um)



20

90

Figura 10B

Amphigen al 40% microfluidizado a los 22 meses
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

LUMB, J. TREVOR

PFIZER INC

201 Tabor Road,

Morris Plains, New Jersey 07950
Estados Unidos de América.

Sello de recibido 9 de marzo de 2005, MOPS IP GLBL SRVS

Fecha de expedicion: 02.03.2005

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC25328A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004 /000937

Fecha de presentacion internacional: 22.03.2004

Fecha de prioridad: 04.04.2003

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. et. al.

1.

Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del
Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompanado, si procede, de sus anexos.

Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacién a todas las
Oficinas elegidas.

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizara

una traduccién en inglés del informe (con exclusion de sus anexos) y
la transmitira a las Oficinas interesadas.

RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentaciéon de la traduccién y pago de
las tasas nacionales)en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (o mas tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) (Articulo
39.1) (véase también el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Cuando deba entregarse una traduccion de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluira la traduccién de cualquier anexo de
informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al

1Y)



solicitante preparar la traduccion en cuestibn y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para mas amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencion del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacion
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) sélo serviran a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacién, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccion postal de la Administracidén encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea P.B. 5818 Patentlaan 2

NL-2280 HV Rijswijk — Pays Bas

Tel: +31 70 340-2040, Tx : 31 651 epo nl

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: Wallentin, M
Tel: + 31 70 340-3991



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC25328A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2004/000937

Fecha de presentacion internacional: 22.03.2004

Fecha de prioridad: 04.04.2003

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC: A61K39/39

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC et. al.

1. El presente informe preliminar internacional sobre patentabilidad,
se establece por esta Administracion encargada del examen preliminar
internacional segun el Articulo 35 y se transmite al solicitante conforme
el Articulo 36.

2. Este INFORME consta de un total de 7 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.
a. [[] (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de ___ hojas, descritas a continuacion:

L] hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracion
(véase la Regla 70.16 y la Instruccion Administrativa
607 del PCT).

(] hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden mas alld de la
divulgacion de la invencion tal como fue
originalmente presentada, segun se indica en el punto
4 del Reglamento [ y en el Recuadro Suplementario.

b. [J  (remitido tnicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electronico(s)) ,
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de  Secuencias (ver Instruccion
Administrativa 802).

4. El presente informe contiene indicaciones relativas a los
siguientes puntos:



Recuadro 1
Recuadro 11
Recuadro III

Recuadro IV
Recuadro V

MO OO

Recuadro VI
Recuadro VII
Recuadro VIII

o

Base de este informe

Prioridad

Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacion industrial

Falta de unidad de Invencién

Declaracion motivada segin el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicaciéon industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracion
Ciertos documentos citados

Defectos en la Solicitud Internacional
Observaciones relativas a la solicitud
internacional

Fecha de radicacion de la demanda: 16.04.2004
Fecha de elaboracion de este reporte: 02.03.2005

Nombre y direccidn postal de la Administracién encargada del Examen

Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk — Pays Bas
Tel: +31 70 340-2040, Tx : 31 651 epo nl

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: Noé&, V

Tel: + 31 70 340-4181



Recuadro I. Base de este informe

1. Por lo que respecta al idioma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
depositd, salvo indicacion en contra senalada a continuacion.

(] Este informe esta basado en una traduccion del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una
traduccioén proporcionada a los fines de:

[[] busqueda internacional (segin Reglas 12.3 y 23.1 (b))
[C]  publicacién de la solicitud internacional (seguin Regla

12.4)
[1] examen preliminar internacional (segin Reglas 55.2
y/0 55.3)
2. Por lo que respecta a los elementos de la solicitud internacional,

esta opinion se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):
Descripcion, Paginas

1-38 tal como se presentaron inicialmente
Reivindicaciones, Nameros

1-15 tal como se presentaron inicialmente
Dibujos, Hojas

1/6-6/6 tal como se presentaron inicialmente
[]  unalista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) - ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3. Las modificaciones ha ocasionado la cancelacion de:
la descripcion, paginas
las reivindicaciones, Nos.
los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):
tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

I

N
[

El presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a
este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban



mas alld de la divulgacion de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)).

[ ] la descripcion, paginas

] las reivindicaciones, Nos.

] los dibujos, hojas/fig.

[l lalista de secuencias (especificar):

[] tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

* 8i se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida”.

Recuadro V Declaracion razonada segin el Articulo 35(2) con
respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacion industrial:
anterioridades y explicaciones que soportan tal declaracién

1. Declaracion
Novedad (N) Si:  Reivindicaciones 3-5, 10-15
No: Reivindicaciones 1, 2 6-9
Nivel Inventivo (NI) Si:  Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-15
Aplicacion Industrial (Al) Si:  Reivindicaciones 1-15

No: Reivindicaciones
2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja adjunta.
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD -
HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/IB2004/000937

V. Declaracion razonada (Continuacion)

1. CITACIONES

Se hace referencia a los siguientes documentos:
D1: EP-A-1 023 904 (PFIZER PROD INC) 2 AGO 2000 (2000-08-02)
D2: US-B-6 274 1491 (GANNE VINCENT)14 AGO 2001) 2001-08-14)
D3: US-B-6 451 3251 (VAN NEST GARY ET AL) 17 SEP 2002) 2002-09-
17
D4: US-A-5 961 970 (AVIV HAIM ET AL) 5 OCT 1999 (1999-10-05)
D5: US-B-6 306 4051 (O’HAGAN DEREK ET AL) 23 OCT 2001 (2001-
10-23
D6: WO 93/24147 A (SMITHKLINE BEECHAM CORP; GERBER JAY
DEAN (US) 9 DIC 1993 (1993-12-09).

2. NOVEDAD (Art. 33(2) PCT)

1. El Documento 1 revela una vacuna aceite submicron en
emulsion de agua adyuvante que comprende un aceite
mineral liviano y un surfactante fue comprende lecitina
con un tamafio medio de gotita de aceite menor de 1 ym y
composiciones de vacuna que comprenden este adyuvante
(ver abstracto; paragrafos 7-13, 16,32-35, 39,50,54,57,64).
En vista del D1, la materia de la reivindicacién 1, 2, 6-9 no
es novedosa.

2. El Documento 2 revela aceite en microemulsiones de agua
para uso como adyuvante de vacuna comprendiendo un
aceite mineral y un surfactante (ej. Lecitinas, entre) y
composiciones de vacuna comprendiendo este  (ver
columna 3, linea 26-34; columna 3, linea 49-63; columna 4,
lineas 15, 23, 49-51; columna 6, linea 50-65). En vista de
D2 la materia de la reivindicaciéon no es novedosa.

3. El Documento 3 revela una composiciébn adyuvante que
comprende un aceite (Ej. alkanes, alkenes, alkines y sus
correspondiente acidos y alcoholes los éteres y esteres
teniendo 6 a 30 atomos de carbon (ver descripcion de la
presente pagina de aplicacion 8, linea 35-38), un
surfactante y una fase acuosa con un tamafio de gotita
menor de 1 um y composiciones de vacuna comprendiendo
este adyuvante. En vista del Documento 3, la materia de
reivindicaciones 1, 6, 8 no es novedosa.



4. La presente aplicacion no satisface el criterio establecido
en el .
Articulo 33(2) PCT porque la materia de las

reivindicaciones 1, 2, 6-9 no es novedosa con respecto del
arte previo segun esta definido en las regulaciones (Regla

64(1)-(3) PCT).
NIVEL INVENTIVO (Art. 33 (3) PCT)
1. La reivindicaciéon dependiente 3 no contiene ninguna
caracteristica adicional que, en combinacién con las

caracteristicas de alguna reivindicacién a la cual ellos se
refieren, incluya un paso inventivo porque la seleccién de los
porcentajes de Tween-80 y SPAN-80 meramente una de varias
posibilidades directas de las cuales la persona preparada
seleccionaria, sin el ejercicio de habilidad inventiva, con el fin de
hacer una emulsién y estos porcentajes han sido revelados en
D6 (ver pagina 4, linea 5-34).

2. Para analisis del nivel inventivo de las reivindicaciones
4 y 10, en relacion con un método para hacer un aceite
submicron en emulsién de agua util como una vacuna
adyuvante o para un método para hacer una vacuna
comprendiendo esta vacuna adyuvante, se considera que D4
representa el mas relevante avance y revela un método para
hacer un aceiten submicrén en emulsion de agua comprendiendo:
(a) hacer una mezcla de aceite, un surfactante y agua + antigeno
(b) emulsificaciéon a una emulsion de tamafo de micrén (c)
acomodar el tamafo de la emulsion a grado de submicrén
mediante alta homogenizaciéon de corte (columna 10, linea 47-65).
La materia de las reivindicaciones 4 y 10 difieren en que un
aceite metabolizable fue wusado para hacer un aceite
submicréon en emulsion de agua.

3. El problema a  ser resuelto por la materia de la
reivindicacion puede por lo tanto ser considerado como la
provision de un aceite alterno. La solucién seria la provision de
aceite no metabolizable de hidrocarbon ligero.

4. Esta soluciéon no puede sin embargo considerarse que
incluya un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT) porque el uso de
un aceite no-metabilizable de carbon ligero en un aceite
submicrén en una vacuna adyuvante en emulsion de agua ha
sido revelado en D1 (ver paragrafo 11) D2 (ver columna 3, linea
49-63) y D3 (ver columna 3, linea 34-38). Por lo tanto, la
materia de las reivindicaciones 4 y 10 no son considerados que
incluyan un nivel inventivo.

5. Las reivindicaciones dependientes 5, 11, 13 no contienen
ningunas caracteristicas adicionales, que, en combinacion con las
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caracteristicas de alguna reivindicacion a las que ellas se
refieren, contengan un paso inventivo porque las cantidades de
aceite y surfactante y el tamafio de gotita de aceite son
revelados en el D4 (ver abstracto, columna 5, linea 7-19;
columna 6, linea 47-50), y D1, D2, D3. La adicién de antigeno
viral o bacterial también ha sido revelada en D1-D4 y seria obvio
para la persona experta.

6. Para el analisis del nivel inventivo de la reivindicacién 14,
el D5 consideré representar el avance mas relevante y revela una
composicion de vacuna que incluye antigeno microencapsulado y
un aceite submicrén en emulsion de agua que incluye esqualeno
y surfactante y una fase acuosa (ver columna 3, linea 25-60;
columna 4, linea 29-48; columna 7, linea 28-29; columna 8,
linea 15-16 y 65-63; columna 9, linea 18-31; columna 11,
linea 17-30, y 48-63; columna 12, linea 23-53). La materia de la
reivindicaciéon 14 difiere en que el escualeno fue usado como
aceite para hacer el aceite submicron en emulsion de agua en
cambio de un aceite no-metabolizable de hidrocarbén ligero.

7. El problema a ser resuelto por la materia de la
reivindicacion 14 puede por lo tanto ser considerado como la
provision de aceite alterno. La solucién seria la provision de un
aceite no metabolizable de hidrocarbén ligero.

8. Esta solucidn no se puede sin embargo considerar que
incluya un nivel inventivo (Articulo 33 (3) PCT) porque el uso de
una vacuna de aceite no metabolizable de hidrocarbén ligero
en emulsion de agua ha sido revelado en D1 (ver paragrafo 11),
D2 (ver columna 3, linea 49-63) y D3 (ver columna 3, linea 34-
38). Por lo tanto, La materia de la reivindicacién 14 no es
considerado que incluya un paso inventivo.

La reivindicaciobn dependiente 15 no contiene ninguna
caracteristica adicional, que, en combinacién con las
caracteristicas de cualquier reivindicaciéon a las que ellas se
refieren, incluya un paso inventivo porque las cantidades de
aceite y surfactante que incluyan lecitina son reveladas en D1-D4
y el uso de acido polilactido glicélico para encapsular el antigeno
ha sido revelado en DS (ver columna 4, linea 29-48; columna 9,
linea 18-31).

9. La presente aplicacién por lo tanto no satisface el criterio
establecido en el Articulo 33(3) PCT y la materia de las
reivindicaciones 3-5, 10-15 no incluye un nivel inventivo (Regla
65 (2) PCT).

Ciertas observaciones (Continuacion)
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El término “cerca de” “mas o menos” (ABOUT) wusado en la
reivindicacién 3 es vago e indefinido y como tal torna el alcance
de la reivindicacion no claro, por consiguiente, la reivindicacion
requiere enmienda para retirar este defecto (Art. 6 PCT).

El nimero “18%” en la reivindicacion 3 debe ser reemplazado
por “0.18%” con el fin de hacer clara esta reivindicacién (Art. 6
PCT).

El uso de marcas comerciales en las reivindicaciones no es
permitido y por lo tanto la reivindicacién 3 debe ser enmendada
para remover los términos TWEEN-80 y SPAN-80 con el fin de
satisfacer los requerimientos de Art. 6 PCT.

La expresion “util como adyuvante de vacuna” en la
reivindicaciéon 1 de composicién no es clara, no es considerada
como una caracteristica técnica limitando el alcance de la
reivindicacion 1 (Art. 6 PCT).
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(SEPARATE SHEET)

International application No. Y. "

PCT/IB2004/000937

V. Reasoned statement (Continuation)

1. CITATIONS

Reference is made to the following documents:

D1:
D2:
D3:

. D4:

D5:
De6:

EP-A-1 023 904 (PFIZER PROD INC) 2 August 2000 (2000-08-02)

US-B-6 274 1491 (GANNE VINCENT) 14 August 2001 (2001-08-14)
US-B-6 451 3251 (VAN NEST GARY ET AL) 17 September 2002 (2002-09-
17)

US-A-5 961 970 (AVIV HAIM ET AL) 5 October 1999 (1999-10-05)

US-B-6 306 4051 (O'HAGAN DEREK ET AL) 23 October 2001 (2001-10-23)
WO 93/24147 A (SMITHKLINE BEECHAM CORP ; GERBER JAY DEAN
(US)) 9 December 1993 (1993-12-09)

2. NOVELTY  (Ar. 33(2) PCT)

D1 discloses a submicron oil in water emulsion vaccine adjuvant comprising
a light mineral oil and a surfactant comprising lecithin with a mean oil droplet
size of less than 1 um and vaccine compositions comprising this adjuvant
(see abstract; paragraphs 7-13,16,32-35,39,50,54,57,64). In view of D1, the
subject-matter of claims 1,2,6-9 is not novel.

D2 discloses oil in water microemulsions for use as vaccine adjuvant
comprising a mineral oil and a surfactant (e.g. lecithins, tweens) and vaccine
compositions comprising this adjuvant (see column 3, line 26-34; column 3,
line 49-63; column 4, lines 15,23,49-51; column 6, line 50-65). In view of D2,
the subject-matter of claims 1,2,6-9 is not novel.

D3 discloses an adjuvant composition comprising an oil (e.g. alkanes,
alkenes, alkynes and their corresponding acids and alcohols, the ethers and
esters thereof having 6 to 30 carbon atoms (see description of the present
application page 8, line 35-38)), a surfactant and an aqueous phase with a
droplet size of less than 1 pm and vaccine compositions comprising this

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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adjuvant. In view of D3, the subject-matter of claims 1,6,8 is not novel.

4. The present application does not satisfy the criterion set forth in Article 33(2)
PCT because the subject-matter of claims 1,2,6-9 is not new in respect of
prior art as defined in the regulations (Rule 64(1)-(3) PCT).

3. INVENTIVE STEP  (Art. 33(3) PCT)

1. Dependent claim 3 does not appear to contain any additional features which,

in combination with the features of any claim to which they refer, involve an
. inventive step because the selection of the percentages of Tween-80 and
SPAN-80 merely one of several straightforward possibilities from which the
skilled person would select, without the exercise of inventive skill, in order to
make an emulsion and these percentages have been disclosed in D6 (see
page 4, line 5-34).

2.  Forinventive step analysis of claims 4 and 10, relating to a method for
making a submicron oil in water emulsion useful as a vaccine adjuvant or to
a method for making a vaccine comprising this vaccine adjuvant, D4 is
considered to represent the most relevant state of the art and discloses a
method for making a submicron oil in water emulsion comprising : (a) making
a mixture of oil, a surfactant and water + antigen (b) emulsification to a
micron size emulsion; (c) sizing of the emulsion to submicron range by high
shear homogenization (column 10, line 47-65). The subject-matter of claims
4 and 10 differ in that a metabolizable oil was used to make the submicron
oil in water emulsion.

3. The problem to be solved by the subject matter of claim may therefore be
regarded as the provision of an alternative oil. The solution would be the
provision of a light hydrocarbon non-metabolizable oil.

4. This solution cannot however be considered as involving an inventive step
(Article 33(3) PCT) because the use of a light hydrocarbon non-
metabolizable oil in a submicron oil in water emulsion vaccine adjuvant has
been disclosed in D1, (see paragraph 11), D2 (see column 3, line 49-63) and

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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D3 (see column 3, line 34-38). Therefore, the subject-matter of claims 4 and
10 are not considered to involve an inventive step.

5. Dependent claims 5,11-13 do not appear to contain any additional features
which, in combination with the features of any claim to which they refer,
involve an inventive step because the amounts of oil and surfactant and the
oil droplet size are disclosed in D4 (see abstract; column 5, line 7-19; column
6, line 47-50) and D1, D2, D3. The addition of viral or bacterial antigen has
also been disclosed in D1-D4 and would be obvious for the skilled person.

6. Forinventive step analysis of claim 14, D5 is considered to represent the
‘ most relevant state of the art and discloses a vaccine composition

' comprising microencapsulated antigen and a submicron oil in water emulsion
comprising squalene and surfactant and an aqueous phase (see column 3,
line 25-60; column 4, line 29-48; column 7, line 28-29; column 8, line 15-16
and 65-63; column 9, line 18-31; column 11, line 17-30 and 48-63; column
12, line 23-53). The subject-matter of claim 14 differs in that squalene was
used as oil to make the submicron oil in water emulsion instead of a light
hydrocarbon non-metabolizable oil.

7. The problem to be solved by the subject matter of claim 14 may therefore be
regarded as the provision of an alternative oil. The solution would be the
provision of a light hydrocarbon non-metabolizable oil.

8.  This solution cannot however be considered as involving an inventive step
(Article 33(3) PCT) because the use of a light hydrocarbon non-
metabolizable oil in a submicron oil in water emulsion vaccine adjuvant has
been disclosed in D1, (see paragraph 11), D2 (see column 3, line 49-63) and
D3 (see column 3, line 34-38). Therefore, the subject-matter of claim 14 is
not considered to involve an inventive step.

9. Dependent claim 15 does not appear to contain any additional features
which, in combination with the features of any claim to which they refer,
involve an inventive step because the amounts of oil and surfactant
comprising lecithin are disclosed in D1-D4 and the use of polylactide glycolic
acid to encapsulate the antigen has been disclosed in D5 (see column 4, line
29-48, column 9, line 18-31). :

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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10. The present application does therefore not satisfy the criterion set forth in
Article 33(3) PCT and the subject-matter of claims 3-5,10-15 does not
involve an inventive step (Rule 65(1)(2) PCT).

VIll. Certain Observations (Continuation)

4  The term "about" used in claim 3 is vague and indefinite and as such renders the
scope of the claims unclear; accordingly, the claim requires amendment to remove
this defect (Art. 6 PCT).

' 5  The number ".18%" in claim 3 should be replaced by "0.18%" in order to make this
claim clear (Art. 6 PCT).

6 The use of trademarks in the claims is not allowed and therefore claim 3 should
be amended to remove the terms "TWEEN-80" and "SPAN-80" in order to fulfill
the requirements of Art. 6 PCT.

7  The expression "useful as vaccine adjuvant" in the composition claim 1 is not clear
: it is not considered to be a technical feature limiting the scope of claim 1 (Art. 6
PCT)

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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- Indmacron de que se solicita la concesion de una patente. |
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indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial
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Representacion grafica o fotografica del Diseiio Industrial 0 muestra del

Material que incorpora el disefto.
Comprobante de pago de las tasas establecidas
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ESQUEMA DE TRAZADO
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Comprobante de pago de las tasas establecidas.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Folio %
2020

Bogota DC

Doctor(a)

CARLOS R. OLARTE
Apoderado(a) y/o Representante
PFIZER PRODUCTS INC

REFERENCIA: Radicacion No. 05 98906
' Solicitud Internacional PCT/IB2004/000937

Fecha limite inicio fase Nacional 04 — 11— 2005
Tramite 011

Evento 379

Actuacion 416

Oficio No. 1718

Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retne los requisitos de forma establecidos en la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiedad Industrial.
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Dado en Bogota DC

CLARA CASTELLANOS DE JAIMES
Jefe de la '\{isic')n de Nuevas Creaciones (E)
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