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FORMULACIONES NOVEDOSAS QUE ESTABILIZAN E INHIBEN

LA PRECIPITACION DE COMPOSICIONES INMUNOGENICAS

Campo de la invenciodn

La presente invencidén trata generalmente de campos de
la inmunologia, bacteriologia, formulacién de vacunas, es-
tabilidad de proteinas y desarrollo de procesos. Mas par-
ticularmente, la invencidén trata de formulaciones novedo-
sas que inhiben la precipitacién de composiciones inmuno-
génicas.

Antecedentes de la invencién

Por lo general se acepta en el: arte biofarmacéutico
que la mejora de la estabilidad de una composicidédn inmuno-
génica (verbigracia, un inmundégeno de proteina, un conju-
gado de polisacdrido-proteina) es un objetivo necesario vy
altamente deseable. Por ejemplo, una composicidédn inmunogé-
nica deberd parecer fresca, elegante y profesional al ad-
ministrarse a un paciente. Cualesquiera cambios en la es-
tabilidad y/o apariencia fisica de la composicidédn inmuno-
génica, tal como cambio de color, turbidez, opacificidad,
podra hacer gue el paciente o consumidor pierdan confianza
en el producto. Ademads, debido a que muchas formulaciones
inmunogénicas son surtidas en recipientes de dosié malti-
ples, debera asegurarse con el tiempo, la uniformidad del
contenido de la dosis del ingrediente activo (verbigracia,

un conjugado de polisacarido-proteina) (verbigracia, una
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solucidédn turbia puede conllevar a un patrén de dosifica-
cién desuniforme). Adicionalmente, la composicién inmuno-
génica deberd ser activa durante toda su vida en almacena-
miento “esperada”, donde cualquier desintegracién de la
composicidén inmunogénica hacia una forma inactiva u otra
deseada (verbigracia, un agregado) baja la concentracién
total del producto.

Varios informes en la literatura han sugerido que la
estabilidad de una composicidén inmunogénica particular
(verbigracia, un inmunégeno de proteina, un conjugado de
polisacérido-proteina) depende por lo menos en parte de la
proteina especifica o proteina transportadora (Ho y cola-
boradores, 2001; Ho y colaboradores, 2002; Bolgiano y co-
laboradores, 2001). Por ejemplo, el andlisis de estabili-
dad de polisacaridos de meningococo C (MenC) y polisacari-
dos del tipo b (Hib) Haemophilus influenzae, conjugados o
bien con un toxoide del tétano (TT) o una proteina trans-
portadora CRM;g¢7, reveld diferentes pérfiles de estabilidad
dependientes de la proteina transportadora (Ho y colabora-
dores, 2002). En otro estudio (Ho y colaboradores, 2001),
se analizaron los conjugados MenC-CRMjg; provenientes de
dos fabricantes diferentes {Ho y colaboradores, 2001),
donde los conjugados MenC-CRM;g; difirieron en su quimica
de conjugacidén y longitud del polisacdrido conjugado (am-
bos teniendo la misma proteina transportadora, CRM;g7). Los

datos de este estudio indicaron ademds que factores tales
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como la quimica de la conjugacidén (verbigracia, aminacidn
reductora o bien directamente o por medio de un grupo se-
parador quimico), numero de sitios de conjugacidén, longi-
tud de la cadena de polisacarido, pH; tampén del almacena-
miento, temperatura(s) del almacenamiento y ciclos de con-
gelamiento/descongelamiento también influyen en la estabi-
lidad de una composicién inmunogénica.

De este modo, cuando se desarrolla una formulacidn
para una composicidn inmunogénica, muchos factores deberén
ser considerados para asegurar un producto seguro, esta-
ble, robusto y efectivo en cuanto a costo. Tales conside-
raciones incluyen, pero sin limitacién, estabilidad quimi-
ca de la composicidédn inmunogénica (verbigracia, hidrélisis
de sacaridos, despolimerizacién de polisacdridos, proted-
lisis o fragmentacidén de proteinas), estabilidad fisi-
ca/térmica de la composicién inmunogénica (verbigracia,
agregacién, precipitacién, absorcién), compatibilidad de
la composicidén inmunogénica con el sistema de recipien-
te/cierre, interacciones entre la composicién inmunogénica
e ingredientes activos (verbigracia, tampones, sales, ex-
cipientes, crioprotectores), el proceso de fabricacién, 1la
forma de dosificacién (verbigracia, liofilizada, liguida),
las condiciones ambientales encontradas durante el envio,
almacenamiento y manejo (verbigracia, temperatura, hume-
dad, esfuerzos cortantes) y la duracidén de tiempo entre la

manufactura y el uso.



Se ha sugerido en el arte que el aceite de silicona,
el cual induce cambios conformacionales secundarios y ter-
ciarios de la proteina, podria ser responsable de la agre-
gacién/precipitacidén vista en ciertas preparaciones farma-
céuticas de proteinas (Jones y colaboradores, 2005). Por
ejemplo, varios informes en la década de 1980 implicaron
la liberacidén del aceite de silicona a partir de jeringas
plasticas desechables como el agente causante en la agre-
gacidédn de la insulina humana (Chantglau y Berger, 1985);
Chantelau y colaboradores, 1986; Chantelau, 1989; Berns-
tein, 1987; Baldwin, 1988; Collier y Dawson, 1985). Chan-
telau y colaboradores (1986) observaron que después de
tres o més retiros de una preparacidén de diez dosis de in-
sulina (utilizando Jjeringa desechable siliconada), el
frasco comenzaria a volverse turbio debido a la contamina-
cién del aceite de silicona, resultando asi en la agrega-
cién y desactivacidén de la insulina (Chantelau y colabora-
dores, 1986). Paraddéjicamente, el aceite de silicona es un
componente necesario de las Jjeringas plasticas, ya que
sirve para lubricar el émbolo de caucho y facilitar 1la
transferencia del émbolo bajando por el tambor de la Fje-
ringa (es decir, el aceite de silicona mejora la jeringa-
bilidad de la formulacidn).

Ademas, el uso de aceite de silicona no estd limitado
a jeringas en vista de que se utiliza como revestimiento

para frascos de vidrio con el fin de minimizar la absor-



cién de proteina, como lubricante para evitar la conglome-
racién de tapones de caucho durante los procedimientos de
llenado, como lubricante critico para 1la procesabili-
dad/maquinabilidad de cierres de vidrio y elastoméricos vy
como lubricante para facilitar la penetracién de la aguja
de los tapones de caucho para frascos. Adicionalmente, 1la
siliconacién de Jjeringas, frascos de vidrio, tapones de
caucho y similares, no es un proceso bien controlado o es-
tandarizado y como tal, existe un elevado grado de varia-
bilidad del contenido de aceite de silicona de un lote a
otro.

Por consiguiente, existe una necesidad actual en el
arte de formulaciones que mejoren la estabilidad e inhiban
la precipitacidén de composiciones inmunogénicas.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén trata ampliamente de formula-
ciones novedosas que estabilizan e inhiben la precipita-
cién de composiciones inmunogénicas. Mas especificamente
en clertas modalidades, la presente invencidén trata de
formulaciones novedosas que inhiben 1la precipitacidén de
composiciones inmunogénicas comprendidas en recipientes.
En una modalidad especifica, la invencidén trata de formu-
laciones novedosas que estabilizan composiciones inmunogé-
nicas contra interacciones del aceite de silicona, esfuer-
zos cortantes, agitacidén del envid y similares.

De este modo, en ciertas modalidades, la invencién
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trata de formulaciones que estabilizan un conjugado de po-
lisacarido-proteina, la formulacidén comprendiendo (i) wuna
solucidén salina tamponada de pH, donde el tampdn tiene un
pKa aproximadamente de 3,5 hasta aproximadamente 7,5, (ii)
un surfactante y (iii) uno o mé&s conjugados de polisacéari-
do-proteina. En una modalidad especifica la formulacién de
conjugado de polisacdrido-proteina estd comprendida en un
recipiente. En ciertas modalidades, el recipiente se se-
lecciona de uno o mads del grupo que consiste en un frasco,
tapén de frasco, cierre de frasco, cierre de vidrio, vi-
drio de caucho, cierre plastico, una jeringa, tapdén de je-
ringa, émbolo de jeringa, un frasco, cubilete, cilindro
graduado, fermentador, biorreactor, tuberia, tubo, bolsa,
jarra, ampolla, cartucho y pluma desechable. En ciertas
modalidades, el recipiente es siliconado.

En ciertas modalidades, la solucidén salina tamponada
de pH de las formulaciones tiene un pH de 5,5 a 7,5. En
otras modalidades, el tampdn es fosfato, succinato, histi-
dina o citrato. En ciertas modalidades, el tampdn es suc-
cinato a una concentracién definitiva de 1 mM a 10 mM y pH
de 5,8 a 6,0. En una modalidad particular, la concentra-
cién final del tampédn de succinato es 5 mM. En otras moda-
lidades, la sal en la solucidén salina tamponada de pH com-
prende cloruro de magnesio, cloruro de potasio, cloruro de
sodio o una combinacidén de los mismos. En una modalidad

particular, la sal de la solucién salina tamponada de pH
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es cloruro de sodio.

En otra modalidad, el surfactante de las formulacio-
nes se selecciona a partir del grupo que consiste en poli-
sorbato 20 (Tween™20), polisorbato 40 (Tween™40), polisor-
bato 60 (Tween™60), polisorbato 65 (Tween™65), polisorbato
80 (Tween™80), polisorbato 85 (Tween™85), Triton™ N-101,
Triton™ X-100, oxtoxinol 40, nonoxiﬁol—9, trietanolamina,
trietanolamina polipéptido oleato, polioxietileno-660 hi-
droxistearato (PEG-15, Solutol H15), polioxietileno-35-
ricinoleato (Cremophor EL™), lecitina de soya y un poloxa-
mero. En una modalidad particular, el surfactante es poli-
sorbato 80. En otra modalidad, la concentgacién final del
polisorbato 80 en la formulacién es por lo menos el 0,01%
al 10% polisorbato 80 peso /volumen de la formulacién. En
otras modalidades, la concentracién final del polisorbato
80 en la formulacién es el 0,01% polisorbato 80 pe-
so/volumen de la formulacidn. Todavia en otras modalida-
des, la concentracidén final del polisorbato 80 en la for-
mulacién\ es el 0,05% polisorbato 80 peso/volumen de la
formulacién. En otra modalidad, la concentracidén final del
polisorbato 80 en la formulacidén es el 0,1% polisorbato 80
peso/volumen de la formulacién. En ciertas otras modalida-
des, la concentracién final del polisorbato 80 en la for-
mulacién es el 1,0% polisorbato 80 peso/volumen de la for-
mulacién. Todavia en otras modalidades, la concentracidn

final del polisorbato 80 en la formulacidén es el 10,0% po-
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lisorbato 80 peso/volumen de la formulaciédn.

En otra modalidad, el conjugado de polisacarido-
proteina comprende uno o més polisacdridos de neumococo.
En ciertas modalidades, el uno o méds polisacdridos de neu-
mococo son un polisacarido serotipo 4 S. pneumoniae, un
polisacarido serotipo 6B S. pneumoniae, un polisacarido
serotipo 9V S. pneumoniae, un polisacarido serotipo 14 S.
pneumoniae, un polisacarido serotipo 18C S. pneumoniae, un
polisacarido serotipo 19F S. pneumoniae, un polisacdrido
serotipo 23F S. pneumoniae, un polisacarido serotipo 1 S.
pneumoniae, un polisacdrido serotipo 3 S. pneumoniae, un
polisacarido serotipo 5 S. pneumoniae, un polisacarido se-
rotipo 6A S. pneumoniae, un polisacdrido serotipo 7F S.
pneumoniae y un polisacdrido serotipo 19A S. pneumoniae.
En éiertas modalidades, la proteina de la formulacién del
conjugado de polisacdrido-proteina se selecciona del grupo
que consiste en CRMje7, un toxoide del tétano, un toxoide
del cdlera, un toxoide de la tos ferina, un toxoide 1labil
al calor E. coli (LT), un toxoide de neumolisina, una pro-
teina superficial de neumococo A (PspA), proteina de adhe-
sina del neumococo A (PsaA), peptidasa C5a de estreptoco-
co, proteina D de Haemophilus influenzae, ovalbumina, he-
mocianina de lapa californiana (KLH), albumina sérica bo-
vina (BSA) y derivado proteico purifiéado de tuberculina
(PPD) .

En una modalidad especifica, la formulacidén del con-
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jugado de polisacérido-proteina de valencia 7 (7vPnC) que
comprende un polisacarido serotipo 4 S. pneumoniae conju-
gado con un polipéptido CRM;g7, un polisacédrido serotipo 6B
S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRMig7, un poli-
sacarido serotipo 9V S. pneumoniae conjugado con un poli-
péptido CRM;97, un polisacdrido serotipo S. pneumoniae con-
jugado con un polipéptido CRM;g7, un polisacérido serotipo
18C S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRMig7, un
polisacarido serotipo 19F S. pneumoniae conjugado con un
polipéptido CRMig7 y un polisacadrido serotipo 23F S. pneu-
moniae conjugado con un polipéptido CRMig7.

En otra modalidad especifica, la formulacién de con-
jugado de polisacarido-proteina es un conjugado de neumo-
coco de valencia 13 (13vPnC) gque comprende un polisacarido
serotipo 4 S. pneumoniae conjugado con un polipéptido
CRMig7, un polisacarido serotipo 6B S. pneumoniae conjugado
con polipéptido CRM;g97, un polisacdrido serotipo 9V &.
pneumoniae conjugado con polipéptido ‘CRMjs7, un polisacéri-
do serotipo 14 S. pneumoniae conjugado con polipéptido
CRM;s7, un polisacarido serotipo 18C S. pneumoniae conjuga-
do con polipéptido CRM;g7, un polisacdrido serotipo 19F S.
pneumoniae conjugado con polipéptido CRMjig7,, un polisacé-
rido serotipo 23F S. pneumoniae conjugado con polipéptido
CRMig97, un polisacadrido serotipo 1 S. pneumoniae conjugado
con polipéptido CRMig7, un polisacdrido serotipo 3 S. pneu-

moniae conjugado con polipéptido CRM;g7, un polisacarido
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serotipo 5 S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRMje7,,
un polisacarido serotipo 6A S. pneumoniae conjugado con
polipéptido CRM;g7, un polisacdrido serotipo 7F S. pneumo-
niae conjugado con polipéptido CRMis7, y un polisacdrido
serotipo 19A S. pneumoniae conjugado con polipéptido
CRM;g7.

En otras modalidades, la formulacién comprende ademés
uno o mas polisacaridos de meningococo, una o mas protei-
nas antigénicas de meningococo o una combinacidén de las
mismas. Todavia en otras modalidades, la formulacién com-
prende ademds uno o mé&s polisacdridos, una o mas proteinas
antigénicas de estreptococo o una combinacién de las mis-
mas.

En ciertas otras modalidades, la formulacién compren-
de ademds uno o mas adyuvantes. A continuacién se descri-
ben ejemplos de adyuvantes adecuados.

En otras modalidades, la invencidén trata de formula-
clones que estabilizan una composicién de peptidasa C5a de
estreptococo (SCP), la formulacidén comprendiendo (i) una
solucidén salina tamponada de 'pH, donde el tampdn tiene un
pKa aproximadamente de 3,5 aproximadamente a 6,5, (ii) un
surfactante y (iii) una peptidasa C5a de estreptococo. En
una modalidad especifica, una formulacién de SCP va com-
prendida en un recipiente. En ciertaé modalidades, el re-
cipiente se selecciona de uno o més del grupo que consiste

en un frasco, tapén de frasco, cierre de frasco, cierre de
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vidrio, vidrio de caucho, cierre pléastico, una jeringa,
tapén de Jjeringa, émbolo de jeringa, un frasco, cubilete,
cilindro graduado, fermentador, biorreactor, tuberia, tu-
bo, bolsa, jarra, ampolla, cartucho y pluma desechable.

En otras modalidades, la solucidén salina tamponada de
pH de la formulacién tiene un pH de 5,5 é 7,5. En otras
modalidades, el tampdn es succinato, histidina, fosfato o
citrato. En una modalidad especifica, el tampén es succi-
nato a una concentracién final de 1 mM a 10 mM yv pH 5,8 a
6,0. En otra modaliaad especifica, lé concentracidén final
del tampdédn de succinato es 5 mM. Todavia en otras modali-
dades, la sal en la solucidén salina tamponada de pH com-
prende cloruro de magnesio, cloruro de potasio, cloruro de
sodio o una combinacién de los mismos.

En ciertas modalidades, el surfactante de las formu-
laciones se selecciona a partir del grupo que consiste en
polisorbato 20 (Tween™20), polisorbato 40 (Tween™40), po-
lisorbato 60 (Tween™60), polisorbato 65 (Tween™65), poli-
sorbato 80 (Tween™80), polisorbato 85 (Tween™85), Triton™
N-101, Triton™ X-100, oxtoxinol 40, nonoxinol-9, trietano-
lamina, trietanolamina polipéptido oleato, polioxietileno-
660 hidroxistearato (PEG-15, Solutol H15), polioxietileno-
35-riconoleato (Cremophor EL™), lecitina de soya y un po-
loxdmero. En una modalidad especifica, el surfactante es
polisorbato 80. En ciertas modalidades, la concentracién

final del polisorbato 80 en la formulacién es el 0,01% al
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10% de polisorbato 80 peso/volumen de la formulacién. To-
davia en otras modalidades, la concentracién final del po-
lisorbato 80 en la formulacidén es el 0,01% polisorbato 80
peso/volumen de la formulacién. En otras modalidades, 1la
concentracidén final del polisorbato.80 en la formulacidn
es el 0,05% polisorbato 80 peso/volumen de la formulacién.
Todavia en otras modalidades, la concentracién final del
polisorbato 80 en la formulacidén es el 0,1% polisorbato 80
peso/volumen de la formulacién. En otra modalidad, la con-
centracién final del polisorbato 80 en la formulacién es
el 1,0% polisorbato 80 peso/volumen de la formulacidén. To-
davia en otra modalidad, la concentracién final del poli-
sorbato 80 en la formulacién es el 10,0% polisorbato 80
peso/volumen de la formulacién.

En ciertas otras modalidades, la composicién SCP com-
prende ademds uno o mas polipéptidos seleccionados del
grupo que consiste en un polipéptido de estreptococo, un
polipéptido de neumococo, un polipéptido de meningococo vy
un polipéptide de estafilococo. Todavia en otras modalida-
des, la composicién SCP comprende ademds uno o mas polisa-
cadridos seleccionados del grupo que consiste en un polisa-
carido de estreptococo, un polisacadrido de neumococo, un

polisacarido de meningococo y un polisacarido de estafilo-

CoCo.
En otra modalidad, la formulacidén comprende ademas

uno o mas adyuvantes. A continuacién se describen ejemplos
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de adyuvantes adecuados.

En otra modalidad, la invenciédén trata de formulacio-
nes que inhiben la precipitacién inducida por silicona de
un conjugado de polisacdrido-proteina comprendido en un
recipiente siliconado, 1la formulacidén comprendiendo (i)
una solucién salina tamponada de pH, donde el tampdn tiene
un pKa aproximadamente de 3,5 hasta aproximadamente 7,5,
(1i) una sal de aluminio, y (iii) uno o méas conjugados de
polisacarido-proteina. En ciertas modalidades, el reci-
piente siliconado se selecciona de uno o mas del grupo que
consiste en un frasco, tapdén de frasco, cierre de frasco,
cierre de vidrio, vidrio de caucho, cierre pléastico, una
jeringa, tapdén de jeringa, émbolo de Jjeringa, un frasco,
cubilete, cilindro graduado, fermentador, biorreactor, tu-
beria, tubo, bolsa, jarra, ampolla, cartucho y pluma
desechable.

En ciertas modalidédes, la solucidn salina tamponada
de pH en las formulaciones tiene un pH de 5,5 a 7,5. En
otras modalidades, el tampén de las formulaciones es fos-
fato, succinato, histidina o citrato. Todavia en otras mo-
dalidades, el tampdédn es succinato a 'una concentracién fi-
nal de 1 mM a 10 mM y pH 5,8 a 6,0. En una modalidad par-
ticular, la concentracién final del tampdn de succinato es
5 mM. Todavia en otras modalidades, la sal de la soluciédn
salina tamponada con pH comprende cloruro de magnesio,

cloruro de potasio, cloruro de sodio o una combinacidén de
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los mismos. En una modalidad particular, la sal de la so-
lucidén salina tamponada de pH es cloruro de sodio.

En otras modalidades, la sal de aluminio es hidréxido
de aluminio, fosfato de aluminio o sulfato de aluminio. En
una modalidad especifica, la sal de aluminio es fosfato de
aluminio.

En ciertas otras modalidades, ld formulacidén compren-
de ademis polisorbato 80 (Tween™80). En una modalidad es-
pecifica, la concentracién final del polisorbato 80 en la
formulacién es por lo menos el 0,01% al 10% polisorbato 80
peso/volumen de la formulacién.

En otra modalidad, el conjugado de polisacarido-
proteina comprende uno o mas polisacaridos de neumococo.
En ciertas modalidades, el uno o mas polisacdridos de neu-
mococo son un polisacarido serotipo 4 S. pneumoniae, un
polisacérido serotipo 6B S. pneumoniae, un polisacarido
serotipo 9V S. pneumoniae, un polisécérido serotipo 14 S.
pneumoniae, un polisacdrido serotipo 18C S. pneumoniae, un
polisacarido serotipo 19F S. pneumoniae, un polisacarido
serotipo 23F S. pneumoniae, un polisacdrido serotipo 1 S.
pneumoniae, un polisacdrido serotipo 3 S. pneumoniae, un
polisacarido serotipo 5 S. pneumoniae, un polisacarido se-
rotipo 6A S. pneumoniae, un polisacdrido serotipo 7F S.
pneumoniae y un polisacarido serotipo 19A S. pneumoniae.

En ciertas otras modalidades, la proteina de la for-

mulacién de conjugado de polisacdrido-proteina se selec-
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cionado a partir del grupo que consiste en CRM;g7, un to-
xoide del tétano, un toxoide de la tos ferina, un toxoide
1l4dbil al calor E. coli (LT), un to%oide de neumolisina,
proteina superficial de neumococo A (PspA), proteina de
adhesina de neumococo (PsaA), una peptidasa C5a provenien-
te de Estreptococo, proteina D Haemophilus influenzae,
ovalbumina, hemocianina de lapa californiana (KLH), albu-
mina sérica bovina (BSA) y derivado de proteina purificada
de tuberculina (PPD).

En una modalidad particular, la formulacién del con-
jugado de polisacdrido-proteina es una formulacién de con-
jugado de neumococo de valencia 7 (7vPnC) que comprende un
polisacarido serotipo 4 S. pneumoniae conjugado con poli-
péptido CRMjs7, un polisacdrido serotipo 6B S. pneumoniae
conjugado con polipéptido CRM;g7, un polisacdrido serotipo
9V S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRMjge7, un poli-
sacarido serotipo 14 S. pneumoniae conjugado con polipép-
tido CRMjg7,un polisacdrido serotipo 18C S. pneumoniae con-
jugado con polipéptido CRM;s7, un polisacdrido serotipo 19F
S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRM;y; y un polisa-
cdrido serotipo 23F S. pneumoniae conjugado con polipépti-
do CRMjig7.

En otra modalidad especifica, la formulacidén de con-
jugado de polisacdrido-proteina es un conjugado de neumo-
coco de valencia 13 (13vPnC) que comprende un polisacéarido

serotipo 4 S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRMpg7,,
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un polisacarido serotipo 6B S. pneumoniae conjugado con
polipéptido CRMig7,, un polisacarido Serotipo 9V S. pneumo-
niae conjugado con polipéptido CRM;g7, un polisacarido se-
rotipo 14 S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRMps7, ,
un polisacarido serotipo 18C S. pneumoniae conjugado con
polipéptido CRMpg7, un polisacarido serotipo 19F S. pneumo-
niae conjugado con polipéptido CRMig7, un polisacarido se-
rotipo 23F S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRMjg7,
un polisacarido serotipo 1 S. pneumoniae conjugado con po-
lipéptido CRM;97, un polisacdrido serotipo 3 S. pneumoniae
conjugado con polipéptido CRMj;g7, un polisacarido serotipo
5 S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRMig7,, un poli-
sacadrido serotipo 6A S. pneumoniae conjugado con polipép-
tido CRM;g7,, un polisacédrido serotipo 7F S. pneumoniae
conjugado con polipéptido CRM;gs7, y un polisacarido seroti-
po 19A S. pneumoniae conjugado con polipéptido CRM;gy.

Todavia en otras modificaciones, la formulacién com-
prende ademas uno o mas polisacdridos de meningococo, una
o mas proteinas antigénicas de meningococo o una combina-
cién de las mismas.

En otra modalidad, 1la formulacién comprende ademés
uno o mas polisacaridos de estreptococo, una o mas protei-
nas antigénicas de estreptococe o una combinacién de las
mismas.

En ciertas otras modalidades, la formulacidén compren-

de adem&s uno o mas adyuvantes. A continuacién se descri-
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ben ejemplos de adyuvantes adecuados.

En otras modalidades, la presente invencidén trata de
formulaciones que inhiben 1la precipitacién inducida por
silicona de una composicién de'peptidasa Cba de estrepto-
coco (SCP) comprendida en un recipiente siliconado, 1la
formulacién comprendiendo (i) una solucidén salina tampona-
da de pH, donde el tampdén tiene un pKa aproximadamente de
3,5 hasta aproximadamente 6,5, (ii) una sal de aluminio vy
(iii) una peptidasa de estreptococo C5a. En ciertas moda-
lidades, se selecciona el recipiente a partir de uno o més
del grupo que consiste en un frasco, tapén de frasco, cie-
rre de frasco, cierre de vidrio, vidrio de caucho, cierre
plastico, una jeringa, tapdén de jeringa, émbolo de jerin-
ga, un frasco, cubilete, cilindro graduado, fermentador,
biorreactor, tuberia, tubo, bolsa, jarra, ampolla, cartu-
cho y pluma desechable.

En otra modalidad, la solucién salina tamponada de pH
de la formulacién tiene un pH de 5,5 a 7,5. En otras moda-
lidades, el tampdédn es succinato, histidina‘ fosfato o ci-
trato. En ciertas modalidades, el tampdén es succinato s
una concentracién final de 1 mM hasta 10 mM y pH 5,8 a
6,0. En otra modalidad, la sal en la solucidén salina tam-
ponada de pH comprende cloruro de magnesio, cloruro de po-
tasio, cloruro de sodio o una combinacidn de los mismos.

En ciertas otras modalidades, la formulacién compren-

de ademis polisorbato 80 (Tween™80). En una modalidad es-

18



pecifica, la concentracién final del polisorbato 80 en la
formulacién es el 0,01% al 10% polisorbato 80 peso
/volumen de la formulacién.

Todavia en otras modalidades, la composicién SCP com-
prende ademas uno o mas polipéptidos seleccionados a par-
tir del grupo que consiste en polipéptido de estreptococo,
polipéptido de neumococo, polipéptido de meningococo y po-
lipéptido de estafilococo.

En ciertas otras modalidades, la composicidén SCP com-
prende ademds uno o mAs polisacaridos seleccionados del
grupo que consiste en un polisacdrido de estreptococo, un
polisacdrido de neumococo, polisacdrido de meningococo vy
un polisacarido de estafilococo.

Todavia en otra modalidad, la formulacién comprende
ademds uno o mas adyuvantes. A continuacién se describen
ejemplos de adyuvantes adecuados.

En otras modalidades, la invencidén trata de formula-
ciones que estabilizan una composicién de proteina de N.
meningitidis 2086, la formulacién comprendiendo (i) una
solucidén salina tamponada de pH, donde el tampdén tiene un
pKa aproximadamente de 3,5 hasta aproximadamente 6,5, (ii)
un surfactante y (iiil) wuna proteina de N. meningitidis
2086. A continuacién se describen proteinas de N. meningi-
tidis 2086. En una modalidad especifica, la formulacién de
proteina de N. meningitidis 2086 va comprendida en un re-

cipiente. En ciertas modalidades, el recipiente se selec-
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ciona de uno o mds del grupo que consiste en un frasco,
tapén de frasco, cierre de frasco, cierre de vidrio, vi-
drio de caucho, cierre plastico, una jeringa, tapdén de je-
ringa, émbolo de Jjeringa, un frasco, cubilete, cilindro
graduado, fermentador, biorreactor, tuberia, tubo, bolsa,
jarra, ampolla, cartucho y pluma deseéhable,

En otras modalidades, la solucidén salina tamponada de
pH tiene un pH de 5,5 a 7,5. En otras modalidades, el tam-
pén es succinato, histidina, fosfato o citrato. En una mo-
dalidad especifica, el tampédn es succinato a una concen-
tracién final de 1 mM a 10 mM v pH de 5,8 a 6,0. En otra
modalidad especifica, la concentracién final del tampdn de
succinato es 5 mM. Todavia en otras modalidades, la sal de
la solucién salina tamponada de pH comprende cloruro de
magnesio, cloruro de potasio, cloruro de sodio o una com-
binacién de los mismos.

En ciertas modalidades, el surfactante de las formu-
laciones se selecciona a partir del grupo que consiste en
polisorbato 20 (Tween™20), polisorbato 40 (Tween™40), po-
lisorbato 60 (Tween™60), polisorbato 65 (Tween™65), poli-
sorbato 80 (Tween™80), polisorbato 85 (Tween™85), Triton™
N-101, Triton™ X-100, oxtoxinol 40, nonoxinol-9, trietano-
lamina, trietanolamina polipéptido oleato, poli-
oxietileno-660 hidroxistearato (PEG-15, Solutol H1S), po-
lioxietileno-35-ricinoleato (Cremophor EL™), lecitina de

soya y un poloxamero. En una modalidad especifica, el sur-
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factante es polisorbato 80. En ciertas modalidades, la
concentracién final del polisorbato 80 en la formulacién
es del 0,01% al 10% de polisorbato 80 peso/volumen de la
formulacién.‘Todavia en otras modalidades, la concentra-
cién final del polisorbato 80 en la formulacidén es el
0,01% polisorbato 80 peso/volumen de la formulacién. En
otras modalidades, la concentracién final del polisorbato
80 en la formulacién es del 0,05% polisorbato 80 pe-
so/volumen de la ‘formulacién. Todavia en otras modalida-
des, la concentracién final del polisorbato 80 en la for-
mulacién es del 0,1% polisorbato 8Q peso/volumen de 1la
formulacidén. En otra modalidad, la concentracién final del
polisorbato 80 en la formulacién es del 1,0% polisorbato
80 peso/volumen de la formulacidén. Todavia en 6tra modali-
dad, la concentracién final del polisorbato 80 en la for-
mulacién es del 10,0% polisorbato 80 peso/volumen de 1la
formulacidn.

En ciertas otras modalidades, la composicién de pro-
teina N. meningitidis 2006 comprende ademds uno o mas po-
lipéptidos seleccionados del grupo que consiste en un po-
lipéptido de estreptococo, un polipéptido de neumococo, un
polipéptido de meningococo y un polipéptido de estafiloco-
co. Todavia en otras modalidades, la composicién de pro-
teina N. meningitidis 2086 comprende ademds uno o mas po-
lisacaridos seleccionados del grupo que consiste en un po-

lisacadrido de estreptococo, un polisacadrido de neumococo,
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un polisacdrido de meningococo y un polisacidrido de esta-
filococo.

Todavia en otra modalidad, 1la formulacidén comprende
ademads uno o mas adyuvantes. A continuacién se describen
ejemplos de adyuvantes adecuados.

En otras modalidades,lla presente invencidn trata de
formulaciones que inhiben la precipitacién inducida por
silicona de una composicién de proteina N. meningitidis
2086 comprendida en un recipiente siliconado, la formula-
cién comprendiendo (i) una solucién salina tamponada de
pH, donde el tampdédn tiene un pKa aproximadamente de 3,5
hasta aproximadamente 6,5, (ii) una sal de aluminio vy
(1ii) una proteina de N. meningitidis 2086. En ciertas mo-
dalidades, el recipiente se selecciona a partir de uno o
mas del grupo que consiste en un frasco, tapén de frasco,
cierre de frasco, cierre de vidrio, vidrio de caucho, cie-
rre plastico, una jeringa, tapén de jeringa, émbolo de je-
ringa, un frasco, cubilete, cilindro graduado, fermenta-
dor, Dbiorreactor, tuberia, tubo, bolsa, jarra, ampolla,
cartucho y pluma

Todavia en otra modalidad, la solucidén salina tampo-
nada de pH de 1la forﬁulacién tiene un pH de 5,5 a 7,5. En
otfas modalidades, el tampdn es succihato, histidina, fos-
fato o citrato. En ciertas modalidades, el tampdédn es suc-
cinato a una concentracién final de 1 mM a 10 mM y pH de

5,8 a 6,0. En otra modalidad, la sal de la solucidén salina

22



tamponada de pH comprende cloruro de magnesio, cloruro de
potasio, cloruro de sodio o una combinacién de los mismos.

En ciertas otras modalidades, ld formulacién compren-
de ademas polisorbato 80 (Tween™80). En una modalidad es-
pecifica, la concentracién final del polisorbato 80 en la
formulacién es del 0,01% al 10% polisorbato 80 pe-
so/volumen de la formulacién.

Todavia en otrés modalidades, la composicién de pro-
teina N. meningitidis 2086 comprende ademés uno o mas po-
lipéptidos seleccionados del grupo que consiste en un po-
lipéptido de estreptococo, un polipéptido de neumococo, un
polipéptido de meningococo y un polipéptido de estafiloco-
co.

En ciertas otras modalidades, la composicién de pro-
teina N. meningitidis 2086 comprende ademas uno o mas po-
lisacéaridos seleccionados del grupo que consiste en un po-
lisacarido de estreptococo, un polisacarido de neumococo,
un polisacarido de meningococo y un polisacdrido de esta-
filococo.

Todavia en otra modalidad, la formulacién comprende
ademds uno o més adyuvantes. A continuacién se describen
ejemplos de adyuvantes adecuados.

Otras caracteristicas vy ventajaé de la invencidén re-
sultardn aparentes de la siguiente descripcién detallada,
a partir de sus modalidades y de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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La Figura 1 muestra la estabilidad de las formulacio-
nes de peptidasa Cbha de estreptococo (SCP) (llenadas en
jeringas) antes y después de dos dias de agitacién suave
(60 cpm) en un agitador orbital horizontal. Los datos pre-
sentados en la FIG. 1A es la estabilidad de dos dias de la
SCP formulada sin cualquier Tween™80 (es decir, el 0%),
por cuanto los datos de la FIG. 1B es la estabilidad de
dos dias de la SCP formulada con el 0,025% Tween™80. Los
tampones usados en las formulaciones.mostradas en la FIG.
1A y 1B son salina tamponada de succinato (SBS), salina
tamponada de fosfato (PBS) y tris(hidroximetil)aminometano
(TRIS).

La Figura 2 muestra la pérdida de antigenicidad total
del 13vPnC formulado con AIPO; (0,25 mg/ml) y 1llenado en
una jeringa BD Hypak, después de dos horas, ocho horas vy
veinticuatro horas de agitacidén a 500 rpm y 2-8°C.

La Figura 3 muestra la pérdida de antigenicidad total
en el 13vPnC formulado con AIPO; (0,25 mg/ml) y llenado en
una jeringa sin siliconar, después dé dos horas, ocho ho-
ras y veinticuatro horas de agitacién a 500 rpm y 2-8°C.

La Figura 4 muestra la pérdida de antigenicidad total
del 13vPnC formulado con AIPO; (0,25 mg/ml) y llenado en un
jeringa Vetter, después de dos horas, ocho horas y veinti-
cuatro horas de agitacién a 500 rpm y 2-8°C.

La Figura 5 muestra la pérdida de antigenicidad total

del 13vPnC formulado con AIPOs (0,25 mg/ml) y llenado en
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una jeringa Schott TopPac, después de dos horas, ocho ho-
ras y veinticuatro horas de agitacién a 500 rpm yl2—8°C.

La Figura 6 muestra la pérdida de antigenicidad total
del 13vPnC formulado con (FIG. 6A) y sin (FIG. 6B) AIPO,
(0,25 mg/ml) y llenado en una jeringa BD Estufada, después
de dos horas, ocho horas y veinticuatro horas de agitacién
a 500 rpm y 2-8°C.

La Figura 7 muestra la antigenicidad total del 13vPnC
formulado con (FIG. 7A) y sin (FIG. 7B) AIPO, (0,25 mg/ml)
y llenado en una Jeringa BiunderGlas PS2, después de dos
horas, ocho horas y veinticuatro horas de agitacién a 500
rpm y 2-8°C.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén trata de una necesidad existen-
te en el arte de mejorar la estabilidad de composiciones
inmunogénicas tales como conjugados de polisacarido-
proteina e inmundgenos de proteina. De este modo, la pre-
sente invencidén trata ampliamente de formulaciones surfac-
tantes novedosas y/o formulaciones de sal de aluminio no-
vedosas que estabilizan e inhiben la precipitacién de com-
posiciones inmunogénicas incluyendo, pero sin limitacién,
estabilidad quimica de 1la domposicién inmunogénica, esta-
bilidad fisica/térmica de la composicién inmunogénica,
compatibilidad de la composicidén inmunogénica con el sis-
tema de recipiente/cierre, interacciones entre la composi-

cidén inmunogénica y los ingredientes inactivos (verbigra-
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cia, tampones, sales, excipientes, crioprotectores), pro-
cesos de manufactura, forma de dosificacién, condiciones
ambientales encontradas durante el envio, almacenamiento y
manejo (verbigracia, temperatura, humedad, esfuerzos cor-
tantes) y el tiempo de duracidén entre la manufactura y el
uso.

La estabilidad de una composicién inmunogénica de la
invencién es facilmente determinada utilizando técnicas
estandares, que son bien conocidas y rutinarias para aque-
llos que tienen conocimiento en el arte. Por ejemplo, se
evalta una composicién inmunogénica con respecto a su es-
tabilidad, agregacién, inmunogenicidad, formacién de par-
ticulado, pérdida de proteina (concentracién) y similar,
mediante métodos que incluyen, pero sin limitacién, dis-
persién de luz, densidad oéptica, centrifugacién de la ve-
locidad de sedimentacién, centrifugacidén del equilibrio de
sedimentacién, dicroismo circular (CD), ensayo de Lowry,
ensayo con acido bicinconinico (BCA), aglutinacién de an-
ticuerpos y similar.

Conforme se indica detalladamente aqui, la presente
invencién trata de los resultados inesperados y sorpren-
dentes de que la formulacién de una composicidédn inmunogé-
nica con un surfactante tal como Tween™80 mejora signifi-
cativamente la estabilidad e inhibe 1la precipitacién de
una composiciédn inmunogénica. Por ejemplo, se observd en

la presente invencién (verbigracia, véanse el Ejemplo 2),
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que un conjugado de neumococo de valencia trece (13vPnC)
formulado en salina tamponada y llenado en una jeringa de
dosis Unica, comenzaria a precipitarse de la solucién den-
tro de diez minutos a 2-8°C previa agitacién suave por me-
dio de un agitador orbital horizontal. (Se utilizé el agi-
tador orbital horizontal para simular condiciones tipicas
del proceso, envio y almacenamiento de una composicién in-
munogénica de 13vPnC). Sin embargo, se observé sorprenden-
temente que el 13vPnC, formulado en salina tamponada y el
0,001% Tween™80, llenado en una jeringa de dosis unica vy
agitado suavemente a 2-8°C, fue estable durante veinticin-
co dias sin sefiales visibles dé precipitacién (datos no
mostrados). De este modo, estos datos demostraron que la
adicién de un surfactante (verbigracia, Tween™80) a una
formulacién de composicidén inmunogénica mejora la estabi-
lidad de la composicién inmunogénica.’

Un segundo estudio de estabilidad del 13vPnC confirmé
adicionalmente que la adicién de un surfactante a la for-
mulacién mejord significativamente la estabilidad del
13vPnC. Por ejemplo, se analizdé la estabilidad (es decir,
ensayada mediante medicién del cambio en la antigenicidad
del 13vPnC) de una formulacién de 13vPnC con el 0,05%
Tween™80 (Tabla 19 y sin Tween™80 (0,0%, Tabla 1) en un
periodo de dos horas. Conforme se muestra en la Tabla 1,
hubo una disminucidén significativa de la antigenicidad de

los 13 polisacaridos serotipos (formulados sin Tween™80)
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dentro del ensayo de dos horas. Bastante dramdticamente,
sin embargo, la formulacidén de 13vPnC que comprende el
0,05% Tween™80 (Tabla 1) demostrd estabilidad robusta du-
rante todo el ensayo de antigenicidad de dos horas. Tam-
bién se observd que el 13vPnC formulado en botellas de
vidrio de 250 mL o bien con el 0,01% TweerﬁMBO 6 0,05%
Tween™ 80 podia soportar esfuerzos cortantes significativos
inducidos por medio de formacién de torbellino con las
formulaciones durante treinta minutos a 2-8°C con poca o
ninguna o pérdida de antigenicidad (verbigracia, véase el
Ejemplo 2, Tabla 2).

En otros experimentos (Ejemplo 3), se demostrd que la
estabilidad de una composicidén de peptidasa inmunogénica
de estreptococo Cb5a (SCP) se vio enormemente mejorada
cuando se formuldé con un surfactante tal como Tween™80.
Por ejemplo, conforme se muestra en la FIG. 1A, después de
dos dias de formacién de torbellino con una SCP (55 pg/mL)
formulada o bien en 5 mM tampén de succinato (pH 6,0), un
tampén de fosfato 10 mM (pH 7,0) o un tampén Tris 10 mM
(pPH 7,5), hubo una disminucién significativa (verbigracia,
superior al 90%) en la concentracién de SCP. Sin embargo,
conforme se muestra en la FIG. 1B, la adicién del 0,025%
Tween™80 a las formulaciones de succinato de SCP, fosfato
de SCP y Tris SCP, antes de la formacién de torbellino du-
rante dos dias, inhibié totalmente la pérdida de SCP que

fuera observada en la FIG. 1A.
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También podrd formularse una composicidn inmunogénica
de 13vPnC con o sin un adyuvante, tal como fosfato de alu-
minio (AIPO4). De este modo, en una serie por separado de
experimentos (Ejemplo 4), se formularon composiciones in-
munogénicas de 13vPnC en un tampén de succinato 5 mM (pH
5,8), 0,85% NaCl y AIPO, (0,25 mg de aluminio/ml), sin la
adicidén de un surfactante (verbigracia, no se incluyé
Tween™ 80 en la formulacién).

En estos experimentos, la composicidén inmunogénica de
13vPnC (formulada en la presencia de AIPO,;) se llend en va-
rios recipientes siliconados y no-siliconados (verbigra-
cia, véase la Tabla 3) y se sometieron a condiciones simu-
ladas de envio y manejo por medio de agitacidén a 2-8°C. Se
observd en estos experimentos (Ejemplo 4) que el recipien-
te con mayor contenido de silicona presenté un mayor grado
de formacién de particulado del 13vPnC y mayor porcentaje
de péerdida de antigenicidad del 13vPnC. Un andlisis FTIR
de los particulados indicd que los particulados consistie-
ron en proteina y silicona (datos no mostrados) y que
aproximadamente el 85% del 13vPnC se aglutina con AIPO,,
donde el restante 15% queddé como 13vPnC libre (no agluti-
nado al AIPO4) en la solucién.

En otro experimento comparando las composiciones in-
munogénicas de 13vPnC formuladas con y sin AIPQO4, que fue-
ron luego llenadas en jeringas idénticas, se observd que

el 13vPnC formulado sin AIPO,; sostuvo mayores pérdidas de
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antigenicidad que el 13vPnC con AIPO; en las jeringas ensa-
yadas (véanse, verbigracia, la FIG. 6 y la FIG. 7).

De este modo, la invencidén conforme se indica aqui,
estd dirigida a formulaciones novedosas que estabilizan e
inhiben la agregacién o precipitacién de composiciones in-
munogéniéas tales como conjugados de polisacarido-proteina
(verbigracia, un 13vPnC) e inmundégenos de proteina (verbi-
gracia, peptidasa C5a de estreptococo, una proteina N. me-
ningitidis ORF 2086), contra los varios factores que in-
fluyen sobre la estabilidad de composiciones inmunogénicas
(verbigracia, esfuerzos cortantes, agitacién del envio,
interacciones con el aceite de silicona, absorcién, proce-
sos de manufactura, temperatura, humedad, tiempo entre la
manufactura y el uso, etc.)

En cilertas modalidades, la invencidén trata de una
formulacién que estabiliza un conjugado de polisacérido-
proteina, la formulacién comprendiendo una solucidén salina
tamponada de pH, donde el tampdn tiene un pKa aproximada-
mente de 3,5 a 7,5, un surfactante y uno o més conjugados
de polisacarido-proteina. En otras modalidades, la formu-
lacién de conjugado de polisacédrido-proteina va comprendi-
da en recipientes. En otra modalidad, la invencién trata
de una formulacidén que estabiliza una composicién de es-
treptococo Cba peptidasa (SCP), la formulacién compren-
diendo una solucién salina tamponada de pH, donde el tam-

pén tiene un pKa aproximadamente de 3,5 aproximadamente a
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6,5, un surfactante y una peptidasa C5a de estreptococo.

En ciertas modalidades, un surfactante y una peptidasa Cb5a
de estreptococo. En otra modalidad, la invencidn trata de
una formulacidén que estabiliza una composicién de proteina
N. meningitidis 2086, la formulacidén comprendiendo una so-
lucidén salina tamponada de pH, donde el tampdén tiene un
pKa aproximadamente de 3,5 hasta aproximadamente 7,5, un
surfactante y una proteina de N. meningitidis 2086. En
ciertas modalidades, la formulacidén de meningococo 2086 va
comprendida en un recipiente.

En ciertas otras modalidades, la invencidén trata de
una formulacidén que inhibe la precipitacién inducida por
silicona de un conjugado de polisacArido-proteina compren-
dido en un recipiente siliconado, la formulacién compren-
diendo una solucidén salina tamponada de pH, donde el tam-
pén tiene un pKa aproximadamente de 3,5 hasta aproximada-
mente 7,5, una sal de aluminio y uno o mas conjugados de
polisacarido-proteina. En otra modalidad, la invencién
trata de una formulacidén que inhibe brecipitacién inducida
por silicona de una composicién de estreptococo C5a pepti-
dasa (SCP) comprendida en un recipiente siliconado, la
formulacién comprendiendo una solucién salina tamponada de
pH, donde el tampdén tiene un pKa aproximadamente de 3,5
aproximadamente a 6,5, una sal de aluminio y una peptidasa
CS5a de estreptococo. En ciertas otras modalidades, la in-

vencidén trata de una formulacidn que inhibe la precipita-
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cién inducida por silicona de una composicién de proteina
N. meningitidis 2086 comprendida en un recipiente silico-
nado, la formulacién comprendiendo una solucidén salina
tamponada de pH, donde el tampdén tiene un pKa aproximada-
mente de 3,5 hasta aproximadamente 7;5, una sal de alumi-
nio y una proteina de N. meningitidis 2086.

Todavia en otras modalidades, la invencidén trata de
una formulacidén que optimiza la estabilidad de antigeno y
el porcentaje de aglutinacidén con un adyuvante de sal de
aluminio (verbigracia, AIPO4) de una proteina de N. menin-
gitidis 2086, la formulacién comprendiendo una soluciédn
salina tamponada de pH, donde el tampén tiene un pKa apro-
ximadamente de 3,5 hasta aproximadamente 7,5, un surfac-
tante, una sal de aluminio y una proteina de N. meningiti-
dis 2086. En ciertas modalidades, lé formulacidén estd en
un recipiente.

Conforme se define en lo sucesivo, los términos “pre-
cipitacién”, ‘“precipitado”, “formacién de particulado”,
“turbidez” y “agregacién” podran ser utilizados intercam-—
biablemente y tienen por objeto referirse a cualquier in-
teraccidén fisica o reaccidn quimica que resulte en la
“agregacidén” de un conjugado de polisacdrido-proteina o un
inmundégeno de proteina (o polipéptido). El1 proceso de
agregacidén (verbigracia, agregaciédn de proteina) es bien
conocido (pero no bien entendido) y descrito en el arte y

a menudo es influenciado por numerosas tensiones fisico-
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quimicas incluyendo el calor, presién, pH, agitacidén, es-
fuerzos cortantes, congelamiento-descongelamiento, deshi-
dratacidén, metales pesados, compuestos fendlicos, aceite
de silicona, desnaturalizantes y similares.

Conforme se define en lo sucesivo, un “conjugado de
polisacarido-proteina”, un '"conjugado de neumococo”, un
“conjugado de neumococo de valencia 7 (7vPnC)", un "conju-
gado de neumococo de valencia 13 (13vPnC)”, una “composi-
cién inmunogénica de estreptococo Cbha peptidasa (SCP)” vy
una Y“composicidén de proteina N. men%ngitidis 2086”7 de la
invencidén incluye formulaciones 1liquidas, formulaciones
liquidas congeladas y formulaciones sblidas (verbigracia,
secadas por congelamiento o liofilizadas).

A. SURFACTANTES |

Conforme se indica anteriormente, la invencidén trata
de formulaciones que estabilizan e inhiben la agregacién
de composiciones inmunogénicas contra los varios factores
que influencian la estabilidad de las composiciones inmu-
nogénicas (verbigracia, esfuerzos cortantes, agitacién del
envio, interacciones del aceite de silicona, absorcién,
procesos de manufactura, temperatura, humedad, tiempo en-
tre la manufactura y el uso, etc.). En ciertas modalida-
des, la invencidn trata de formulaciones que comprenden un
surfactante.

Un surfactante (o agente activo en superficie) gene-

ralmente se define como (a) una molécula o compuesto que
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comprende un grupo o mitad hidrofilico y un grupo o mitad
lipofilico (hidrofdébico) y/o (b) una molécula, sustancia o
compuesto que baje o reduzca la tensién superficial de una
solucidén. Conforme se define aqui, un "surfactante" d” la
presente invencidén es cualquier molécula o compuesto que
baje la tensidén superficial de una formulacién de composi-
cidén inmunogénica.

Un surfactante usado en una formulacién de la presen-
te invencidén comprende cualquier surfactante o cualquier
combinacién de surfactantes que estabilice e inhiba 1la
agregacién de una composicién inmunogénica descrita aqui.
De este modo, un surfactante de la invencidén incluye, pero
sin limitacién, polisorbato 20 (Tween™20), polisorbato 40
(Tween™40), polisorbato 60 (Tween™60), polisorbato 65
(Tween™65), polisorbato 80 (Tween™80), polisorbato 85
(Tween™85), Triton™ N-101, Triton™ .X-100, oxtoxinol 40,
-nonoxinil-9, trietanolamina, trietanolamina polipéptido
oleato, polioxetileno-660 hidroxistearato (PEG-15, Solutol
H15), polioxetileno-35-ricinoleato (Cremophor EL™), leci-
tina de soya, poloxamero, hexadecilamina, octadecilamina,
ésteres de octadecil aminodcido, lisolecitina, bromuro de
dimetil-dioctadecilaminio, metoxihexadeciglicerol, polio-
les plurdnicos, poliaminas (verbigracia, pirano, dextran-
sulfato, poli IC, carbopol), péptidos (verbigracia, pépti-
do de muramilo y dipéptido, dimetilglicina, tuftsina),

emulsiones de aceite, geles minerales (verbigracia, fosfa-
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to de aluminio) y complejos estimulantes inmunes {(ISCOMS).

Una persona versada en el arte- podrd determinar fa-
cilmente un surfactante adecuado o combinacién de surfac-
tante midiendo la tensidén superficial de una formulacién
de composicidén inmunogénica particular en la presencia o
ausencia del o de los surfactante(es). Alternativamente,
se evalua un surfactante cualitativamente (verbigracia,
inspeccidn visual de la formacién del particulado) o cuan-
titativamente (verbigracia, dispersién de luz, centrifuga-
cidén de la velocidad de sedimentacién, densidad éptica,
antigenicidad) con respecto a su capacidad para reducir,
inhibir o prevenir la agregacién de una composicién inmu-
nogénica.
B. RECIPIENTES

En ciertas modalidades, la invencidén trata de formu-
laciones de composiciones inmunogénicas comprendidas en un
recipiente. Conforme se define aqui, "recipiente" de 1la
presente invencidén incluye cualquier composicién que sea
utilizada para “contener”, “sujetar", “mezclar”, “mixtu-
rar”, ‘“surtir”, "inyectar”, “transferir”, “nebulizar”,
etc. una composicidn inmunogénica durante investigacién ,
procesamiento, desarrollo, formulacién, manufactura, alma-
cenamiento y/o administracién. Por ejemplo, un recipiente
de la presente invencién incluye, pero sin limitacién,
cristaleria general de laboratorio, frascos, cubiletes,

cilindros graduados, fermentadores, biorreactores, tubos,

35

5l

=52



tuberias, bolsas, jarras, frascos, cierres de frasco (ver-
bigracia, tapdén de caucho, tornillo en la tapa), ampollas,
jeringas, tapones de jeringas, émbolos de jeringas, cie-
rres de caucho, cierres de plastico, cierres de vidrio vy
similares. Un recipiente de la presente invencidén no estéa
limitado por material de fabricacidén e incluye materiales
tales como vidrio, metales .(verbigracia, acero, acero
inoxidable, aluminio, etc.) vy polimefos (verbigracia, ter-
mopléasticos, elastdédmeros, elastdmeros termoplésficos).

El técnico versado apreciard gue la enumeracién de
recipientes que antecede no es exhaustiva de manera alguna
sino que meramente sirve como orientacién para el técnico
con respecto a la variedad de recipientes que se utilizan
para contener, sostener, mixturar, mezclar, surtir, inyec-
tar, transferir, nebulizar, etc. un inmundgeno o composi-
cidn inmunogénica durante la investigacidén, procesamiento,
desarrollo, formulacidén, manufactura, almacenamiento vy/o
administracidén de la composicién. Los recipientes adicio-
nales contemplados para su uso en la presente invencién
podran ser encontrados en catdlogos publicados por vende-
dores y fabricantes de equipos para laboratorio tales como
United States Plastic Corp. (Lima, OH), VWR™ (West Ches-
ter, PA), BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ), Fisher Sci-
entific International, Inc. (Hampton, NY) y Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO).

De este modo, las formulaciones novedosas de la pre-
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sente invencidén son particularmente ventajosas en que es-
tabilizan e inhiben la precipitacién de formulaciones in-
munogénicas comprendidas en un recipiente en todas las va-
rias etapas de la investigacidén, procesamiento, desarro-
llo, formulacidén, manufactura, almacenamiento y/o adminis-
tracidén de la composicién. Las formulaciones novedosas de
la invencidén no solamente estabilizan las composiciones
inmunogénicas contra tensiones fisicas/térmicas (verbigra-
cia, temperatura, humedad, esfuerzos cortantes, etc.),
sino que también mejoran la estabilidad e inhiben la pre-
cipitacidén de composiciones inmunogénicas contra factores
o influencias negativas tales como incompatibilidad de 1la
composicidén inmunogénica con el gistema de recipien-
te/cierre (verbigracia, un recipiente siliconado).

De este modo, las formulaciones novedosas de la pre-
sente invencidén son particularmente Utiles en la estabili-
zacidén del inmunégeno (es decir, un conjugado de polisaca-
rido-proteina, una o antigeno de polipéptido) contra un
antigeno de polipéptido) contra la precipitacién inducida
por el aceite de silicona y la precipitacién descrita an-
teriormente. Por ejemplo, la Solicitud americana copen-
diente No. 60/795.098, presentada el 26 de abril de 2006,
incorporada especificamente aqui, por referencia, describe
la agregacidén de composiciones inmunogénicas en la presen-
cia de aceite de silicona encontrado en recipientes tales

como jeringa, frascos de vidrio, tapones de caucho y simi-
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lares, donde la adicién de un surfactante al recipiente
evitd la agregacidén inducida por el aceite de silicona de
estas composiciones inmunogénicas.
C. ADYUVANTES Y VEHICULOS/EXCIPIENTES FARMACEUTICOS

En ciertas modalidades, las éomposiciones inmunogéni-
cas de la invencién son formuladas adicionalmente con un
adyuvante. Un adyuvante es una sustancia que mejora la
respuesta inmune cuando se administra junto con un inmuné-
geno o antigeno. Se han demostrado que varias citocinas o
linfocinas tienen actividad moduladora inmune y de este
modo podran ser utilizadas como adyuvantes incluyendo, pe-
ro sin limitacién, las interleucinas 1l-a, 1-B, 2, 4, 5, 6,
7, 8, 10, 12 (véase, verbigracia, la Patente americana No.
5.723.127), 13, 14, 15, 16, 17 y 18 (y sus formas mutan-
tes), las intérferonas—a, B v v, el factor estimulante de
la colonia de granulocito-macréfago (GMCSF, véase, verbi-
gracia, la Patente americana No. 5.078.996 y el Numero de
Acceso ATCC 39900), factor estimulante de colonia de ma-
créfago (MCSF), factor estimulante de colonia de granulo-
cito (GCSF) y los factores de necrosis de tumor o y f
(TNF') . Todavia otros adyuvantes utiles en la presente in-
vencidén incluyen quimiocinas, incluyendo sin limitacién
MCP-1, MIP-la, MIP-13 y RANTES.

En ciertas modalidades, un adyuvante utilizado para

mejorar una respuesta inmune de una formulacién de compo-
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sicién inmunogénica incluye, sin limitacién, MPL™ (3-0-
lipido de monofosforil desacilado A; Corixa, Hamilton,
MT), que se describe en la Patente americana No.
4.912.094, la cual queda incorporada aqui por referencia.
Igualmente adecuados para usarse como adyuvantes son los
andlogos de lipido A sintéticos o compuestos de aminoal-
quilo glucosamina fosfato (AGP) o sus derivados o andlo-
gos, que estan disponibles en Corixa (Hamilton, MT) y que
se describen en la Patente americana No. 6.113.918, 1la
cual queda incorporada aqui por referencia. Uno de esos
AGP es 2-[(R)-3-Tetradecanoiloxitetradecanoilamino] etil
2-Deoxi-4-0~fosfono-3-0-[ (R)-3-tetradecanoioxitetradeca-
noil]-2-[(R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil-amino]~b-D-
glucopiranosida, que también se conoce como 529 (anterior-
mente conocido como RC529). Este adyuvante 529 es formula-
do como una forma acuosa o una emulsién estable (RC529-
SE) .

Todavia otros adyuvantes incluyen emulsiones de acei-
te mineral y agua, sales de aluminio (alum), tal como hi-
drdéxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de alu-
minio, etc., Amphigen, Avridine, L121/escualeno, D-
lactido-poliléctido/glucosida, polioles plurdnicos, dipép-
tido de muramilo, Bortedella destruida, saponinas, tal co-
mo Stimulon™ Qs-21 (Antigenics, Framingham, MA), descritos
en la Patente americana No. 5.057.540, la cual queda in-

corporada aqui por referencia y particulas generadas de
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alli tales como ISCOMS (complejos inmunoestimulantes), IS~
COMATRIX (CSL Limited, Parkville, Australia), descritas en
la Patente americana No. 5.524.339, Mycobacterium tubercu-
losis, lipopolisacaridos bacteriales, polinucleétidos sin-
téticos tales como oligonucledtidos que contienen un moti-
vo CpG (Patente americana No. 6.207.64, la cual queda in-
corporada aqui por referencia), IC-31 (Intercell AG, Vie-
na, Austria), descritos en las Patentes europeas Nos.
1.296.713 y 1.326.634, una toxina de tos ferina (PT) o un
toxina 1&bil al calor E. coli (LT), particularmente LT=-
K63, LT-R72, PT-K9/G129; véase, verbigracia, la Publica-
cidén de Patente Internacional ©Nos. WO 93/13302 vy WO
92/19265, incorporadas aqui por referencia.

Igualmente uUtiles como adyuvantes (y proteinas borta—
doras) son toxinas del cdélera y sus mutantes, incluyendo
aquellas descritas en la Solicitud de Patente Internacio-
nal publicada numero WO 00/18434 (donde el acido glutémico
en la posicién 29 es reemplazado por otro aminodcido (dis-
tinto al &cido aspértico), preferiblemente una histidina).
Toxinas CT o mutantes similares se describen en la Solici-
tud de Patente Internacional publica&a numero WO 02/098368
(donde la isoleucina en el aminocdcido posicidn 16 es reem-
plazada por otro aminodcido, o bien solo o en combinacién
con el reemplazo de la serina en la posicién 68 mediante
otro aminoacido; y/o donde la valina en la posicién 72 del

aminoadcido es reemplazada por otro aminodcido). Otras to-
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xinas CT son descritas en la Solicitud de Patente Interna-
cional publicada numero WO 02/098369 (donde la arginina
en la posicidén 25 del aminodcido es reemplazada por otro
aminoacido; y/o se inserta un aminodcido en la posicién 49
del aminoacido; y/o se insertan dos aminoacidos en las po-
siciones 35 y 36 de aminoacido).

En ciertas modalidades, las formulaciones de composi-
cidn inmunogénica comprenden un diluente de aceptacién
farmacéutica, excipiente o un vehiculo de aceptacién far-
macéutica. En una modalidad, el diluente de aceptacién
farmacéutica es agua estéril, agua para inyeccién, salina
isotdénica estéril o un tampdn bioldgico. Los conjugados de
polisacarido-proteina y/o inmunogénicos de proteina se
mezclan con esos diluentes o vehiculos de forma convencio-
nal. Conforme se utiliza aqui, la terminologia “vehiculo
de aceptacidn farmacéutica” esté destinada a incluir todos
y cualesquiera disolventes, medios de dispersién, revesti-
mientos, agentes antibacteriales vy antihongos, agentes
isotdénicos y retardadores de la absorcién y similares,
compatibles con la administracién a humanos u otros hués-
pedes vertebrados. El1 vehiculo apropiado es evidente para
aquellos versados en el arte y dependerdn en gran parte de
la via de administraciédn.

Por ejemplo, los excipientes que podran estar presen-
tes en la formulacién de la composicién inmunogénica son

preservativos, estabilizadores quimicos y agentes de sus-
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pensién o dispersién. Tipicamente, los estabilizadores,
preservativos y similares son optimizados para determinar
la mejor formulacién para su eficacia en el recipiente
blanco (verbigracia, sujeto humano). Ejemplos de preserva-
tivos incluyen clorbutanol, sorbato de potasio, acido sér-
bico, diéxido de azufre, galato de propilo, los parabenes,
vanilina de etilo, glicerina, fenol y paraclorfenol. Ejem-
plos de ingredientes estabilizadores incluyendo &cidos de
casamino, sucrosa, gelatina, rojo de fenol, amina N-Z, di-
fosfato de monopotasio, lactosa, hidrolisato de lactalbu-
mina y leche seca.

En ciertas modalidades, se prepara una formulacidén de
composicién inmunogénica para su administracién a sujetos
humanos en la forma, por ejemplo, de liquidos, polvos, ae-
rosoles, tabletas, capsulas, tabletas o céapsulas revesti-
das con entérico o supositorios. De este modo, las formu-
laciones de composicién inmunogénica también podrén in-
cluir, pero sin limitaciédn, suspensiones, soluciones,
emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, pastas y for-
mulaciones implantables de liberacidén sostenida o biode-
gradables.

Las composiciones inmunogénicas de la presente in-
vencién no son limitadas por la seleccidén de los vehicu-
los, diluentes y excipientes convencionales y de acepta-
cién farmacéutica tales como disolventes, tampones, adyu-

vantes u otros ingredientes utiles en las preparaciones
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farmacéuticas de los tipos descritos anteriormente. La
preparacidén de estas composiciones de aceptacién farmacéu-
tica, a partir de los componentes descritos anteriormente,
que tienen isotonicidad de pH, estabilidad y otras carac-
teristicas convencionales adecuadas estd dentro del cono-
cimiento del arte.
D. INMUNOGENOS

En ciertas modalidades, una formulacién de conjugado
de polisacarido-proteina de la invencidén comprende uno o
mas polisacaridos de neumococo. En otras modalidades, una
formulacién de conjugado de polisacdrido-neumococo de la
invencidn comprende uno o mas polisacadridos de estreptoco-
co. Todavia en otras modalidades, una formulacién de con-
jugado de polisacarido-proteina de la invencién comprende
uno o méas polisacdridos de meningococo. Todavia en otras
modalidades, una formulacién de conjugado de polisacarido-
proteina de la invencién comprende una combinacién de uno
0 mé&s polisacaridos de neumococo, unc o mas polipéptidos
de neumococo, uno o mas polisacaridos de estreptococo, uno
o mas polipéptidos de estreptococo, uno o méds polisacari-
dos de meningococo y/o uno o mas polipéptidos de meningo-
coco.

Conforme se define en lo sucesivo, el término “poli-
sacarido” estd destinado a incluir cualquier elemeﬁto de
sacdrido antigénico (o unidad antigénica) comunmente uti-

lizado en las artes de vacunas inmunoldgicas y bacteriales
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incluyendo, pero sin limitacién, un “sacarido”, un “oligo-
sacarido”, un “polisacdrido", un “liposacarido”, un “lipo-
oligosacarido (LOS)", un "lipopolisacdrido LPS)", un "gli-
cosilato", un "glicoconjugado" vy similares.

En una modalidad en particular de la invencién, el
uno o mas polisacaridos de neumococo son un polisacarido
serotipo 4 S. pneumoniae, un polisacdrido serotipo 9V 8S.
pneumoniae, un polisacdrido serotipo 14 S. pneumoniae, un
polisacédrido serotipo 18C S. pneumoniae, un polisacéarido
serotipo 19F S. pneumoniae, un polisacadrido serotipo 23F
S. pneumoniae, un polisacarido serotipo 1 S. pneumoniae,
un polisacéarido serotipo 3 S. pneumoniae, un polisacéarido
serotipo 5 S. pneumoniae, un polisacdrido serotipo 6A S.
pneumoniae, un polisacéarido serotipo.7F S. pnhneumoniae y un
polisacdrido serotipo 19A S. pneumoniae.

En ciertas modalidades, una formulacidén de conjugado
de polisacérido-proteina es una formulacién de conjugado
de neumococo de valencia 7 (7vPnC) que comprende un poli-
sacédrido serotipo 4 S. pneumoniae conjugado con un poli-
péptido CRMjg7, un polisacdrido serotipo 6B S. pneumoniae
conjugado con un polipéptido CRMjg7, un polisacdrido sero-
tipo 9V S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRMje7,
un polisacédrido serotipo 14 conjugado con un polipéptido
CRMi97, un polisacérido serotipo 18C S. pneumoniae conjuga-
do con un polipéptido CRMig7, un polisacdrido serotipo 19F

S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRMjg; y un po-
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lisacarido serotipo 23F S. pneumoniae conjugado con un po-
lipéptido CRM;g;.

En ciertas modalidades, una formulacién de conjugado
de polisacdrido-proteina es una formulacién de conjugado
de neumococo de valencia 13 (13vPnC) que comprende un po-
lisacérido serotipo 4 S. pneumoniae conjugado con un poli-
péptido CRMlm; un polisacarido serotipo 6B S. pneumoniae
conjugado con un polipéptido CRMigs7, un polisacarido sero-
tipo 9V S. pneumoniae conijugado con un polipéptido CRMieq,
un polisacarido serotipo 14 S. pneumoniae conjugado con un
polipéptido CRMig7, un polisacarido serotipo 18C S. pneumo=
niae conjugado con un polipéptido CRMis7, un polisacarido
serotipo 19F conjugado con un polipéptido CRMjs7, un poli-
sacarido serotipo 23F conjugado con un polipéptido CRMig7,
un polisacarido serotipo 1 S. pneumoniae conjugado con un
polipéptido CRMig7, un polisacdrido serotipo 3 S. pneumo-
niae conjugado con un polipéptido CRMjg7, un polisacdrido
serotipo 5 S. pneumoniae conjugado con un polipéptido
CRMig7, un polisacarido serotipo 6A S. pneumoniae conjugado
con un polipéptido CRMjg7, un polisacdrido serotipo polisa-
carido serotipo 7F S. pneumoniae conjugado con un polipép-
tido CRMig7, y un polisacéarido serotipo 19A S. pneumoniae
conjugado con un polipéptido CRM;g7.

Los polisacaridos son preparados mediante técnicas
estdndares conocidas por aquellos versados en el arte. Por

ejemplo, los polisacdridos capsulares contemplados en la
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presente invencidn son preparados a partir de serotipos 1,
3, 4, 5, 6A, 6B, TF, 9v, 14, 18C, 19A, 19F. y 23F de
Streptococcus pneumoniae, donde se desarrolla cada seroti-
po en un medio basado en soya y los polisacédridos indivi-
duales son luego purificados a través de centrifugacidn,
precipitacién, ultrafiltracidén y cromatografia por colum-
na. Igualmente, los polisacdridos de estreptococo (verbi-
gracia, uno o més polisacdridos (u oligosacaridos) prove-
nientes de Streptococcus [(-hemolitico tal como Streptococ-
cus del grupo A, Streptococcus del grupo B, Streptococcus
del grupo C y Streptococcus del grupo G) y los sacaridos
de meningococo (verbidgracia, oligo-sacédrido de N. meningi-
tidis (LOS) o lipo-polisacarido (LPS)) son preparados a
partir de serotipos o serogrupos clinicamente relevantes,
utilizando técnicas y métodos generales conocidos por la
persona versado en el arte. Los polisacdridos purificados
son luego activados quimicamente (verbigracia, por medio
de aminacidén reductora) para hacer los sacédridos capaces
de reaccionar con la proteina transportadora. Una vez ac-
tivado, el polisacarido capsular es conjugado por separado
con una proteina transportadora (verbigracia, CRM;s7) para
formar un glicoconjugado (o alternativamente, cada polisa-
carido capsular se conjuga con la misma proteina transpor-
tadora) y se formula en formulacidén de dosificacidn tnica.
La activacién quimica de los polisacdridos y la sub-

siguiente conjugacién con la proteina transportadora (es
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decir, un conjugado de polisacarido-proteina) se logran
mediante medios convencionales. Véase, por ejemplo, las
Patentes americanas 4.673.574 y 4.902.506.

Las proteinas transportadoras son preferiblemente
proteinas que son no-tdxicas y no-reactogénicas y obteni-
bles en suficiente cantidad y pureza. Las proteinas trans-
portadoras deben ser susceptibles de procedimientos de
conjugacidn estandares. En una modalidad particular de 1la
presente invencidén, se wutiliza CRMjy; como la proteina
transportadora.

CRMi97 (Wyeth, Sanford, NC) es una variante no-tdxica
(es decir, toxoide) de la toxina de difteria aislada de
los cultivos de la cepa C7 de Corynebacterium (f197) desa-
rrollada en acidos de casamino y medio basado en extracto
de levadura. Se purifica CRM;s; a través de ultrafiltra-
cidén, precipitacién de sulfato de amonio y cromatografia
de intercambio de iones. Alternativamente, se prepara
CRMig97 en forma recombinante de conformidad con la Patente
americana No. 5.614.382, la cual queda por este medio in-
corporada por referencia. Otros toxoides de difteria tam-
bién son adecuados para usarse como.proteinas transporta-
doras.

En otras modalidades, una proteina transportadora de
la invencidén es una peptidasa Cba de estreptococo (SCP)
(verbigracia, una o mas de las variantes de la SCP descri-

tas en la Patente americana No. 6.951.643, Patente ameri-
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cana No. 6.355.255 y la Patente americana No. 6.270.775).

Otras proteinas transportadoras adecuadas incluyen
toxinas bacteriales inactivadas tales como toxoide del té-
tano, toxoide la tos ferina, toxoide del cdlera (verbigra-
cia, CT E29H, descrito en la Solicitud de Patente Interna-
cional W02004/083251), LT E. coli, ST E. coli, y exotoxina
A proveniente de Pseudomonas aeruginosa. También pueden
usarse las proteinas de membrana externa bacterial tales
como complejo ¢ de la membrana externa (OMPC), porinas,
proteinas aglutinantes con transferrina, neumolisina, pro-
teina superficial de neumococo A (PsPA), proteina de adhe-
sién a neumococo (PsaA), o proteina D de Haemophilus in-
fluenzae. También pueden usarse como proteinas transporta-
doras, otras proteinas tales como ovalbumina, hemocianina
de lapa californiana (KLH), albumina sérica bovina (BSA) o
derivado de proteina purificada de tuberculina (PPD).

Después de la conjugacidén del .polisacérido capsular
con la proteina transportadora, los conjugados de polisa-
carido-proteina son purificados (enriquecidos con respecto
a la cantidad de conjugado de polisacarido-proteina) me-
diante una variedad de técnicas. Estas técnicas incluyen
operaciones de concentracién/diafiltracién, precipita-
cién/levigacidn, cromatografia por columna y filtracién
profunda.

Después de purificarse los glicoconjugados individua-

les, son transformados en compuestos para formular la com-
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posicidén inmunogénica de la presente invencidn. La formu-
lacidén de los conjugados de polisacdrido-proteina de 1la
presente invencidén puede ser lograda'utilizando los méto-
dos reconocidos en el arte. Por ejemplo, los 13 conjugados
de neumococo individuales con un vehiculo de aceptacidn
fisioldgica para preparar la composicién. Ejemplos de esos
vehiculos incluyen, pero sin limitacién, agua, salina tam-
ponada, poliocles (verbigracia, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol liquido) y soluciones de dextrosa.

En otras modalidades, la invengién trata de formula-
ciones que estabilizan una composicién inmunogénica de
peptidasa C5a de estreptococo (SCP),.dondé las formulacio-
nes comprenden una solucidén salina tamponada de pH, donde
el tampdédn tiene un pKa aproximadamente de 3,5 aproximada-
mente a 6,5, un surfactante y una peptidasa de estreptoco-

co Cba. La peptidasa Cba es uné proteasa de serina alta-
mente conservada y se expresa en todos los Estreptococos
B~hemoliticos (verbigracia, Grupos de estreptococo A, B, C
y G). Por ejemplo, la secuencia de nucledétido que codifica
una peptidasa CSa de estreptococo (GBS) del Grupo B es el
98% idéntica a la secuencia de nucleétido que codifica una
peptidasa CS5a de estreptococos del Grupo A. De este modo,

en ciertas modalidades de la invencidén, una composicién
inmunogénica contra infeccidén causada por Estreptococos p-

hemoliticos comprende un inmundgeno (o antigeno) de pepti-
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dasa.

En una modalidad particular, una peptidasa Cba de 1la
invencidén es una peptidasa C5a de estreptococo enzimatica-
mente inactiva (verbigracia, una o mads de las variantes
SCP descritas en la Patente americana No. 6.951.653, Pa-
tente americana No. 6.355.255 y Patente americana No.
6.270.775, cada una especificamente incorporada aqui por
referencia). En otra modalidad especifica, la SCP utiliza-
da en las formulaciones novedosas de composicidén inmunogé-
nica de la invencién es clonada a partir de un estreptoco-
co del Grupo B. En otra modalidad, la secuencia de SCP de
estreptococos del Grupo B ha sido genéticamente mutada pa-
ra hacerla proteoliticamente inactiva (verbigracia, véanse
las Patentes americanas Nos. 6;951.653; 6.355.255 vy
6.270.775) y se expresa como una proteina recombinante en
E. coli.

En otra modalidad, la invencidén trata de formulacio-
nes que estabilizan una composicién - inmunogénica de pro-
teina de N. meningitidis 2086, donde las formulaciones
comprenden una solucidén salina tamponada de pH, en la cual
el tampdédn tiene un pKa aproximadamente de 3,5 aproximada-
mente a 7,5, un surfactante y una proteina de N. meningi-
tidis 2086. Las proteinas de N. meningitidis 2086 son co-
dificadas mediante un marco de lectura abierta de secuen-
cia de &cido nucleico (ORF) identificada como “ORF 2086”

(verbigracia, véase la Publicacién Internacional No. WO
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03/063766 (Solicitud Internacional No. PCT/US02/32369),
Publicacién Internacional No. WO 04/094596 A2 (Solicitud
Internacional No. PCT/US04/11901), y Publicacién Interna-
cional No. WO 04/065603 A2 (Publicacién Internacional No.
PCT/US04/000800), cada wuna especificamente incorporada
aqui por referencia). En una modalidad adicional, la in-
vencidén trata de formulaciones que optimizan la estabili-
dad de antigeno y el porcentaje de aglutinacién con uﬁ ad-
yuvante de sal de aluminio (verbigracia, AIPO4) de una pro-
teina de N. meningitidis 2086, donde las formulaciones
comprenden una solucidén salina tamponada de pH, en la cual
el tampdén tiene un pKa aproximadamente de 3,5 hasta apro-
ximadamente 7,5, un surfactante, una sal de aluminio y una
proteina de N. meningitidis 2086.

Todas las patentes y publicaciones citadas aqui que-
dan por este medio incorporadas por referencia.
E. EJEMPLOS

Se llevan a cabo los siguientes ejemplos utilizando
técnicas estandares, que son bhien conocidas y de rutina
para aquellos versados en el arte, salvo los casos que lo
contrario se describen detalladamente. Se presentan los
siguientes ejemplos para fines ilustrativos y no deben ser
interpretados de manera alguna como limitantes del alcance
de la presente invencién.

EJEMPLO 1

FORMULACIONES INMUNOGENICAS QUE COMPRENDEN EL 0,001%-0,05%

51



TWEEN™80 ESTABILIZAN Y PREVIENEN LA
AGREGACION DEL INMUNOGENO

El conjugado de polisacarido-proteina utilizado en
este ejemplo fue un conjugado de polisacarido de neumococo
de valencia trece (13vPnC) que comprende polisacaridos
capsulares provenientes de los serotipos de S. pneumoniae
4, 6B, 9v, 18C, 19¢r, 14, 23F, 1,3, 5, 6A, 7F y 19A, cada
uno de ellos conjugado con CRMjg7;. Los polisacéaridos capsu-
lares fueron preparados mediante técnicas estandares cono-
cidas por aquellos versados en el érte. En resumen, se
desarrolldé cada serotipo de polisacdrido de neumococo en
un medio basado en soya, los polisacaridos individuales
fueron luego purificados a través de centrifugacidén, pre-
cipitacién, wultrafiltracidén y cromatografia por columna.
Los polisacadridos fueron activados quimicamente para su
conjugacidén y cada polisacarido fue conjugado separadamen-—
te con una proteina transportadora CRMjys; para formar un
glicoconjugado y se formularse en una formulacién de dosis
Unica.

La activacién quimica de los pélisacéridos y subsi-
guiente conjugacién con la proteina transportadora se lo-
graron a través de medios convencionales (verbigracia,
véase las Patentes americanas Nos. 4.673.574 y 4.902.506).
CRMjg7 (Wyeth, Sanford, NC) es una variante no-téxica (es

decir, toxoide) de la toxina de difteria aislada de 1los

cultivos de la cepa C7 de Corynebacterium diphteria (197)
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desarrollados en &cidos de casamino y medio basado en ex-
tracto de levadura. Se purifica CRM;g; a través de la ul-
trafiltracidn, precipitacién de sulfato de amonio vy croma-
tografia de intercambio de iones.

Los experimentos de antigenicidad descritos a conti-
nuacién fueron realizados mezclando las muestras de 13vPnC
con uno de trece antisueros (ab) especificos para cada uno
de los serotipos de polisacadrido y detectando los comple-
jos inmunes por medio de mediciones de dispersién de luz
en un sistema Array® 360 (Beckman Coulter, Inc.; TFuller-
ton, CA). Las mediciones de dispersién de luz detectadas
para cada uno de los trece serotipos fueron luego compara-
.das con una curva estandar y reportadas como antigenicidad
(g/mL) .

Las jeringas (BD Hypak SCF™) y tapones de jeringa (BD
Hypak SCF™) fueron comprados en BD Biosciences (Franklin
Lakes, NJ). Los frascos de borosilicato claros (VWR Trace-
Clean™, 40 mL) con cierres forrados con Teflon® fuero com-
prados en VWR™ (Wester Chester, PA). El polisorbato 80
(Tween™80) fue comprado en J.T. Baker (Mallin-ckrodt
Baker, 1Inc.; Phillipsburg, NJ). La salina tamponada fue
succinato (5 mM) y NaCl (0,85%) a pH 5,8.

Se formuld el 13vPnC (500 mL de volumen total) a di-
ferentes concentraciones de surfactante (Tween™80; 0,001%,

0,005%, 0,01% y 0,05%, peso/volumen) 'de la manera siguien-
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te; se afladié el 0,85% salina (150 mM Nacl) a un cubilete
de vidrio Pyrex® de un litro, seguida de 50 mM tampdn de
succinato (concentracién final 5 mM) y el 13vPnC. La con-
centracién final de cada conjugado serotipo fue 4,4 pg/ml
(salvo para el serotipo 6B, que fue de 8,8 ug/mL). La for-
mulacidén de 13vPnC fue luego dividida en cinco frascos de
vidrio por separado (50 mL por frasco), donde se afiadié o
bien el 0,0%, 0,001%, 0,005%, 0,01% & 0,05% Tween™80 (p/v)
a uno de los cinco frascos y cada solucidén fue filtrada a
través de un filtro Ducapor® de 0,22 pm (Millipore; Bille-
rica, MA). En lo subsiguiente, se 1llendé 0,65 mL de cada
solucién en una jeringa de vidrio de 3 mL BD HYPAK™ scr™
con tapones grises w4432 (BD Medical Pharmaceutical Sys-
tems; Franklin Lakes, NJ) y se colocaron las jeringas en
un agitador orbital horizontal (60 cpm) durante 100 horas
de 2°C a 8°C.

Se observd mediante inspeccién visual (datos no mos-
trados) que el 13vPnC formulado en la ausencia de Tween™80
(es decir, el 0,0%) comenzaria a precipitarse de la solu-
cidén dentro de diez minutos a 2-8°C previa agitacién suave
por medio de un agitador orbital horizontal. En contraste,

el 13vPnC, formulado en el 0,001%, 0,005%, 0,01% &6 0,05

oe

Tween ™80 y agitado suavemente a 2-8°C, resulté estable du-
rante hasta veinticinco dias sin sefiales visibles de pre-

cipitacién (datos no mostrados). De este modo, estos datos
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demostraron que la adicién de un surfactante (verbigracia,
Tween' 80) a una formulacién de composicién inmunogénica
mejora la estabilidad de la misma.

Un segundo experimento de estabilidad del 13vPnC con-
firmé adicionalmente que la adicién del surfactante a la
formulacidén mejord significativamente la estabilidad del
13vPnC. En este experimento, se formuld el 13vPnC con \%
sin el 0,05% Tween™80. El 13vPnC formulado sin Tween™80
(es decir, 0,0%) fue preparado de la manera siguiente: se
anadidé el 0,85% salina (150 mM NaCl) a un cubilete de vi-
drio Pyrex® de un litro, seguido de 50 mM tampén de succi-
nato (concentracién final 5 mM) y el 13vPnC, a un volumen
total de 500 mL. La formulacién de 13vPnC con el 0,05%
Tween™80 fue preparada de la manera siguiente: se afiadid

el 0,85% salina (150 mM NaCl) a un cubilete de vidrio Py-

rex® de un litro, seguida de 50 mM tampédn de succinato
(concentracién final 5 mM), el 0,05% fweenWSO y el 13vPnC,
a un volumen total de 500 mL. La concentracién final de
cada conjugado de serotipo en las formulaciones de 500 mL
fue 4,4 npg/mL (salvo el serotipo 6B, que fue 8,8 pg/ml).
Las formulaciones de 500 mL fueron homogeneizadas por me-
dio de un homogeneizador de rotor/estator a 6.000 rpm (2-
8°C) durante 120 minutos. El1 proceso de homogeneizacién
credé una interfaz de aire-liquido (con burbujas de aire).

La estabilidad de la formulacidén de 13vPnC con (Tabla
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1) y sin (Tabla 1) el 0,05% Tween™80 fue analizada en un
periodo de dos horas de la manera siguiente: Se removieron
muestras (20-30 mL) a cerd, treinta y ciento veinte minu-
tos a partir del 0,0% y 0,05% de las formulaciones de
Tween™80, las muestras fueron diluidas 1:1 en diluente de
proteina (diluente de proteina Array® 360 (Cat. No.
663630); Beckman Coulter Inc.; Fullerton, CA) y se analizd
la antigenicidad de todos los trece serotipos del 13vPnC
(véase la Tabla 1) en el sistema de Array® 360.
TABLA 1

ENSAYO DE ESTABILIDAD DE 13vPnC FORMULADO CON Y SIN

TWEEN"80
13vPnC sin Tween80 13vPnC con el 0,05% Tween80
Serotipo  |Anligenici- f|Antigenici-  An(igenici- Scrotipo  [Antigenici- '[Antigenici- JAntigenici-
o Jdad O min__{dad 30 min___‘dad 120 min | dad 0 min__ Ylad 0 min _ldad 120 min

1 4.8 pg/ml | 4.2 pg/mi 124 yg/ml 1 5.1 pg/ml | 5.0 ng/ml | 6.2 pg/mi
3 4.8 pg/mi 1 4.1 po/ml | 1.7 pgiml 3 5.0 pa/ml | 5.0 pg/ml | 5.2 pg/mi
4 5.8 uafml | 5.0 ng/ml {1 3.1 pgiml 4 6.1 pg/ml § 6.1 pg/mt | 6.2 pg/mi_|
5 34pg/mi | 3.0 pg/ml | 2.0 ug/mi 5 3.6 po/mt | 3.6 pg/mi | 3.7 pg/mi
6A 4.9 pg/mi | 3.8 pg/ml | 1.3 pg/ml 6A 54 ug/ml | 5.4 ugfml | 5.6 pg/mi
68 110.0 ng/mi| 5.6 pg/ml | 1.4 pg/ml 68 10.6 ug/ml § 10.6 yg/mi] 10.5 pg/mi
7F 4.7 py/mt | 3.4 pg/iml | 1.0 pg/ml TF 5.3 pg/ml § 6.2 pa/mt | 5.3 ng/mi
v 8.6 pg/mt | 47 pg/ml | 2.5 pg/ml oV 6.1 up/ml ¥ 6.1 pg/ml | 6.2 pa/mi
14 7.8 ng/ml | 6.4 pg/ml 1 3.0 ug/ml 14 1 8.2 ug/ml § 83 pg/mi | 8.3 ug/ml
18C | 66 po/mi | 4.4 pgiml | 1.7 pg/mi 18C 1 6.2 ng/ml § 6.1 pa/mi | 8.2 ng/ml
19A | 6.440/ml | 4.6 pug/mi | 1.9 pg/ml 19A 6.8 ug/ml | 6.8 pg/mt | 6.8 pg/ml
19F 3 5.4 pg/ml | 2.8 pa/mt | 0.0 1ig/ml 19F 6.1 pg/mil | 6.2 pg/ml | 6.0 ugtml
23F 4.5 pg/ml | 2.8 pg/mi | 0.9 pgfmi 23F 5.2 ug/ml | 5.2 pg/ml | 6.2 ug/mi

La formulacién de 13vPnC/Tween™80 fue ensayada adi-
cionalmente con respecto a la estabilidad con esfuerzos
cortantes elevados. En este experimento, se anadidé una

composicidén de 100 mL de 13vPnC (4,4 pg/mL serotipos 1, 3,
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4, 5, 6A, 7F, 9v, 14, 18C, 19A, 19F, 23F y 8,8 pg/mL sero-
tipo 6B, 5 mM tampdén de succinato, 150 mM NaCl y 0,25
mg/mL AIPO,;) a tres botellas de vidrio de 250 mL que com-
prenden o bien el 0,0%, 0,01% o el 0,05% Tween™80. Las
tres botellas fueron luego sometidas a torbellino durante
treinta minutos (2-8°C) en un torbellinador (Vortex-Genie®
2; Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY) y se cred una
interfaz de aire-liquido al ajuste de maxima velocidad.
Después de treinta minutos, se tomaron muestras de 10-30

mL de cada botella, diluyeron 1:2 en diluente de proteina

Array® 360 y se analizé la antigenicidad de los trece se-

rotipos en un sistema Array® 360.

Conforme se ve en la Tabla 2 que sigue, el 13vPnC
formulado sin Tween™80 (0,0%) presenté en promedio una
disminucién del 20% en antigenicidad después de someterse
a torbellino. El 13vPnC formulado con el 0,01% Tween' 80
presentdé una disminucidén de antigenicidad que oscila del
2-10% (promedio 8%) y el 13vPnC formulado con el 0,05%
Tween™80 presentd una disminucién de antigenicidad que os-
cila del 0-8% (promedio 3%). De este modo, los datos pre-
sentados en la Tabla 2 demuestran que el 13vPnC formulado
o bien con el 0,01% & 0,055 Tween™80 fueron significativa-
mente estabilizados contra esfuerzos cortantes, con rela-

cién al 13vPnC formulado en la ausencia de Tween™80.
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TABLA 2

P
5

)

EFECTO ESTABILIZADOR DE TWEEN™80 CONTRA ESFUERZOS CORTAN-

TES

. Antigenicidad  JAntigenicidad [Antigenicidad JAntigenicidad g\-mig_icnici('lml Antigenicidad

Serotipo  g.0% (w80 0,0% tw80  J0,01% (w80 [0,01% w80  [0.05% w80  |0,05% tw80

. + torbelline + torbellino _ + torbellino
1 _{47pg/mL 136 ug/mL | 4.8 ng/ml | 4.3 pg/mi | 4.7 pug/ml | 4.6 pg/mb.
3 4.6 pg/mL 3.4 pg/ml | 4.7 ng/mL | 4.2 pg/mt. | 4.7 pg/mb | 4.4 pg/mt
4 5.5 pg/mL | 4.4 pg/ml | 5.9 pg/ml | 5.4 pg/mi 5.9 ug/ml | 5.6 pg/mlL
5 3.2 pg/mL 2.5 pg/ml § 3.5 ug/ml. | 3.2 pg/mi | 3.3 pg/ml | 3.3 pg/mL
6A 4.3 pg/mL_| 3.8 pug/mL 4.6 pg/ml | 4.5 no/ml. | 4.7 pg/ml | 4.8 po/mbL
6B 9.7 pg/ml | 7.7 pgiml 110.2 pg/ml] 9.6 pg/l 110.2 pg/ml 1 10.1 pg/ml
7F 4.8 pa/mi. | 3.5 pg/ml. | 5.4 pg/mL | 5.0 pa/ml | 5.4 pgfmL | 6.3 pg/ml
oV 5.3 p/mL | 4.1 pg/mL | 6.7 pg/mL | 5.1 pgimi_ | 5.8 pg/ml | 6.3 pg/me
14 6.8 pg/mb | 6.4 ug/ml | 7.3 ugiml. | 6.7 pg/mL § 7.4 ug/ml | 6.8 ug/mL
18C | 4.1 pg/ml | 3.4 pgiml. | 4.5 pg/ml 4.3 pg/mL § 4.5 pg/mlL | 4.5 pg/mlL
19A ] 6.1 pg/ol | 4.2 pg/ml § 6.5 pg/mi | 5.3 pg/ml. | 5.8 pg/mb | 5.4 pg/ml
19F | 4.8 pa/mlb | 3.6 pg/mi. 5.2 pg/mt | 4.9 pug/mb | 5.2 pg/mi | 5.1 pg/ml
23F_ | 3.0 pg/mb | 2.4 ng/ml | 3.4 pg/ml | 3.3 ug/mlL | 3.5 jg/mt | 3.4 pg/ml

EJEMPLO 2

FORMULACIONES QUE COMPRENDEN SURFACTANTE ESTABILIZAN Y
PREVIENEN LA AGREGACION DE PEPTIDASA CS5A DE ESTREPTOCOCO
La peptidasa Cba de estreptococo (SCP) utilizada en
este ejemplo fue expreéada y purificada de la manera si=-
guiente. Se expresdé la SCP recombinantemente en E. coli
utilizando un sistema inducible de arabinosa. Se siguieron
los protocolos estandares de fermentacién para E. coli
utilizando medio definido libre de animal y subsiguiente
lisis celular. Se purificéd la SCP recombinante a partir de
la fraccién soluble del lisato celular mediante saturacién

hasta el 60% (aproximadamente 3 M) de sulfato de amonio
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mientras se agita durante 12-24 horas. El lisato saturado
fue centrifugado, el supernatante retenido y cargado en
una columna de interaccién hidrofdbica de Se-pharosa feni-
lo. Luego se levigd el material aglutinado con 1 M sulfato
de amonio, 20mM Tris-Cl, pH 7,5, concentrdé y diafiltréd
contra PBS, pH 7,4. La SCP recombinante purificado (rSCP)
fue diluida hasta ~10 mg/mL con PBS, pH 7,4 y pasada a
través de un filtro Posidyne para remover la endotoxina,
seguido de una filtracién final (0,2 mM) con respecto a
esterilidad y se almacendé congelada (-25°C).

La SCP purificada (55 pg/mL) fue luego formulada con
el 0,025% Tween™80 o sin Tween™80 (0,0%) en los siguientes
tampones: 5 mM tampdn de succinato a pH 6,0, 10 mM tampdn
de fosfato a pH 7,0, 10 mM tampén de fosfato a 7,4 6 10 mM
tampén Tris a pH 7,5 y se llevé en jeringas BD Hypak SCEF™.
Las jeringas fueron luego colocadas en un agitador orbital
horizontal a 2-8°C, agitada a 180 cpm durante 2 dias y la
concentracién de proteina SCP determinada mediante el en-
sayo Lowry modificado.

Conforme se muestra en la Fig..l, la estabilidad de
la SCP fue enormemente mejorada cuando se formuld con
Tween™80. Por ejemplo, después ae dos dias en el agitador
orbital, la SCP formulada sin Tween™80 (FIG. 1A) demostrd
una disminucién significativa (verbigracia, mas del 90%)
en la concentracién de SCP de cada uno de los tampones en-

sayados. Sin embargo, conforme se muestra en la Fig. 1B,
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la adicién de 0,025% Tween™80 a las formulaciones tampones
de SCP, antes de colocarse en el agitador orbital durante
dos dias, inhibid totalmente la pérdida de SCP que fue ob-
servada en la FIG. 1A.

La estabilidad en almacenamiento de la formulacién de
SCP/Tween™80 (0,025%) también fue analizada a 25°C y 37°C
durante ocho semanas y seis semanas, respectivamente (da-
tos no mostrados). En resumen, la SCP (200 ug) fue formu-
lada o bien en tampdn de succinato o tampdédn de fosfato de
la manera siguiente: tampdén de succinato (5 mM, pH 6,0) o
tampén de fosfato (15 ﬁM, pH 7,4), 0,9%‘NaCl y el 0,025%
Tween™80. La estabilidad de las formulaciones de
SCP/Tween'™80 fue analizada mediante tamafio-exclusién-HPLC,
ensayo de proteina total Lowry modificado e inspeccidén vi-
sual con respecto a la precipitacidén. Se observd en este
estudio que las formulaciones de SCP/fweedm8O (o bien tam-
pén) fueron totalmente estables a 25°C y 37°C durante todo
el estudio de estabilidad (es decir, hasta ochos emanas vy

sels semanas, respectivamente).

EJEMPLO 3
LA INFLUENCIA DE RECIPIENTES SILICONADOS SOBRE LA ESTABI-
LIDAD DE 13vPnC
Los experimentos anteriores indicaron (datos no mos-

trados) que las composiciones inmunogénicas de 13vPnC se
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precipitaron y/o agregaron cuando se llenaron en jeringas
de vidrio de borosilato (dosis tnica) Becton Dickinson®

(BD) Hypak Tipo 1 tratadas con silicona Dow Corning® grado
médico DC 360 y tapadas con tapones (clorbutilo) libres de
latex West 4432/50 y protector de aguja EZ West 7025/65

(Mezcla de Isopreno Bromobutilo Sintético; West Pharma-
ceutical®, Lionville, PA). En estos experimentos, se for-

muldé el 13vPnC en 5 mM tampdn de succinato que contiene el
0,85% NaCl y 4,4 pg/ml de S. pneumoniae serotipos 1, 3, 4,
5, 6A, T7F, 9v, 14, 18C, 19A, 19F y 23F y 8,8 pg/ml de se-
rotipo 6B S. pneumoniae, con y sin 0.25 mg/mL de fosfato
de aluminio como un adyuvante. Se observdé que, en la au-
sencia de AIPQO4, los particulados de 13vPnC fueron féacil-
mente observables por cuanto en la presencia de AIPO,, los
particulados de 13vPnC fueron significativamente disminui-
dos y mas dificiles de detectarse.

En el presente ejemplo, se examindé una serie de com-
ponentes de recipiente y cierre (es decir, recipientes)
para identificar cudles componentes estaban induciendo o
contribuyendo con la formacidén de particulado de 13vPnC.
Los recipientes ensayados comprendieron jeringas, tapones
y frascos y se enumeran en la Tabla 3. Los tapones BD vy
West enumerados en la Tabla 3 fueron siliconados, utili-
zando o bien el proceso Huber o Jar. El proceso Huber de

siliconacidén es mas controlado y rindié 30 a 60 pg/cm2 de
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silicona en la superficie del tapdn, mientras el proceso
Jar de siliconacidén resultd en 150 a 300 pg/cm2 de silico-
na en la superficie del tapdén. En base a los calculos ted-
ricos, se expone cerca del 15% del &rea superficial del
tapén al producto en la jeringa, sugiriendo que para el
proceso Huber y Har entre 4,5 a 9 g vy 22,5 a 45 pg de si-
licona es extraible de los tapones, respectivamente.

Materiales

La silicona fue Fluido Médico Dow Corning® 360 1000
centistokes (lote No. 0001846266). Se formuldé el 7vPnC en
5 mM tampdén de succinato contentivo del 0,85% NaCl y 4,4
ng/ml de serotipos 4, 9, 14, 18C, 19F y 23F S. pneumoniae
y 8,8 pg/ml de- serotipo 6B S. pneumoniae, con y sin 0,25
mg/ml de fosfato de éluminio. Se formuld el 13vPnC en 5 mM
de tampdédn de succinato contentivo del 0,85% NaCl y 4,4
g/ml de serotipos 1, 3, 4, 5, 6aA, 7rF, 9V, 14, 18C, 19A,
19F y 23F y 8,8 ng/ml de serotipo 6B S. pneumoniae, con y
sin 0,25 mg/ml de fosfato de aluminio. Se formuld el sero-
tipo S. pneumoniae monovalente (5 mM de tampdn de succina-
to contentivo del 0.85% NaCl, sin fosfato de aluminio) a
una concentracién de 61 pg/ml para simular la concentra-
cién de sacadrido total de las formulaciones de 13vPnC.
Métodos

Se formularon el 7vPnC y 13vPnC de la forma descrita

anteriormente y se afiadieron 35 ml de una formulacidn dada

a una botella clara de 250 ml Nalgene®. A cada botella
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Nalgene®, se arfiadieron los componentes de los recipientes
enumerados en la Tabla 3. Las botellas Nalgene® fueron

luego colocadas en un Agitador de Orbita Labline® y remo-
linadas durante la noche a 50 rpm. Los resultados se resu-

men en la Tabla 3.

Apariencia Visual. Las botellas Nalgene®, cada una

contentiva de los componentes de recipiente, fueron mante-
nidas a una luz de fluorescencia en el laboratorio. Un ra-
yo de luz (efecto Tindel) que pasa por las muestras permi-
tié la detecciédn de particulados.

Ensayo de Proteina. La proteina total y proteina

aglutinadas con el aluminio fue determinada midiendo 1la
concentracién de proteina total en la composicidédn inmuno-
génica formulada y la proteina asociada con la pastilla de
aluminio (respectivamente) una alicuota de la composicidn
inmunogénica fue centrifugada y la pastilla fue resuspen-
dida en salina). Se realizaron ensayos utilizando el ensa-
yo de proteina Pierce Modified Lowry (catalogo #23240) con
albumina de suero bovino como un estandar.

RESULTADOS

En la primera serie de experimentos, se formularon
las composiciones inmunogénicas sin‘AIPO4 y expusieron a
una serie de recipientes enumerados a continuacidén en la

Tabla 3. Resultd claramente evidente de los datos (Tabla

3) que los componentes de recipientes que fueron tratados
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con aceite de silicona indujo la formacidédn de particulas

blancas. En contraste, no se detectaron particulados en la
presencia de los tapones Daikyo® no-siliconados (Daikyo

Seiko, Ltd., Japén) y frascos Schott (Schott North America

Inc., Lebanon, PA).
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TABLA 3

EFECTO DE DIFERENTES COMPONENTES DE LOS RECIPIENTES SOBRE

13vPnC FORMULADO SIN AIPO,

Componentes de los

Recipientes

Niumero de Componen-
tes de Recipien-

tes Anadidos

Apariencia
(Inspeccidn

Visual)

Control-13vPnC sin Ninguno Sin Particula-
ATIPO, do
Tapones BD Hypak BSCF 1-3 ml 10 Particulados
4432/50 Grey Si WWD

Tapones Procesados BD Hypak 1-3 10 Particulados
ml 3332/59 Grey Si Huber

Tapones West 890 Listos para 10 Particulados
Esteri-

lizarse

Tapones BD Hypak BSCF 1-3 ML 10 Particulados
w4416/50 Grey Si 1000 WWD

Tapones Helvoet 6213 10 Particulados
Tapones de Frasco Daikyo (tapo- 10 Sin Particu-
nes de plug D777-1 B2-40 F451) lado

Tampones para Jeringas BD Hypak 4 Particulados
BSCF 1-3 ml LLA EZGTC W7025/65

Tapones Hypak NSCF 1-3 ml 10 Sin Particu-
4023/50 B2-40 Daikyo lado

Tapa con Punta para Agarre L-2 10 Sin Particu-
para Jeringa W7025/65 EZ IITC lado

Frascos de Vidrio de 2 ml, 13 mm 4 Sin Particu-

Schott Type 1

lado
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Aceite de Silicona (grado 360 de 500 pL (1,43%) Particulados

Dow Chemical Medical

Jeringas Schott TopPac 4 Sin Particu-

Lado

Se selecciondé el serotipo 6B S. pneumoniae monovalen-
te como un modelo para el 13vPnC y se formuld a 61,6 pg/ml
(sin AIPO4) para simular la concentracién d sacdrido total
en la formulacién 13vPnC. Se afiadidé silicona (Fluido Médi-
co Dow Corning 360) a alicuotas del monovalente 6B formu-
lado, oscilando de 2 ppm a 100 ppm. Las mezclas fueron co-
locadas en un Agitador de Orbita Labline® durante 2 horas
a 50 rpm. Conforme se indica a continuacién en la Tabla 4,
se observaron particulados blancos como fibras a todas las

concentraciones de silicona (Si).
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TABLA 4
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SILICONA SOBRE LA FORMACION

DE PARTICULADOS

Concentracidén de Silicona Apariencia

(Inspeccidn Visual

2 ppm (1 pl de Si en 500 mlL de Particulados blancos como fibra

La Formulacidn

5 ppm (2,5 nl de Si en 500 mlL de Particulados blancos como fibra

La Formulacién

10 ppm (5 pl de Si en 500 mL de Particulados blancos como fibra

La Formulacién

15 ppm (7,5 pl de Si en 500 mL de | Particulados blancos como fibra

La Formulacién

20 ppm (10 pl de Si en 599 mL de Particulados blancos como fibra

La Formulacidn)

100 ppm (2 pl de Si en 20 mL de Particulados blancos como fibra

La Formulacién)

También se examind la cantidad de silicona en las formula-
ciones de 13vPnC (sin AIPO4). Se determind la concentracién
de silicona mediante Espectroscopia de Emisién de Plasma
DC (datos no mostrados). En este método, se combind el
contenido de 25 jeringas y extrajo con dos porciones de 50
ml de mezcla de ciclohexano/isopropile. Los extractos fue-
ron combinados y evaporados. El1 residuo fue solubilizado y
ensayado segun los métodos existente para la determinacién

de silicona en tapones de caucho. Los resultados indicaron
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que entre 15,8 a 19,0 pg de silicona es extraible de cada
jeringa. Esta cantidad corresponde del 2,7% al 3,3% de si-
licona.

En una serie por separado de experimentos, en los
cuales se formuld el 13vPnC en la presencia de AIPO; y se
sometid al mismo recipiente indicado en la Tabla 3, se
elucidé que la silicona y la proteina “libre” (13vPnC) en
la solucidn fue responsable de la formacidén de los parti-
culados (datos no mostrados). El andlisis FTIR de los par-
ticulados también indicé que los particulados consistieron
en proteina y silicona (datos no mostrados). Se determind
en estos experimentos que aproximédamente el 85% del
13vPnC se aglutina con el AIPO4, donde el restante 15% re-
sultdé ser 13vPnC libre (no aglutinando al AIPO,;) en solu-
cién. En contraste, se observé que el 7vPnC formulado con
AIPO, se aglutindé al 100% con el AIPO; (datos no mostra-
dos) .

Para elucidar el efecto de la proteina-polisacéarido
libre sobre la formacién de los particulados, se hicieron
alicuotas con 25 ml tanto de 7vPnC como 13vPnC y transfi-
rieron a un tubo centrifugo de 50 ml. Las muestras fueron
centrifugadas durante 10 minutos a 3;000 rom y el superna-
tante fue extraido cuidadosamente y transferido a una bo-
tella Nalgene®. Se ariadieron diez tapones siliconados (Ta-
pones 4432) a cada botella y se colocaron en agitador or-

bital a 50 rpm. Previa inspeccién visual cuidadosa, se ob-
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servé que el supernatante 7vPnC no presentd formacién de
particulados, quedando asi claro e incoloro. Sin embargo,
el supernatante 13vPnC comenzd a mostrar bajos niveles de
particulado en la cuarta hora de observacién (datos no
mostrados) . Este resultado sugiridé que la proteina-
polisacdrido libre en solucidn, junto con la silicona, es
responsable de la formacidén de los particulados.

Para elucidar adicionalmente la contribucidén de 1la
proteina-polisacdrido libre en solucién a la formacién de
particulados, se seleccionaron serotipos 4 y 6B S. pneumo-
niae monovalentes por su elevada y baja aglutinacién al
aluminio, respectivamente. Estos dos monovalentes fueron
formulados a una concentracién de proteina que oscila de
25 pg/ml a 200 pg/ml en la ausencia y presencia de AIPO,.
Se colocaron diez tapones siliconados (tapones 4432) en
cada formulacién, los cuales fueron luego colocados en el
agitador de o6rbita a 50 rpm. Conforme se indica a conti-
nuacién en la Tabla 5, se observaron los particulados
blancos como fibra para ambos serotipos monovalentes a to-
das las concentraciones de proteina en la ausencia de AI-
POs. Sin embargo, en la presencia de AIPO,, se detectaron
particulados a concentraciones mas bajas para el serotipo
4 (100 pg/ml) versus serotipo 6B (200 ng/ml), datos no
mostrados.

TABLA 5

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA SOBRE LA FORMACION
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DE PARTICULADOS

Apariencia

(Inspeccidn Visual)

Sin AIPOQO, Con AIPO,

25 pg/mL de 6B Particulados blancos | Sin Particulados
como fibra

50 pg/mL d 6B Particulados blancos | Sin particulados
como fibra

75 ng/mL de 6B Particulados blancos | Sin Particulados
como fibra

106 pg/mL de 6B Particulados blancos | Sin Particulados
como fibra

200 pg/mL de 6B Particulados blancos | Particulados blancos
como fibra como fibra

25 pg/mL del Tipo 4 Particulados blancos | Sin Particulados
como fibra

50 pg/mL del Tipo 4 Particulados blancos | Sin Particulados
como fibra

75 pg/mL del Tipo 4 Particulados blancos | Sin Particulados
como fibra

100 pg/mL del Tipo 4 | Particulados blancos | Particulados blan-
como fibra cos como fibra

200 pg/mL del Tipo 4 | Particulados blancos | Particulados blan-
como fibra cos como fibra

EJEMPLO 4

LOS ADYUVANTES DE ALUMINIO INHIBEN LA FORMACION DE PARTI-

CULADOS 13vPnC EN LA PRESENCIA DE RECIPIENTES SILICONADOS

Conforme se indica anteriormente en el Ejemplo 3,
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composicién inmunogénica 13vPnC es una formacién liquida
que comprende 4,4 npg/mL de serotipos 1; 3, 4, 5, 62, 7F,
ov, 14, 18C, 19A, 19F, 23F y 8,8 S. pneumoniae y 8 ng/mL
del tipo 6B en 5 mM de tampédn de succinato (pH 5,8) vy
0,85% NaCl, que también podrd formularse con o sin un ad-
yuvante (verbigracia, un adyuvante de aluminio). También
podra formularse el 13vPnC con o sin un adyuvante, tal co-
mo 0,25 mg de aluminio/ml fosfato de aluminio (AIPO,;). Se
observé en el Ejemplo 3 que el 13vPnC' formulado sin AIPOg y
llenado en jeringas BD Hypak SCF™ (tapadas con émbolos Hy-
pak) no aprobaron la inspeccidén visual debido a la obser-
vacidén de particulados, donde estudios adicionales revela-
ron que los particulados fueron en parte como resultado de
interacciones de proteina-polisa-carido con la silicona.
En el siguiente ejemplo, se evaluaron jeringas (y émbolos)
de varios vendedores con formulaciones de 13vPnC, donde se
simularon por medio de agitaciédn condiciones de envio vy

manejo (descritas a continuaciédn).

Materiales

Se formuld el 13vPnC en 5 mM tampdn de succinato con-
tentivo del 0,85% NaCl y 4,4 pg/ml de serotipos 1, 3, 4,
5, 6A, 7F, 9v, 14, 18C, 19A, 19F y 23F y 8,8 npg/ml de se-
rotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F S.
pneumoniae y 8,8 pg/ml de serotipo 6B S. pneumoniae, con y

sin 0,25 mg/ml de fosfato de aluminio. Los recipientes en-
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sayados se enumeran a continuacién en la Tabla 6.
TABLA 6

RECIPIENTES

Recipientes
1l | Jeringas Vetter
Tipo vidrio sin tratar

Descripcidén
Formato a granel
1 ml de largo

Jeringés plésticas
0,1 mg silicona/

2 | Jeringas Schott TopPac®
3 | Jeringas BD Estufadas

Tipo 1 wvidrio sin tratar Tambor
4 | Jeringas BD Estufadas 0,04 mg silicona/
Tipo 1 vidrio sin tratar Tambor

5 | Jeringas con viscosidad Jeringas de 2,25 ml

BD Tipo 1 vidrio sin tratar

12599 c¢st silicona

Jeringas con viscosidad Elevada
BD Tipo 1 vidrio sin tratar

Jeringas de 1,0 ml
12500 cst silicona

7 | Jeringas BinderGlas, PS2 0,056 mg silicona/

Tipo 1 vidrio sin tratar Tambor
8 | Jeringas BiinderGlas, PS4 0,14 mg silicona/
Tipo 1 vidrio sin tratar Tambor
1 | Embolos West 4023/50 Flurotec® Embolos Flurotec®
B2-40
2 | Embolos West 4023/50 Flurotec® Embolos Flurotec®
B2-40
1| 13vPnC con AIPO, en jeringas BD Hypak | Control positivo, elevado

con émbolos West 4432 listos para se
usados y protectores de tapas
7025/65 EZ

2 | 13vPnC con AIPO, en jeringas sin
silicona con émbolos West 4023/50
Flurotec® B2-40

contenido de silicona

Control negativo, sin
tratamiento con silicona

Métodos

Formulacién y Procedimiento de Llenado. A continua-

cién se enumera en la Tabla 7 la receta para una formula-

cién de 2 litros de 13vPnC. En resumen, primero se afadié

el 0,85% salina a un cubilete de vidrio, seguido de 5 mM

tampén de succinato (pH 5,8) y luego en secuencia cada uno

de los conjugados de serotipos S. pneumoniae. La formula-

cién fue luego mezclada suavemente en una placa agitadora

y filtrada en una unidad de filtro de 0,22 pm Millipore®.

Para la formulacidén gue comprende AIPQy, el

AIPO; (0,25 mg/ml de concentracidédn final) fue luego afiadido
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y se mezcld la formulacidn suavemen£e. Luego se llenaron
las Jjeringas de prueba (0,58 ml/jeringa) y taparon con los
émbolos.

Simulacién de Envio con Agitacidén. Se utilizé un tor-
bellinador Digital Multitubefirma VWR® (Catdlogo No.
14005-826) para agitar laé muestra. Las jeringas llenadas
con 13vPnC fueron colocadas horizontalmente y fijadas por
dos placas de soporte del torbellinador. Se mantuvieron
muestras en la posicidén horizontal y agitaron a 500 rpm
con modo de pausa a 2-8°C durante veinticuatro horas.

Nefelometria. Se determinaron las antigenicidades es-
pecificas del serotipo mediante en ensayo de nefelometria
de ritmo utilizando anticuerpos especificos del tipo. Para
el 13vPnC con AIPO,;, se solubilizd el fosfato de aluminio
afnadiendo 1N NaOH. La solucidén fue inmediatamente neutra-
lizada anadiendo M &cido citrico. Para el 13vPnC sin AI-
POy, no se realizaron procedimientos de solubilizacién vy
neutralizacidén. El ensayo mide la tasa de cambio de la in-
tensidad de dispersién de la luz derivada del complejo de
anticuerpo-antigeno formado en la muestra utilizando nefe-
lémetro Beckman Array 360.

TABLA 7

TABLA DE FORMULACION DEL 13vPnC

Componente Tamano Conc. Conc. 13vPnC con 13vPnC sin
Lote Lote Requer. AIPO, ATPO,
(L) (ng/mL) (pg/mL) | Volumen (mL) | Volumen (mL)
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serotipo 1 2.000 0,506 4,4 17,39 17,39
serotipo 3 2.000 0.256 4,4 34,38 34,38
serotipo 4 2.000 0.530 4,4 16,60 16,60
serotipo 5 2.000 0,515 4,4 17,09 17,09
serotipo 6A 2.000 0,519 4,4 16,96 16,96
serotipo 6B 2.000 9,489 8,8 35,99 35,99
serotipo 7F 2.000 0,500 4,4 17,60 17,60
serotipo 9V 2.000 0,521 4,4 "16,89 16,89
serotipo 14 2.000 0,518 4,4 16,99 16,99
serotipo 18C 2.000 0,509 4,4 17,29 17,29
serotipo 19A 2.000 0,511 4,4 17,22 17,22
serotipo 19F 2.000 0,520 4,4 16,92 16,92
serotipo 23F 2.000 0,511 4,4 17,22 17,22
Tampédn de Succinato | 2.000 50,0 5000 200,0 200,0
en 0.85% Salina,

pH 5,8

AIPO, 2.000 3,250 250 153,85 ND
Salina 2.000 ND ND 1387,62 1541,46
RESULTADOS

En este estudio, las jeringas de diferentes vendedo-
res, que tienen diferentes niveles de silicona (Tabla 6),
fueron sometidas a condiciones de agitacién controladas.
La antigenicidad total de cada serotipo fue medida median-
te ensayo de Nefelometria tanto para las muestras pre-
agitacidén como postagitacién. Se calculd la pérdida de an-
tigenicidad siguiente a la agitacién (porcentaje) y se
muestra en la FIG. 2 a FIG. 7.

Antes del estudio, se optimizaron las condiciocnes de

agitacidén basadas en la pérdida de antigenicidad de 1los
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dos controles: (1) el control del peor caso (control posi-
tivo, elevado contenido de silicona; FIG. 2) y (2) el con-
trol del mejor caso (control negativo, sin silicona; FIG.
3). Las condiciones fueron luego optimizadas de tal modo
que la pérdida de antigenicidad fue baja en el control po-
sitivo, pero detectable en el control negativo. Esto fue
para asegurar que la adicidén no fuera ni demasiado débil
para producir precipitacién en las jeringas; ni demasiado
fuerte de tal modo que la precipitacién pudiese ser causa-
da por factores distintos a la interaccidén de la silicona
(verbigracia, mediante esfuerzos cortantes). De este modo,
se selecciondé la agitacién a 500 rpm (modo de pausa) du-
rante veinticuatro horas como la condicién de agitacidn
més adecuada, mientras se utilizdé una temperatura de 2-8°C
y una posicidén horizontal para similar las condiciones de
envio y manejo del producto en tiempo real.

De la siguiente manera se resumen los resultados del
estudio: Las mayores pérdidas de antigenicidad del 13vPnC
formulado con AIPO, ocurrieron en las jeringas con los ma-
yores de niveles de silicona (datos no mostrados). Por
ejemplo, de las jeringas enumeradas en la Tabla 6, la je-
ringa BD Hypak (control 1), la jeringa BD Estufada (jerin-
ga 3; 0,1 mg de silicona), la jeringa de elevada viscosi-
dad BD (jeringa 5) y la jeringa BlinderGlas PS4 (jeringa 8,
0,14 mg de silicona), cada una tenia uno o mds de los se-

rotipos de 13vPnC con mas del 10% de pérdida de antigeni-

75

2 8



cidad. Las pérdidas de antigenicidad més pequefias del
13vPnC formulado con AIPO; ocurrieron en las jeringas con
los niveles de silicona mé&s bajos. Por ejemplo, las jerin-
gas Vetter (FIG. 4) y las jeringas de pléstico Schott Top-
Pac (FIG. 5) fueron las mas similares a las jeringas sin
silicona (FIG. 2), demostrando ambas menos pérdidas de an-
tigenicidad para el 13vPnC formulado con AIPO,.

Se analizé la influencia del fosfato de aluminio so-
bre la estabilizacién del 13vPnC y la inhibicidén de la
formacidén de particulado en la presencia de jeringas sili-
conadas en experimentos utilizando 13vPnC formulado con vy
sin 0,25 mg/ml AIPO,, donde las jeringas utilizadas fueron
las jeringas Estufadas de bajo contenido de silicona (je-
ringa 4 en la Tabla 6) y las jeringas PS2 de bajo conteni-
do de silicona BinderGlas (jeringa 7 en la Tabla 6). Las
jeringas Estufadas de bajo contenido de silicona BD (0,04
mg de silicona/tambo) tipicamente presentaron menos del
10% de pérdida de antigenicidad para.los serotipos 13vPnC
formulados con AIPOs (FIG. 6A), por cuanto la pérdida de
antigenicidad para los serotipos 13vPnC formulados sin AI-
PO, (FIG. 6B) presentaron pérdidas de antigenicidad que os-
cilan del 5% (serotipo 1) hasta aproximadamente el 59%
(serotipo 23F). Las jeringas PS2 de bajo contenido de si-
licona BilinderGlas (0,056 mg de silicona/tambor) presenta-
ron menos del 5-8% de pérdida de antigenicidad (dependien-

do del serotipo) para el 13vPnC formulado con AIPO, (FIG.
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7RA), por cuanto la pérdida de antigenicidad para los sero-
tipos 13vPnC formulado sin AIPO, (FIG. 7B) presentd pérdi-
das de antigenicidad que oscilan aproximadamente del 5%
aproximadamente al 30% (dependiendo dél serotipo).

Asl, estos datos tomados juntos indican que: (1) 1la
pérdida de antigenicidad del 13vPnC fue mas grande en las
jeringas con los niveles mas grandes de silicona y (2) el
13vPnC formulado sin AIPO; sostuvo las pérdidas de antige-
nicidad superiores al 13vPnC con AIPO; en todas las jerin-

gas ensayadas.

EJEMPLO 5
LAS FORMULACIONES QUE COMPRENDEN SURFACTANTE OPTIMIZAN LA
AGLUTINACION DE LAS PROTEINAS ANTIGENICAS DE MENINGOCOCO
CON LOS ADYUVANTES DE SAL DE ALUMINIO

La proteina de N. meningitidis 2086 lipidade recombi-
nante (rLP2086) utilizada en este ejemplo fue expresada vy
purificada de la manera siguiente. Se expresd rLP2086 re-
combinantmente en E. coli utilizando una secuencia lider
nativa. Se siguieron los protocolos de fermentacién estan-
dares para E. coli utilizando medio definido libre de ani-
males y subsiguiente lisis celular. Se purificd la protei-
na de N. meningitidis 2086 lipidado recombinante a partir
de la pastilla de membrana con 50 mM Tris-HCl/5mM EDTA/1%

sarcosilo pH 8. Este extracto de sarcosilo fue ajustado
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hasta el 1% Zwittergent 3-14 (zZ3-14) y dializd dos veces
contra un exceso de 30 veces de 50mM Tris-HCl/5mM EDTA/1%
23-14. Se precipitdé el extracto de rLP2086 dializado con
el 90% etanol para remover el sarcosilo restante y se so-
lubilizé con 50mM Tris-HCLl/5mM EDTA/1% Z3-14 pH 8. Se re-
movié el material insoluble mediante centrifugacidén, se
pasdé el supernatante por encima de una columna de cromato-
grafia por intercambio de aniones y se recolectdé la
rLP2086 en la fraccidédn sin aglutinarse. El material sin
aglutinarse fue dializado dos veces contra un exceso de 30
veces de 25mM NaAc/1% Z3-14 pH 4,5 y se pasd por encima de
una columna de cromatografia por intercambio de cationes.
Se levigd la rLP2086 con un gradiente de 0-0,3M NACL y se
almacend congelada (-25°C).

La rLP2086 purificada fue luego formulada con 150 mM
NaCl, 0,020% Tween™80, 0,25 mg Al/mL de AIPO; y en los si-
guientes tampones: 10 mM de tampdén de fosfato a pH 7,0 y 5
mM de tampdn de succinato a pH 6,0. La Tabla 8 compara el
porcentaje de aglutinante de la proteina con el adyuvante
de AIPO,.

TABLA 8

AGLUTINACION DE LA rLP2086 CON EI ADYUVANTE

Tampdn Conc. Protei- | Proteina Aglutina-
na Total da con AIPO,
(pg/mL) (%)
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e

10 mM Tampén de Fosfato pH 400 68
7,0 contentivo 150 mM NacCl, 120 82
0,0% polisorbato 80 y 0,25

Mg Al/mL de AIPO,

5 mM Tampédn de succinato pH 400 81l
6,0 contentivo de 150 mM 120 100
NaCl, 0,0% polisorbato 80 y

0,5 ng Al/mL de AIPO,
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REIVINDICACIONES DIVISIONAL

1. Una formulacién que inhibe 1la agregacidén inducida por
silicona de un conjugado de polisacdrido-proteina comprendido en
un medio de recipiente siliconado, la formulacién comprende (i)
una solucidén salina tamponada de pH, donde el tampdén tiene un pKa
aproximadamente de 3,5 hasta aproximadamente 7,5, (1ii) una sal de

aluminio y (iii) uno o mas conjugados de polisacarido-proteina.

2. La formulacidén de la reivindicacién 1, en donde el tampédn es

fosfato, succinato, histidina o citrato.

3. La formulacidén de las reivindicaciones 1 a 2, en donde la

solucidn salina tamponada de pH tiene un pH de 5,5 a 7,5.

4. La formulacidn de la reivindicacién 1, en donde el tampdn es
succinato a una concentracién final de 1 mM a 10 mM y pH de 5,8

a 6,0. -

5. La formulacidén de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

en donde la sal en la solucidén salina tamponada de pH comprende

1231022-v1\BOGDMS 1



cloruro de magnesio, cloruro de potasio, cloruro de sodio o una

combinacidén de los mismos.

6. La formulacién de 1la reivindicacién 1, en donde dicha
solucidén salina tamponada de pH tiene un pH de 5,5 a 7,5, en
donde dicho tampén es histidina y en donde la sal en la solucién

salina tamponada de pH es cloruro de sodio.

7. La formulacidén de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

6, que comprende, ademds, un tensioactivo seleccionado del grupo

que consiste de polisorbato 20 (Twenn™20), polisorbato 40
({Twenn™40), polisorbato 60 (Twenn™60) , polisorbato 65
(Twenn™65), polisorbato 80 (Twenn”@O), polisorbato 85
(Twenn™85), Triton™ N-1 01, Triton™ X~100, oxtoxinol 40,
nonoxinol-9, trietanolamina, oleato, polipeptido de
trietanolamina, polioxietileno-660 hidroxiestearato (PEG-15,
Solutol -H-15), polioxietileno-35 ricinolato (Cremophor ELTM),

lecitina de soya y poloxamero.

8. La formulacién de la reivindicacién 7, en donde el

tensioactivo es polisorbato 80.

1231022-v1\BOGDMS 2 ®



9. La formulacién de 1la reivindicacién 8, en donde la

concentracién final de polisorbato 80 en la formulacién es 0,001%

a 10% de polisorbato 80 peso/volumen de la formulacién.

10. La formulacién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,

en donde la formulacién comprende, ademds, uno o més adyuvantes.

11. La formulacién de 1la reivindicacién 10,

en donde dicho
adyuvante es una sal de aluminio.

12. La formulacién de la reivindicacién 11, en donde dicha sal
de aluminio es hidréxido de aluminio,

fosfato de
sulfato de aluminio.

aluminio o

13. La formulacién de las reivindicaciones 1 a 12,

en donde el
conjugado de

polisacarido-proteina

comprende uno o

mas
polisacdridos de neumococo.

14. La formulacién de las reivindicaciones

1 a 13, que

comprende, uno o mas polisacdridos de meningococo,

ademéas,

una o

1231022-v1\BOGDMS
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mas proteinas antigénicas de meningococo, o una combinacién de

las mismas.

15. La formulacién de las reivindicaciones 1 a 14, gue
comprende, ademds, uno o mas polisacadridos de estreptococo, una o
mas proteinas de antigeno de estreptococo, o una combinacidén de

las mismas.

le. La formulacién de las reivindicaciones 1 a 15, en donde la
formulacién de conjugado de polisacarido-proteina es una
formulacién de conjugado de neumococo de wvalencia 7 (7vPnC) que
comprende polisacarido serotipo 4 S. pneumoniae conjugado con un
polipéptido CRMpg;, un polisacdrido serotipo 6B S. pneumoniae
conjugado con un polipé?tido CRM197, un polisacédrido serotipo 9V
S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRMlm, un polisacarido
serotipo 14 S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRM;s7, un
polisacarido serotipo 18C S. pneumoniae conjugado con un
polipéptido CRMjg7, un polisacdrido serotipo 19F S. pneumoniae
conjugado con un polipéptido CRMjs7, un polisacarido serotipo 23F

S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRMjgq.

1231022-v1\BOGDMS 4



17. La formulacidén de las reivindicaciones 1 a 15, en donde la
formulacidén de conjugado de ©polisacadrido-proteina es una
formulacién de conjugado de neumococo de valencia 13 (13vPnC) que
comprende un polisacdrido serotipo 4 S. pneumoniae conjugado con
un polipéptido CRM;g7, un polisacédrido serotipo 6B S. pneumoniae
conjugado con un polipéptido CRMig7, un polisacarido serotipo 9V
S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRM;g7, un polisacéarido
serotipo 14 S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRM;g7, un
polisacarido serotipo 18C S. pneumoniae conjugado con un
polipéptido CRM;97, un polisacarido serotipo 19F S. pneumoniae
conjugado con un polipéptido CRMjg7, un polisacérido serotipo 23F
S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRMie7, un polisacarido
serotipo 1 S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRM;q¢7, un
polisacarido serotipo 3 S. pneumoniae conjugado con un
polipéptido CRM;97, un polisacdrido serotipo 5 S. pneumoniae
conjugado con un polipéptido CRMig7;, un polisacédrido serotipo 6A
S. pneumoniae conjugado con un polipéptido CRM;e7, un polisacarido
serotipo 7F S. pneumoniae conjugado con un-polipéptido CRMjg7 y un
polisacarido serotipo 19A S. pneumoniae conjugado con un

polipéptido CRM;g;.
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18. La formulacién de las reivindicaciones 1 a 17, en donde
dicho tampén es un tampén de succinato a una concentracién final

de 5 mM.

19. La formulacién de las reivindicacicnes 1 a 17, en donde el
conjugado de polisacarido-proteina comprende una o mas
polisacaridos de neumococo, el tampdén es histidina, la sal en la
solucidén salina tamponadade pH es cloruro de sodio y la sal de

aluminio es fosfato de aluminio.

20. La formulacién de las reivindicaciones 1 a 17, en donde el
conjugado de polisacarido-proteina comprende una o) mas
polisacaridos de neumococo, el tampdn es histidina a pH 5,8, la
sal en la solucién salina tamponada de pH es cloruro de sodio y

la sal de aluminioc es fosfato de aluminio.

21. Una formulacién que estabiliza una composicién de proteina
de N. meningitidis 2086, la formulacién comprende (i) una
solucidn salina tamponada de pH, en donde el tampdn tiene un pKa
de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 7,5, (1i) un

tensioactivo y (iii) una proteina de N. meningitidis 2086.
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22. La formulacién de 1la reivindicacién 21, en donde el

tensioactivo es polisorbato 80.

23. La formulacién de la reivindicacién 22, en donde la '

formulacién comprende, ademéds, un adyuvante de sal de aluminio.

24. Una formulacién que inhibe 1la agregacién inducida por

silicona de una composicién de proteina de N. meningitidis 2086

comprendida en un medio de recipiente siliconado, la formulacién

comprende (i) una solucién salina tamponada de pH, en donde el
tampén tiene un pKa de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 7,5,
(ii) una sal de aluminic (iii) una proteina de N. meningitidis

2086.
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FORMULACIONES NOVEDOSAS QUE ESTABILIZAN E INHIBEN

LA PRECIPITACION DE COMPOSICIONES INMUNOGENICAS

Resumen
La presente invencién trata de la necesidad existente
en el arte de mejorar la estabilidad de composiciones in-

munogénicas tales como conjugados de polisacarido-proteina

e inmunégenos de proteina. La invencién trata ampliamente

de formulaciones novedosas que estabilizan e inhiben la

precipitacién de composiciones inmunogénicas. Mas particu-

larmente, la invencidén descrita en lo sucesivo, trata de

la necesidad en la técnica de formulaciones que estabili-

cen e inhiban la formacién particulado (verbigracia, agre-

gacidén, precipitacién) de composiciones inmunogénicas que

son procesadas, desarrolladas, formuladas, manufacturadas

y/o almacenadas en recipientes tales como fermentadores,

biorreactores, frascos, contenedores, bolsas, jeringas,

tapones de caucho, tuberia y similares.
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addresses a need in the art for formulations which stabilize
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tation) of immunogenic compositions which are processed,
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then dialyzed twice against a 30-fold excess of 25 mM NaAc/
1% 73-14 pl1 4.5, and passed over a cation exchange chro-
matography column. The rLP2086 was eluted with a 0-0.3M
NaCl pradient and stored frozen (-25° C.).

The purificd r.P2086 was then formulated with 150 mM
NaCl, 0.020% Tween™80, 0.25 mg Al/mL of AIPO,, and in
the following buffers: 10 mM phosphate buffer at pt1 7.0 and
5 mM succinate buffer at pH 6.0. Table 8 compares protein
binding percentage to the AIPO, adjuvant.

TABLE 8

RI,P2086 BINDING TO ADJUVANT

Tota! Protein Cone.  AIPO, Bound
Buffer {g/ml) Prolein (%)
10 mM Phosphate bunffer pIl 400 68
7.0 containing 150 mM 120 82

NaCl, 0.02% polysorbate 80

and 0.25 mg Al/mL of AIPO,

S mM Suceinate bufler pH 400 81
6.0 containing 150 mM 120 100
NaCl, 0.02% polysorbate 80

and 0.25 mg Al/mT. of AIPO,
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What is claimed is:

1. A formulation which stabilizes a polysaccharide-protein
conjugate, the formylation comprising

(i) a pIT buffered saline solution, wherein the buffer has a
pKa of about 3.5 to about 7.5,

(ii) polysorbate 80 at a final conceniration of at least
0.001% to 0.05% polysarbate 80 weight/volume of the
formulation, and

(ii1) one or more polysaccharide-protein conjugates com-
prising one or more pnenmococcal polysaccharides.

2. The formulation of claim 1, wherein the polysaccharide-
protein conjugate formulation is comprised in a container
means selected from one or more of the group consisting of a
vial, a vial stopper, a vial closure, a glass closure, a rubber
closure, a plastic closure, a syringe, a syringe stopper, a
syringe plunger, a flask, a beaker, a graduated cylinder, a
fermentor, a bioreactor, tubing, a pipe, a bag, a jar, an
amponle, a cartridge and a disposable pen.

3. The formulation of claim 2, wherein the container means
is siliconized.

4. The formulation of claim 1, wherein the buffer is succi-
nate at a final concentration of 1 mM (o0 10 mM. ~

5. The formulation of claim 1, wherein the polysorbate 80
has a final concentration of at least 0.01% to 0.05% polysor-
bate 80 weight/volume of the formulation.

6. The formmlation of claim 1, further comprising one or
more meningococcal polysaccharides, one or more meningo-
coccal antigenic proteins, or a combination thereof.

7. The formulation of claim 1, further comprising onc or
more streptococcal polysaccharides, one or more streptococ-
cal antigenic proteins, or a combination thereof.

8. The formulation of claim 1, wherein the polysaccharide-
protein conjugate formulation is a 7-valent pneumococcal
conjugate (7vPnC) formulation comprising a S. preumoniae
serotype 4 polysaccharide conjugated to a CRM,,, polypep-
tide, a S. prewmoniae serotype 613 polysaccharide conjugated
lo a CRM 4, polypeptide, a S. preumoniae serotype 9V
polysaccharide conjugated to a CRM o, polypeptide, a S.
preumoniae serotype 14 polysaccharide conjugated to a
CRM, o, polypeptide, aS. pneumoniae serotype 18C polysac-
charide conjugated to a CRM,, polypeptide, a S. preumo-
niae serotype 19 polysaccharide conjugated to a CRM,4,,
polypeptide and a S. preumoniae scrotype 23F polysaccha-
ride conjugated fo a CRM, 5, polypeptide.

9. The formulation of claim 1, wherein the polysaccharide-
protein conjugate formulation is a 13-valent pneumococeal
conjugate (13vPnC) formulation comprising a S. pneumoniae
serotype 4 polysaccharide conjugated to a CRM 4, polypep-
tide, a S. pneumoniae serotype 613 polysaccharide conjugated
to a CRM,,, polypeptide, a S. preumoniae serotype 9V
polysaccharide conjugated 1o a CRM,,, polypeptide, a S.
pneumoniae serotype 14 polysaccharide conjugated to a
CRM, 5, polypeptide, a S. preumoniae serotype 18C polysac-
charide conjugated to a CRM o, polypeptide, a S. preumo-
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niae serotype 191 polysaccharide conjugated to a CRM,,,
polypeptide, a S. pneumoniae serotype 23F polysaccharide
conjugated to a CRM,,, polypeptide, a S. piretmoniae sero-
type 1 polysaccharide conjugated to a CRM 5, polypeptide, a
S. pneumoniae scrotype 3 polysaccharide conjugated to a
CRM, o, palypeptide, a S. prcumoniae serotype 5 polysac-
charide conjngated to a CRM,,, polypeptide, a S. preumo-
niae serotype GA polysaccharide conjugaled o a CRM ,,
polypeptide, a S. preumoniae scrotype 7F polysaccharide
conjugated to a CRM,,, polypeptide and a S. preumoniae
serolype 19A polysaccharide conjugated 10 a CRM .,
polypeptide.

10. The formulation of claim 1, wherein the formulation
further comprises an adjuvant,

11. The formulation of claim 10, wherein the adjuvant is
aluminum phosphate.

12, The formulation of claim 9, wherein the formulation
further comprises an adjuvant.

13. The formulation of ¢laim 12, wherein the adjuvant is
aluminum phosphate.

14. The formulation of claim 13 wherein the aluminum
phosphate is present at a final concentration of about 0.25
mg/ml.

15. The formulation of claim 9, wherein the bulter is suc-
cinate at a final concentration of 1 mM to 10 mM and pH 5.8
0 6.0.

16. The formulation of claim 1, wherein the buffer is phos-
phate, succinate, histidine or citrate.

17. The formulation of claim 3, wherein the succinate
buffer has a ph of 5.8 (0 6.0.

18. The formulation of claim 1, wherein the pll buffered
saline solution contains sodium chloride.

19. The formulation of claim 18, wherein (he buller is
succinate at a final concentration of 5 mM.

20."The formulation of claim 19, wherein the bufler is at pI1
5.8.

21. A formulation which stabilizes a polysaccharide-pro-
tein conjupate, the formulation comprising

(i) a pH buffered saline solution, wherein (he bufTer is
succinate at a final concentration of about 1 mM to 10
mM and pl1 5.8 to 6.0,

(ii) polysorbate 80 at a final concentration of at least 0.01%
tn 0.05% polysorhate 80 weight/volume of (he formula-
tion;

(ii1) a 13-valent pneumococceal conjugate (13vPnC) formu-
lation comprising a S. preumoniae serolype 4 polysac-
charide conjugated to a CRM, o, polypeptide, a S, preu-
moniae scrotype 6B polysaccharide conjugated 1o a
CRM,,, polypeptide, a S. prneumoniae serotype 9V
polysaccharide conjugated to a CRM |, polypeptide, a
S. prneumoniae serotype 14 polysaccharide conjugated
to a CRM, y, polypeptide, a S, prenmoniae serotype 18C
polysaccharide conjugated to a CRM,,, polypeptide, a
S. pneumoniae serotype 19T polysaccharide conjugated
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to a CRM,,, polypeptide, a S. preumoniae serotype 231°
polysaccharide conjugated to a CRM,,,, polypeptide, a
S. preumoniae serotype 1 polysaccharide conjugated (o
a CRM, o, polypeptide, a S. preumoniae serotype 3
polysaccharide conjugated to a CRM, 5, polypeptide, a
S. preumoniae serotype 5 polysaccharide conjugated to
a CRM,,, polypeptide, a S. preumoniae serotype 6A
polysaccharide conjugated to a CRM, o, polypeptide, a
S pneumoniae serotype TF polysaccharide conjugated'
o a CRM, y, polypeptide and a S. pneumoniae serotype
19A polysaccharide conjugated to a CRM,,, polypep-
tide.

22. The formulation of claim 21, wherein the final concen-
tration of the succinate buffer is 5 mM.

23. The formulation of claim 21, wherein the pl1 buffered
saline solution contains sodium chloride,

24. The fornmlation o ¢laim 23, wherein the sodium chlo-
ride is present at a final concentration of 150 mM.

25. The formulation of claim 21, wherein the formulation
further comprises an adjuvant, the adjuvant being aluminum
phosphate.

26.°A Jormulation which stabilizes a polysaccharide-pro-
tein conjugate, the formulation comprising

(i) a pH buflered saline solution containing sodium chlo-
ride, wherein the buffer is succinate at a final concentra-
tion of about 5 mM and ph 5.8;

(ii) polysorbate 80 at a final concentration of at least 0.01%
to 0.05% polysorbate 80 weight/volume of the formula-
tion;

(iii) a 13-valent pneumococcal conjugate (13vPaC) formu-
lation comprising a S. preumoniae serotype 4 polysac-
charide conjugated to a CRM, o, polypeptide, a S. preu-
moniae serotype 613 polysaccharide conjugated to a
CRM,,; polypeptide, a S. preumoniae serotype 9V
polysaccharide conjugated 1o a CRM 5, polypeptide, a
S. pneumoniae serotype 14 polysaccharide conjugated
10 aCRM, 4, polypeptide, a S. pneumoniae scrotype 18C
polysaccharide conjugated to a CRM, 4, polypeptide, a
S. pneumoniae serotype 19F polysaccharide conjugated
1o a CRM, ,, polypeptide, a S. pneumeoniae serotype 237
polysaccharide conjugated to a CRM, ,, polypeptide, a
S. pneumoniae scrotype 1 polysaccharide conjugated to
a CRM,,; polypeptide, a .S. pneumoniae serotype 3
polysaccharide conjugated to a CRM,,, polypeptide, a
8. preumoniae serotype 5 polysaccharide conjugated o
a CRM,y, polypeptide, a S. preumoniae scrotype 6A
polysaccharide conjugated to a CRM,,, polypeptide, a
S. pneumoniae serotype 7F polysaccharide conjugated
to a CRM, , polypeptide and a S. preumoniae serotype
19A polysaccharide conjugated to a CRM, o5 polypep-
tide; and

(iv) an adjuvant comprising aluminum phosphate present
at a final concentration of about 0.25 mg/mL.
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