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ANEX S
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la sollcitud.

Documento que acredita la existencla y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Paderes, si fuere el caso. Ver expediente No. 06—051 , 744Adjunto copla simple
Documento de cesldn del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copla de la solicitud internaclonal. (Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos).

Traduceldn de la solicltud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, relvindicaclones,
dibujos).

Copla del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Intermacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccldn del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conodmientos
tradiclonales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bloldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o tftulos obtenldos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parclal o totalmente con la Invenclén de esta
solidtud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solicltud Internaclonal.

Otros. Bisgueda Internacional

FIGURA CARACTERISTICA:
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NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE

Solicito la concesidn de la patente,

-

Instrucciones para el diligenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta pégina.




LISTA DE INVENTORES PCT/IB2005/000804

PAUL JOSEPH DOMINOWSKI
13812 South Kellogg School Road,
Hickory Corners, Michigan 49060
Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense.
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Connecticut 06333,

Estados Unidos de Ameérica
Nacionalidad: Estadounidense.

RICHARD LEE KREBS
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Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense.

RAMASAMY MANNAR MANNAN
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TRADUCCION OFICIAL ¥Wo. 05-223

Efectuada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Sergio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e

Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 expedida por el
Ministerlio de Justicia y del Derecho el 11 de febrero de 2002.

Traduccidédn de las Autenticaciones Notariales y subsiguientes
correspondientes a un Poder otorgado por PFIZER PRODUCTS,
INC., a Carlos R. Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Ana Maria
Frieri y/o Juan Guillermo MNoure y/o MNatalia Castro,
documento este que viene en esgpafiol, se explica por si solo y
fue firmado por Grover F. Fuller, Jr. el 17 de noviembre de

2005 en Nueva York, Estados Unidos de América.

También en inglés y en espafiol viene Certificacién Notarial
mediante la cual se confirma el nombre y cargo de Grover F.
Fuller, Jxr, asi como la existencia legal de la compafiia.
Dicha certificacién notarial estd firmada por Susan Z.
Killian, Notario Piblico de Nueva York, cuyo cargo expira el
4 de octubre de 2008, segin consta en su correspondiente
sello notarial.

Suscrito y jurado ante mi el 17 de noviembre de 2005.

(Fdo.) Susan Z. Killian

SEn6l0 ANDRES RUEYL IHVTHAS
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ESTADO DE NUEVA YORR - CONDADO DE NUERVA YORK No. 467518

El suscrito, Norman Goodman, Escribanc del Condado y del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provisto de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Susan Z. Killian, cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracién jurada o certificade de reconocimiento anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario Pablico, en y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
que conforme a la ley en mi despacho obra un certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario Pdiblico o he comparado la
firma que aparece en el instrumento anex¢o con la que reposa
en los archivos de mi oficina, y creo en conciencia que la

misma es auténtica.

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi pufio y letra y estampo mi sello

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005.

(Fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Estado de Nueva York.

SERGID ANDIES RUEDA 151 ss
¢.GCI ..M
THADIICTGH E INTERPRETE GFIGIAL
EIPARNL - INGLES / IHGLES - ES: * LiL
REENT K10 Mo, DTANDF FERRENG | 2002

MRS TRRID L JULTICIA Y DEL DENECKHD



APOSTILLA
(Convencién da La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
El presente documento piblico
2. Fue firmado por: Norman Goodman
3. Que actudé en su calidad de: Escribano del Condado
4. Lleva el sello del Condado de Nueva York
Se certificd:
5. En Nueva York, Nueva York
6. El 22 de noviembre de 2005
7. Por parte del Secretario de Estado, (Encargado} del
Estado de Nueva York
8. Bajo el Nimero NYC-10404952A
9. Aparece Sello del Estado de Nueva York
10. Firmado por: James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

Es traduccién fiel y completa efectuada por:

SERGID AFDES RNZOA IRIESIAS

S 8
J TEADUCTOR B MNTERSIENY OFICIAL
Sergio Andrés Rued Igle51as Esveafln, - IHGLES / (15LES - E5TARCL
fal e 0 YO ML LRI R AN 1), 2002
c.c. 80.424.773 de BOQOta Wi <R BRI BE JSivid Y DL L lie O
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Apostille

{Corvention de La Haye du 5 Ocinbre 1081)

Country: United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting In the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

At New York, New York 6. the 22nd day of November 2005
by Speacial Deputy Sacretary of State, State of New York
No. NYC-10404952A

Seal/Stamp 10. Signature

5W@;

James Bizzanmi
Special Deputy Secretary of State




COLOMBIA

OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Power of Attorney Poder
The undersigned, El suacrito,
PFIZER PRODUCTS INC.,
domiciled in domicilisdo en

Eastem Point Road, Groton, State of Connecticut 06340, United States of
America

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Ian Raisbeck and/or
Ana Mar{a Frierl and/or Juan Guillermo
Moure and/or Natalia Castro full and
sufficient Power of Attomey to file, prosecute,
obiain, defend and enforce any and sll of the
company's Patents for Inventions, Utility Models,
Layout-Designs (topographies) of Integrated
Cirenlts, Industrisl Designs, Trademarks,
Adverthing Slogans, Trade Names, Commercial
Emblems, Geographical Indications, Protection of
Trade  Scerets, Obtaluer’s  Certifleates,
Copyrights, Registrution of Domsin Names,
Health Reglsirations, or any other Intellectual
property right in the Republlc of Colombis, to
which end it empowers them to teke. all steps
neceasary before any administrefive or judicial
authority of any cleas for the objects stated, to file
petitions, recourses, replles snd oppositions, pay
taxes and annuities, request testimonies, receive
dacuments gnd securities, shandon' applicetions and
collect refunds. Sufficlent power is hereby granted
to receive notifications on behalf of the Company, to
confer powers on those who are to represent the
company judiclally and extrajudiclally, to answer in
court in the matter of all claims and demands that
may be presented in connection with the objects
stated, giving them llkewise power to substitute theae
presents and revoke such substitutions.

Signature/Firma:

Date/Fecha:

por medio del presente otorga 8 Carlos R.
Olarte y/o J. Tan Raisbeck y/o Ana
Maria Frierl y/o Juan Guillermo
Moure y/o Natalla Castro poder especial,
amplio y suficiente para presentar, (ramitar,
obiener, defender y hecer respelar todns y
cusiquiera de las Patentes de Invencldn, Modelos
de Utllidad, Esquemss de Tramados de
Circaltas Integrados, DiseBios Indusiriales,
Marcas, Lemas Comerciales, Nombres
Comerelales, Eunssias Comerelales,
Denominaciones de Origen, Protecclén de
Seeretos Empresariales, . Certificados de
Obtentor, Derechos da Auntor, Registro de
Nombres de Dominio, Reglstros Sanitarlos, o
cualquier otro blen do propiedad intelectual de
la compalilia en In Repiiblica de Colombia, a cuyo
efecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad adminigtrativa
o judicia) de cuglquier jerarquis parn cumplir con
lo encomendado, elevar solicliudes, recursos,
respuesias y opnsiciones, pagar impuesios y
anualidades, solicitar testimonios, recibir
documentas y velores, desistic y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compafis, otorgar podercs a
quienes vayan a representar a ls compafila judicial
y extrajudicinimente, responder en juiclo a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
1o cncomendado so presentaren, déndoles
asimismo faculisd para sustituir el presenic y
revocar dichas sustituciones.

Grover F. Fuller, Jr.
Vice President, Attorney-In- Fact

{7 Nowmbeo? 005

City,Country/Ciudad,Pafs: ﬂm% NY usA

Cadas R. Olanio
}. Tan Rakheck
Ama Mads Friexi
Juan Gulllermo Moo
Mol Carro
Zayds Chahin
Zazve Ravid
]lqnﬁ_nﬂ-pnn
Josz Lais Loodaio
Camilo Alvarex
Felipe
Carilo Roddguen
Sestingo Panlo
OF Conuaend

Grciela Mein

Waorid Trade Center - Torre A, Calle 100 No. BA — 37, Piso 10, Bogota D.C., Colombia
Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, mmmmm



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISSECK & FRIERI LTDA.

Notarial Certification
On this date,

The undersigned Notary Public certifies:

1. That

O

Certificacién Notarial
En eata fecha,

el Notario Piblico suscrito certifica:

1. Que

Grover F. Fuller, Jr.

of legal age and domiciled in

mayor de edad y domiciliado

Stroet 150 East 42™ Street
City__ New York
State _New York 10017-5612 USA

signed the foregoing document.

2 That the grantor hag executed the foregoing
document as Vice Pregident, Attorney-In-Fact
of PFIZER PRODUCTS INC.

3. et PFIZER PRODUCTS INC,

having its principal place of business located in
Groton, State of Connecticut 06340,
Unlted States of America

is duly incorporated, is currenily in existence, and
that tha purposes for which the Power of Attorney is
granted are within the scope of ila corporate

purpades.

4. That the grantor has the authority to execute the
Power of Attorney and that his’her repregentation is
logal.

auscribié el documento qua entecede.

2, Quo el otorganic ha muscrito &l referido
documento en su caricter de

de

4. Que
con sede principel ubicads en

estd legalmente constituida, que tiene existencin
legal vigente y que loa propdsitos para los cuales
v otorga ol poder so encuentra dentro de los que
compranden su cbieto social.

4. Quo el otorgante tiene la representacién pars
suscribir el poder. y que &ota e legitima.

NOTARY PUBLIC (Signature): %-\aml \QW

Pigiadde 5



y whime name Is subscribed to the annexed sffiduvic, deposition, centificste of uknn'le.dment or

] 467518 ™'

Stnte of MHew Yurk .
Gounty of New York, a8

proof, wes st the
thoie uf wnking the same 8 NOTARY PUDLIC ia and foc the State of New York duly commissioned, awom and
qualifie) to nct as suchy that pursuant to law, & commission or a cenificace of his c&elal charscter, with his

I, HORMAN QOODMAM, Couney Ci tie Mapremi Court of the Staté of

Mew Yark, in end for the County ol l\lew-Ymk.
; DO HEREBY CERTIFY pursusat to

Co
Bx

La | =y

y

sutograph signatuze has been Glet in my officej that ae thetime of lll:lnlh-uch proof, scknowledgment or oath, ke . )

wan duly suthorlzed to take the samej thet { am well acquainied with the handwriing of such NOTARY PUBLIC
ot bave coppared the signature on the stnexed nstrument with Lils sutograph signatuze deposited In my office, and

1 belleve that such signatuze b gesiulne. .

. IN WITNESS WHERLOF, 1 have herennio set piy hand aflized my official seal this
; ; .

ITE PAID 5).00 —hE <A, %&“JAW

Cu'ly q‘gh :«l 9""}3’ )Ec Sprnu Court, New York Comlty

iy v
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(43) Internutionu] Publication Date
20 October 2005 (20.10.2005)

" PCT

(10) International Publication Number

WO 2005/097181 Al

(51) Inlernalional Fatent Chnlllﬂlhu' A6G1RK 39/®,

39/12, 39K

{21) International Application Number:

. PCT/IB2005/000804
(22) Internationa! Fillng Date: 24 Murch 20035 (24.03.2005)
(25) Filing Language: Bngtish
(26) Publicailon Language: English

(30) Priorily Dala:

60/559,677 5 April 2004 (05.04.2004) US

(71) Applicunt (for all designated Staiex rocept US): PFIZER
PRODUCTS INC IUHUSI Easic Point Road, Groton,
CT 06340 (US).

(72) Inveniors; and

(73) Inveniora/Applicunts (for US only):
Puul, Juseph [US/S]; 13812 Sauth Kellogs School Road,
Hickory Comers, M1 4906i) (US). KLOSE, Pamela, Kuny
(US/US]; 66 Qurxilcrest Road, Esst Lyme, CT 06313
(US). KRERS, Richard, Lee [US/US]); 27004 Ranch
Road, Ashland, NE 68003 (US). MANNAN, Rumasamy,
Mannar |US/US]; 5275 Snowhind Court, Kalamazoo, M1
49009 (US).

DOMINOWSKI,

(74) Agent: FULLER, Grover, F,, Jr.; Plizer Inc., 201 Tabor
Road, Morris PLains, NJ 07950 (US).

(81) Destgnated Sintes (unless otherwise indicaied. for every
kind of mational protecrion available): AR, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA. BB, BG, BR, BW, BY, BZ,CA,CH, CN,
CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, BEG, ES,'Fl,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU. ID, IL, IN, IS, JF. KB,
KG, KP. KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, N1, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, RU, 8C, SD. SE. SG, SK. 5L, SM, SY, TJ,
T™M, TN, TR, TT, TZ, UA'UG, US, UZ, VC, YN, YU, ZA
™, ZW.

(84) Dosignaled Siates (unless otherwise indicaled, for every
kind of regional protevsion available): ARIPO (BW, GH,
M, KR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL. SZ, TZ, UG. ZM,
ZW), Eurusiun (AM, AZ. BY, KQ. KZ, MD, RU, TJ, TM},
Buropesn (AT, BR, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, BE, ES. 1,
FR,GB, GR, WU, IR, IS, IT, LT, LU. MC, N\, F1, PT. RO,
SE. S1, SK, TR), OAP1 (BF, B). CF. Q. C1.CM, GA. GN,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
—  with inlemational search report

For two-letier codes and other abbrevialions, refer to the "Guld-
ance Notes on Codns and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of eoch regular issue of iha PCT Gazelte.

(34) Tiile: MICROFLUIDIZED OI1.-IN-WATER EMULSIONS AND VACCINE COMPOSITIONS

(57) Absiract: This invention provides submicron oil-in water emulsions uscful as a vaccine adjuvant for enhancing the immuno-
genicity of antigens. The presen! invention also provides vaccine compositions containing an antigen combined with such emulsions
intrinsically or exirinsically. Methods of preparing the emulsions and vaccines are also provided by the present invention
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crofluldi il-in-Water Emulsion V Com

FIELD OF INVENTION

This invention relates generally 1o the fleld of vaccines and particularly, to adjuvant
formulations for enhancing immune response in veterinary animals. In particular, the Invention
relates 1o the use of a submicron oil-in-water emulsion as a vaccine adjuvant for enhancing the
immunogenicity of antigens. Submicron oll-in-water emulsion formulations, vaccine
compositions containing an antigen incorporated into such emulsions, as well as methods of
preparing the emulisions and vaccines, are provided by the present invention. The present
invention also provides composilions containing complexes formed by a saponin glycoside and
a sterol suitable for use in vaccines.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Bacterial, viral, parasitic and mycoplasma infections are wide spread in the veterinary
animals such ag cattle, ewine and companion animal. Diseases caused by these infectious
agents are often resistant to antimicrobial pharmaceutical therapy, leaving nd effective means
of treatment. Conseqtiently, a vaccinology approach is Increasingly used to control the
infectious disease in the veterinary animals. A whole infectious pathogen can be made sultable
for use in a vaccine formulation after chemical inactivation or appropriate genetic manipulation.
Alternatively, a protein subunit of the pathogen can be expressed in a recombinant exbrauion
system and purified for use in a vaccine formulation.

Adjuvant generally refers o any material that increases the humoral and/or cellular
immune response to an antigen. The traditional vaccines are composed of crude preparation
of killed pathogenic microorganisms, and the impuritles associated with the cultures of
pathological microorganisms could act as adjuvant to enhance the immune response.
However, when.homogeneous preparations of pathological microorganisms or purified protein
subunits are used as anligens for vaccination, the immunity invoked by such antigens is poor
and the addition of cenain exogenous materials as adjvuant therefore becomes necessary.
Further, synthetic and subunit vaccines are expensive 10 produce. Therefore, with the aid of
adjuvant, a smaller dose of antigen may be required to stimulate the immune response, thereby
saving the production cost of vaccines.

Adjuvants are known o act in @ number of different waye to enhance the immune
response. Many adjuvante modify the cytokine network associated with inmune responsa.
These immunomodulatory adjuvants can exen their eflect even when they are not together with
antigens. In ganeral the immunomodulatory adjuvants cause a general up-regulation of certain
cytokines and a concomitant down regulation of others leading to a celiular Th1 and/or a
humoral Th2 response.

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

1
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resuh of this preservation of antigen conformation by the adjuvant formulation, the vaccine
would have an increased shelf-life such as that shown for immune stimulating complexes
(ISCOMs). Ozel M.,et.al.; Quarternary Structure of the Immunestimmuilating Complax (Iscom),
J.of Ultrastruc. and Molec. Siruc. Bes. 102, 240-248 (1988).

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

Based on thelr physical nature, adjuvants can be grouped under two very broad
categories, namely particulate adjvuants and non-particulate adjvuants. Particulate adjuvants
exist as microparticles. The immunogen is elther able 1o incorporate or associate with the
microparticles. Aluminum &alts, water-in-oil emulsions, oil-in-water emuislons, immune
stimulating complexes, lipcsomes, and nano- and microparticles are exampiles of particulate
adjuvants. The non-particulate adjuvants are generally immunomodulators and they are '
generally used in conjunction with particulate adjuvants. Muramyl dipeptide (an adjuvant-active
component of a peptidoglycan exiracted from Mycobacteria), non-lonic block capolymers,
Saponins (a complex mixture of triterpenocids extracted from the bark of the Quillaja saponaria
tres), Lipid A (a disaccharide of giucosamine with two phosphate groups and five or six fatty
acid chains generally C12 to C16 in length), cytokines, carbohydrate polymers, derivetized
polysaccharides, and bacierial toxins such as cholera toxin and E. cof labile toxin (LT) are
examples of non-particulate adjuvants. '

Some of the best-known adjuvanis are combination of non-particulate -
immunomodulators and particulate materials which could impart depdt effect to the edjuvent
formulation. For example, FCA combines the immunomodualtory propertiee of Mycobactenium
tubercuiosis components along with the short-term depot effect of oll emuisions.

Oll emulsions have been used as vaccine adjuvant for a long time. Le Moignic and
Pinoy found in 1918 that a suspension of killed Saimonelfa typhimuriumn in mineral ol increased
the immune response. Subsequently In 1925, Ramon described starch oll as one of the
substances augmenting the antitoxic response to diptheria toxoid. However, the oll emulsions
did not become popular until 1837 when Freund came ot with his adjuvant formulation now
known as Freund's Complete Adjuvant (FCA). FCA is a water-in-oll emulsion composed of
mineral (paraffin) oil mixed with killed Mycobateria and Ariacel A. Aracel A Is principally
mannide monooleate and is used as an emulsifying agent. Although FCA is excellent in
inducing an antibody rasponse, it causes severe pain, abscess formation, fever and
granulomatous inflammation. To avoid these undesirable side reactions, iIncomplete Freund's
Adjuvant (IFA) was developed. IFA is similar to FCA in its composition except for the absence
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of mycobacterial components. IFA acts through depot formulation at the site of injection and
slow release of the antigen with stimulation of antibody-producing cells.

Another approach to improve FCA was based on the notion that replacing the mineral
oll with a biocompatible oil would help eliminate the reactions assoclated with FCA at the
injection site. It was also belleved that the emuision should be oi-in-water rather than water-in-
oil, because the latier producas a long-lasting depof at the injection site. Hilleman et al.
described an oil-based adjuvant "Adjuvant 65", coneisting of 86% peanut oil, 10% Aracel A as
emulsifier and 4% aluminum monostearate as stabilizer. Hilleman, 1968, Prog. Med. Virol. 8:
131-182; ilillaman and Beale, 1683, in New Approaches to Vaccine Development (Eds. Bell, .
and Torrigianl, 65'.' Schwabe, Basel. ' in humans, Adjuvant 86 was safd and potent but
exhibited less adju;r,anticlly than IFA. Nevertheless, the use of Adjvuant 65 was discontinued
due to reactogenicily for man with certain lots of vaccine and reduction in adjuvanticity when a
purified or synthelic emulsitier was used in place of Arlecel A. U.S. Patenis 5,718,904 and
5,600,942 teach that the mineral oil in the oRf-in-waler emulsion can be replaced with
metabolizable oil for the purpose of improving the safety profile.

Besides the adjuvanticity and safety, the physical appearance of an' emulsion is also an
important commaercial consideration. Physical appsarance depends on the stability of the
emulsion. Creaming, sedimentation and coalescence are indicators of the emulsion instability.
Creaming occurs when oll and aqueous phases of the emulsion have different specific gravity.
Creaming also occurs when the initial droplet size of the emulsion is large and the emulsion
droplets are not having any Brownian motion. When the droplet size is large, there Is a
tendency for the interfacial rupiure and the droplets coalesce into large particles. The stabliity
of the emulsion ie determined by a number of factors such as the nature and amount of
emulsifier uéed, the size of the droplet size in the emulsion, and the difference in the density
between the oil and waler phase.

Emulsifiers promota stabilization of dispersed droplet by reducing the interfacial free
energy and creating physical or electrostatic barriers to droplet coalescence. Nonlonic as well
as ionic detergents have been used as emulsifiers. Nonionic emulsifiers orient at the interface
and produce relatively bulky structures, which leads to steric avoidance of the dispersed
droplets. Anlonic or cationic emulsifiers induce formation of an electrical double layer by
atiracting counter lons; the double layer repuisive forces cause droplets to repel one another
when they approach.

Besides using the emulsifiers, the stability of the emulsion can also be achieved
through reducing the droplet size of the emulsion by mechanical means. Typically propeller
mixers, turbine rotors, colloid mills, homogenizers, and sonicators have been used to
manufacture emulsions. Microfluidization is another way to increase the homogeneity of the
droplet size in the emulsion, Microfluidization can produce an elegant, physically stable
emuilsion with consistent particle size in the submicron range. Besides increasing the stabllity
of the emulsion, the process of microfluidization allows terminal filtration which is a preferred
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way of ensuring the sterifity of the final product. Moreover, submicron oll particles can pass
from injection sites ino the lymphatics and then to lymph nodes of the dralnage chain, blood
and spleen. This reduces the likellhood of establiehing an oily depot at the injection site which
may produce local inlammation and significant injection site reaction. *

Microfluidizers are now commercially available. Emwision formation occurs in &
microfluidizer as two fluidized streams interact at high veloclties within an interaction chamber.
The microfluidizer is air'or nitrogen driven and can operate at intemal pressures in the excess
of 20,000 psl. U.S. Patent 4,808,154 teaches the use of microfluidizer for obtaining emulsions
essentlally free of any emulsifying agents. ' ' '

A number of submicron ofi-in-water adjuvant formulations hdve been described In the ,
literature. U.S. Patent 5,376,360 teaches a submicron olHn-water emulsion adjuvant
formulation known as Syntax Adjuvam Formulation (SAF). SAF contains squalene or squalane
as the oil component, an emulsion-forming amourt of Pluronic L121 (polyoxy-proplyene-
polyoxyethylene) block polymer and an immunopotentiating amount of muramyidipeptide.
Squalene is & linear hydrocarbon precursor of cholesterol found in many tiesues, notably in the
Ivers of sharke and other fishes. Squalane is prepared by hydrogenation of squalene and is I
fully saturated. Both squalene and squalane can be metabolized and have a good record of
toxicological studies. Squalene or squalane emulsions have been used in human cancer
vaccines with mild side effects and a desirable efficacy. See, e.g., Anthony C. Allison, 1808,
Squalene and Squalane emuilsions as adjuvants, Methods 16:87-83.

U.S. Patent 6,200,884 and intemational Patent Pubkcation WO 080/1 4637 teach that
the polyoxy-proplyene-polyoxyethylene block copolymers are not essential for the formation of
submicron oilin-water emuision. Morecver, these references teach the use of non-toxic,
metabolizable oll and expressly exclude the use of mineral oll and toxic petroleum distiiate olle
in their emuision formulations. L

U.S. Patent 5,061,970 teaches yet another submicron oli-in-water emulsion to be used
a8 a vaccine adjuvant. In the emulsion described in this patent, the hydrophobic component is
selected from the group consisting of a medium chaln triglyceride oil, a vegetable oll and a
mixture thereol. The surfactant included in this emulsion can be a natural blologically
compatible surfactam such as phospholipid (e.g., lecithin) or a pharmaceutically acceptable
non-natural surfactant such as TWEEN-80. This paient aiso teaches incorporating the antigen
into the emulsion at the time the emulsion is formed, in contrast to mixing the antigen with the
emuision after the emuision has been independently and extrinsically formed.

U.S. Patent 5,084,269 teaches that an adjuvant formulation containing lecithin in
combination with mineral oil causes a decrease in Irritation within the host animal and _
simultaneously induces increased systemic immunity. The adjuvant formulation resuiting from
US patent 5,084,268 is commercially used in veterinary vaccines under the trade name
AMPHIGEN®. The AMPHIGEN® formulation is made up of micelles - oil droplets surrounded
by lecithin. These micelles allow more whole cell antigens to attach than traditional oil-based
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adjuvants. Moreover, tha AMPHIGEN®-based vaccine formulations contain a low oll comtent of
2.5 to 5% mineral oil, compared to other vaccine formulations conteining ol adjuvants, which
typically contain from 10% to 20% oil. Its low oil content makes this adjuvan-based vaccine
formulation less irritating to tissues at the injection site, resulting in fewer lesions and less trim
at slaughter. In addition, the lecithin coating surrounding the oil droplets further reduces
injection site reactions resulting in @ vaccine that is both safe and efficacious.

The AMPHIGEN® formulation is used as an adjuvant in a number of veterinary
vaccines and there is need to maintain the physical appearance of the vaccine product during
short and long etorage periods as well as at the time of reconstitution. In addition, a lyophilized
antigen is mixed whih the pre-made adjuvant formulation Just before the Injection. This practice
does not always ensure that there Is a uniform distribution of the antigen within the oil-in-water
emuision and the appearance of the emulsion may not be desirable. Moreover, upon standing,
the homogenized emulsion can show phase separstion. Therefore, there exists a need for
siable adjuvant formulation which does nol show phase separation upon long shelf-ife. One
way 1o prevent the phase separation is to reduce the droplet size and increase the particle
homogeneity of the emuligion. While the process of microfiuidization of metabolizable oii-basad
smulsion formulations has been documented, microfluidization of oil-in-water amulsions such
as the AMPHIGEN® formulation has not yet been carried oun.

in the present jnvention, microfluidization hag been used to bring the size of lecithin-
surrounded mineral oil droplets to submicron size. Unexpectedly, it has been discovered by the
present inveniors that microfluidization of vaccine formulations adjuvanted with an oil-in-water
emulsion comprised of a mixture of lecithin and ol not only improves the physical appearance
of the formulations, but also enhances the immunizing efiects of the formulations.
Microfluidized formulations are also characterized by an improved safety profile.

SUMMARY OF THE INVENTION

1 has been unexpectedly discovered by the present inventors that the adjuvant activity
and the salety prolile of non-metabolizable oll based oil-in-water emulsions can be improved
through microfluidization. Antigens incorporated in microfluidized emulsions are stable even
when the antigens are intrinsically incorporated into the emuisions prior to microfluldization.

Accordingly, in one embodiment, the present invention provides submicron oil-in-water
emulsion formulations useful as a vaccine adjuvart. The submicron oil-in-water emulsions of
the present Invention are composed of a non-metiabolizable oil, at least one surfactant, and an
aqueous component, where the oil is dispersed in the aqueous component with an average oll
droplet size in the submicron range. A preferred non-metabolizable oil is light mineral oil.
Preferred surlactants include lecithin, TWEEN®-80 and SPAN®-80.

A preferred oll-in-water emulsion provided by the present invention is composed of an
AMPHIGEN® formuiation.
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The oll-in-water emulsions of the present invention can include additional components
that ars appropriate and desirable, including preservatives, csmotic agents, bioadhesive
molecules, and immunostimulatory molecules. Preferred immunostimulatory molecules
include, e.g., Quil A, cholesterol, GP1-0100, dimethyldioctadecylammonium bromide (ODA).

in another embodiment, the present invention provides methods of preparing a
submicron ol-in-water emulsion. According to the present invantion, the various components
of the emulsion, including oll, one or more surfactants, an aqueous component and any other
component appropriate for use in the emulsion, are mixed together. The mixture Is subjected
to a primary smuigiication process to form an oll-in-water emulsion, which ie then passed |
through a micraofluidizer to obtain an oll-in-water emulsion with droplets of less than 1 micron |n
diameter, preferably with a mean droplet size of less than 0.5 micron.

In stiil another embodimant, the present invention provides vaccine compositions which
contain an antigen and a submicron oil-in-water emulsion described h.aralnabove. The antigen
is Incorporated into the emulsion either extrinsically or intrinsically, preferably, intrinsically.

The antigen which can be included in the vaccine composliliom of the present invention
can be & bacterial, fungal, or viral antigen, or a combination thereol. The antigen can take the |,
form of an inactivated whole or partial cell or virus prepamtion, or the form of antigenic
molecules obtained by conventional protein purlfication, genetic engineering techniques or
chemical synthesis. .

in a further embodiment, the presént invention provides methods of preparing vaccine
compositions containing an antigen or antigans combined with a submicron oil-in-water
emulsion.

In preparing the vaccine compositions of the present invention, the antigen(s) can be
combined either intrinsically {e.g., prior to microfluidization) or extrinsically (e.g., afier
microfluidization) with the components of the oil-in-water emul'siqn. Preferably, the antigen is
combined with the components of the oil-in-water emulsion intrinsically. )

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

. contein a microencapsulated antigen and a submicron oll-in-water emulsion described
hereinabove, where the microencapsulated antigen is combined with the emulsion extrinsicaily.
it has also been surprisingly discovered that 8 saponin and a sterol, when combined in
solution, associate with each other 1o form compiexes in the form of helical micelies. According
to the present invention, these helical miceile complexes have immunostimulating actlivities and
are especially useful as adjuvants in vaccine compositions.

Accordingly, the present invention provides vaccine compositions containing a saponin
and a sterol, wherein the saponin and tha sterol form complexes in the lorm of helical micelles.
The present invention also provides compositions containing a saponin, a sterol and an
antigen, wherein the saponin and the sterol form complexes in the form of helical micelles, and
wherein the antigen is admixed with but not incorporated within the helical micetles.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS .

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

Figure 2 depicts the process for preparation of microfiuidized vaccine compositions
containing irlt_rimlcally incorporated artigen. The various vaccine components are added to the
addition vessel and transferred to the pre-emulsion biending unit for mixing through simple
mechanical means.” Bubaequemly. the emulsion Is passed through a migrofluidizer and ls
coflected in the post-microfluidization chamber.

Figure 3 depicts the droplet size distribution of the non-microfluldized AMPHIGEN®
formulation-based vaiocine. the microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine, and the
banch bland veccine preparation.

Figure 4 shows absence of phase separation in the microflukiized vaccine preparstion.

Flgure 5 depicts a comparison of the stability of antigens intrinsically incorporated In
microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine prepamation (AB07505) and three
control, non-microflvidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparations (AB043689,
AB04370, and A904371). All four vaccine preparations were stored at 4°C for two years. At
different points during the storage (0, 8, 12 or 24 months), all four formulations were used to
vaccinate the three months old cows. Vaccination was done Day 0 and 21 with a 2 ml vaccine
dose and tha sera ware coliected two weeks post second vaccination. Neutralizing antibody
titer for BVD Type Il virue was determined in each of the serum samples. The data are
presentad as the geometric mean for 5 animals.

Figure 6 shows least squares mean rectal temperature of cattle prior to and following
administration of microfiuidized and non-microtiuidized vaccines. T01: Placebo group- single
dose; T02: Placebo group - Double dose; T03: Non-microfluidized formulation - Single Dose;
TO4: Non-microfiuidized formulation - Double dose; T05: Microfluidized formulation - Single
Dose; T08: Microfiuidized formuiation - Double dose. .

Figure 7 depicts least squares mean injection site reaction volumes observed in cattle
following administration of non-microfiuidized and microfluidized vaccine formulations. T03:
Non-microfluidized formulation - Single Dose; T04: Non-microfluidized formulation - Double
dose; T05: Microfluidized formulation - Single Dose; T08: Microfluidized formulation - Double
dose. _

Figure 8 depicts geomelric mean IgG titers for recombinant PauA antigen from
Streptococcus uberis after vaccination with the various vaccine formulations contalning both
recombinant PauA antigen and E. coli whole call antigen.
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Figure 9 depicis geometric mean IgG thers for E. coll whole cell antigen from
Strepiococcus uberis alter vaccination with the various vaccine formulations containing both
recombinant PauA antigen and E. coll whole cell antigen.

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

Figure 11 Is an eleciron microscopy photograph showing helical micslles formed with
long with Quil A micelles and cholesterol crystala.

Figure 12 is an electron microscopy photograph showing helical inmunogenic
complexes formed by Quil A and cholesterol an the surface of the BVD Type | antigen. :
DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

it has been unexpectedly discovered by the present inventors that microfiuidization of
vaccine formulations adjuvanted with an oil-in-water emulsion compllis.ed of a mixture of lecithin
and mineral oil not only improves the physical appearance of the vgcch' formulations, but aleo
enhances the immunizing effacts of the vaccine iormulations. Microfluidized vaccine
formulations are also chavacterized by an improved safety proflle. -

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

For clarity of disclosure, and not by wey of limitation, the delalled description of the
invention is divided into the following subsectiona which describe or illustrate certain features,
ambodimants or applications of the invention. :

le Emulsle,

in one embodiment, the present invention provides submicron oilin-water emulsion
formulations useful as a vaccine adjuvant. The submicron oll-in-water emuisione of the present
invention enhance the immunogenicity of antigens In vaccine compositions, are sale for
administration to animais and etable during slorage.

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

By “submicron” Is meant that the droplets are of a size of less than 1 um (micron) and
the average or mean oil droplet size is iess than 1 ym. Preferably, the mean droplet size of the
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emulsion is less than 0.8 um; more preferably, less than 0.5 um; and even more preferably,
less than 0.4 um, or about 0.1-0.9 um. _

The "mean droplet size” Is defined as the Volume Mean Diameter (VMD) particle size
within a volume distribution of particle sizes. The VMD la calculated by multiplying each
particle diameter by the voluma of all particles of that size and surrr_ning. This is then divided:
by the total volume of all particies. ]

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

Thal terms "animal” and "animal subject” as used herein refer to all non-human animals,
including catile, sh:é:p. and pigs, for exampie. \

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

The term "mineral oil® refers to a mixture of liquid hydrocarbons obtained from
petrolatum via a distillation technique. The term s synonymous with "liquetied paraffin®, "liquid
petrolatum® and "whife mineral cil.” The term is also intendad to include “light mineral oil," i.e.,
ofl which Is similarly obtained by distillation of petrolatum, but which has a slightly lower specitic
gravity than white mineral oll. See, e.g., Remington's Phammaceutical Sciences, 18" Edition
(Easton, Pa.: Mack Publishing Company, 1890, at pages 788 and 1323). Mineral od can be
obtained from various commercial eources, for example, J.T. Baker (Phillipsburg, PA), USB
Corporation (Cleveland, OH). Preferred mineral oil is light mineral oll commercially avallable
under the name DRAKEOL®.

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

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

Surfactants suitable for use in the present emulsions include natural biclogically
compatible surfactants and non-natural synthetic surfactants. Biologically compatible
suriactants include phospholipid compounds or a midure of phospholipids. Preferred
phospholipids are phosphatidylcholines {lecithin), such as soy or egg lecithin. Lecithin can be
obtained as a mixture of phosphatides and triglycerides by water-washing crude vegetable oils,
and separating and drying the resulting hydrated gums. A refined product can be obtained by
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fractionating the mixture for acetone insoluble phospholipide and glycolipids remaining after
removal of the triglycerides and vegetable oil by acetone washing. Altematively, lecithin can be
obiained from various commercial sources. Other sultable phosphoalipids include
phosphatidyiglycerol, phosphatidylinositol, phosphatidyiserine, phosphatidic acid, cardiolipin,
and phosphaetidylethanolamine. The phospholipids may be isolated from natural sources or
conventionally synthesized. _

Non-natural, synthetic eurfactants suitable for use In the submicron emulsions of the
present invention include sorbitan-based non-ionic surfactants, e.g. fatty-acid-substituted
sorbitan suriactants (commercially available under the name SPAN® or ARLACEL®), fatty acid
esters of polyethoxylated sorbitol (TWEEN®), polyethylene glycol esters of fatty acids from
sources such as casior oll (EMULFOR); polyethoxylated fatty acid (e.g., stearic acid availlable
under the name SIMULSOL M-53), polysthoxylated isooctyiphenolformaldehyde polymer
(TYLOXAPOQL), polyoxyethytene fatty alcohol ethers (BRLI®); polyoxyethylene nonphenyi
ethers (TRITON® N}, polyoxysthylene isooctyiphenyl ethers (T Hl'I'ON'D X). Preferred synthetic
surfactants are the suriactanis available under the name SPAN® and TWEEN®.

Preferred surfactants for use in the oikin-water emulsions of the present invention |
include lecithin, Tween-80 and SPAN-80.

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

The aqueous component conslitutes the continuous phase of the emulsion and can be
water, bullered-saline or any other sullable aqusous solution.

The oil-in-water emulsions of the present invention can include additional componants
that are appropriate and desirable, including preservatives, osmolic agents, bicadhesive
molecules, and immunostimuletory molecules. ) o

It is believed that bioadhesive moleculea can enhance the delivery and atischment of
antigens on or through the target mucous surface conferring mucosal Immunity. Examples of
suitable bioadhesive molecules include acidic non-naturally occurting polymers such as
polyacrylic acid and polymethacrylic acid (e.g., CARBOPOL®, CARBOMER); acidic
synthetically modified natural polymers such as carboxymethyicellulose; neutral synthetically
modified natural polymers such as (hydroxypropyl) methyicellulose; basic amine-bearing
polymers such as chitoean; acidic polymers obtainable from natural sources such as alginic
acid, hyaluronic acid, pectin, gum tragacanth, and karaya gum; and neutral non-naturally
occurring polymers, such as polyvinylaicohol; or combinations thereod.

The phrase "immunostimulstory molecules®, as used herein, refers to those molecules
that enhance the protective immune response induced by an antigenic component in vaccine
compositions. Suitable immunostimulatory materials include bacterial cell wall components,
8.p., derivatives of N-acetyl muramyi-L-slanyl-D-igoglutamine such as murabutide, threonyl-
MDP and muramyl tripeptide; saponin glycosides and derivatives thereof, e.g., Quil A, QS 21
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and GPHO100; cholesterol; and quatemary ammonium compounds, e.g.,
dlmelhyldio‘cladacylammonium bromide (DDA} and N,N-dioctadecyl-N,N-bis(2-
hydroxyethyl)propanediamine (“avridine®).

Saponis are glycosidic compounds that are produced as secondary metabolitas In a
wide variety of plani species. The chemical structure of saponins imparis a wide range of
pharmacological and blological activities, including some potent and efficacious immunological
eclivity.

Structurally, saponing consis! of any aglycone attached to one or more sugar chains.
Saponins can be classmad according to their aglycone composition: Triterpens glycosides,
Steroid glycosldea. and Steroid alkaloid glycosides. \

Saponin can be isolated from the bark of Quifiaja saponaria. Saponin has long been
known as an Immuncstimulaior. Dalsgaard, K., "Evaluation of its adjuvant activity with a
special referance to the application in the vaccination of cattle against foot-and-mouth discase”,
Actan. Vel. Scand. 69: 1-40 1878. Crude extracts of plants contalning saponin enhanced
potency of foot and mouth disease vaccines. However, the crude axtracts were assoclated
with adverse side effects when used in vaccines. Subsequently, Dalsgaard ﬁanially purified the
adjuvant active component from saponin by dialysis, ion exchange and gel filtration
chromatography. Dalsgaard, K. et al., "Saponin adjuvants lll. Isolation of a substance from
Quiliaja saponaria Morina with adjuvant activity in foot-and-mouth disease vaccines®, Arch.
Gesamle. Virusforsch. 44: 243-254 1874. An adjuvant active component purified in this way Is
known as "Quil A." On a weight basis Quil A showed increased potency and exhibited reduced
local reactions when compared to crude saponin. Qull A is widely used in veterinary vaccines.

Further analysis of Quil A by high pressure liquid chromeatography (HPLC) revealed a
heterogenous mixture of closely related saponins and led to discovery of QS21 which was a
potent adjuvant with reduced or minimal toxicity. Kensll C.R. et al., "“Saparation and
characterization of saponins with adjuvant activity irom Quiliaja saponaria Molina cortex,” J.
Immunol. 146: 431-437, 1981. Unlike most other immunostimuiators, QS 21 is water-soluble
and can be used In vaccines with or without emulsion type formulations. QS21 has been
shown to elicit a Th1 type response in mice stimulating the production of IgG2a and Ig@G2b
antibodies and induced antigen-specific CD8+ CTL (MHC class I) in response to subuni
antigens. Clinical studias in humans have proved its adjuvanticity with an acceptable
toxicological protile. Kenasil, C.R. et al., "Structural and imunological charaterization of the
vaccine adjuvant QS-21. In Vaccine Design: the subunit and Adjvuant Approach,” Eds. Powell,
M.F. and Newman, M. J. Plenum Publishing Corporation, New York. 1095, pp. 525-541.

U.S. Patent 6,080,725 teaches the methods of making and using saponin-liipophile
conjugate. In this saponin-lipophile conjugate, a fipophile molety such as lipid, fatty acid,
palyethylene glycol or terpens is covalently attached to a non-acylaied or desacylated
trilerpene saponin via a carboxy group present on the 3-O-glucuronic acid of the triterpene
saponin. The attachment of a lipophilic moiety to the 3-O-glucuronic acid of a saponin such as
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Quillaja desacylsaponin, lucyosiie P, or saponin from Gypsophils, saponana and
Acanthophyllum enhances their adjuvant etfects on humoral and cell-mediated immunity.
Additionally, the attachment of a lipophile moiety o the 3-O-glucuronk acid residue of non- or
desacyisaponin yields a saponin analog that is easier to purily, less texic, chemically more
siable, and possesses equal or better adjuvant properties than the original saponin.

GPI-0100'ls a saponin-lipophile conjugate described in the U.S. Patent 8,080,725.
GPI-0100 is produced by the addition of aliphatic amine to desacylsaponin via the carboxyl
group of glucuronic acid.

Quaternary ammonium compournds ~ A number of aliphatic nitrogenous bases have
been proposed for use as immunological adjuvants, including amines, quatemary ammonium)
compounds, guanidines, benzamidines and thiouroniums. Specific such compounds include
dimethyidioctadecylammonium bromide (DDA) and N,N-dioctadecyl-N,N-bis{2-
hydroxyethyl)propanediamine ("avridine®), :

U.S. Patent 5,851,988 teaches adjuvant formulation eontginlng guartemary ammonium
sals such as DDA in conjunction with an oll component. This formulation is useful in
conjunction with known immunological substances, e.g., viral or bacterial antigens in a vaccine .
composltion, in order to enhance the immunogenic response. The composition is also useful
without an incorporated antigen as nonspecific immunostimulatory formulation.

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

in a preferred embodiment, the present invention provides a submicron oli-in-watar
emulsion useful as vaccine adjuvant, which is composed of an AMPHIGEN® formulation, with
droplets of a size lees than 1um and a mean droplat size of about 025 um.

The term "AMPHIGEN® formulation® as used herein refers to a solution formed by
mixing 8 DRAKEOL® lecithin oil solution (Hydronics, Lincoln, NE) with saline solution In the
presence ol TWEEN® 80 and SPAN® 80. A typical AMPHIGEN® formulation containe 40%
light mineral oll by volume (v/v), about 25% wiv lecithin, about 0.18% TWEEN 80 by volume
(viv) and about 0.08% Span 80 by volume (w).

Methods of Preparin icrop OlkIn-W, mulslo,

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

According to the present invention, the various components ol the emulsion, including
oil, ona or more surlactants, an aqueous comnponent and any other component appropriate for
use In the emuision, are combined and mixed together.
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The mixture formed is subjected to an emuisification process, typically by passage one
or more limes through one or more homogenizers or emuisifiers to form an oil-in-water
emulsion which has a uniform appearance and an average droplet size of about 0.5 um. Any
commercially available homogenizer or smulsifisr can be used for this purpose, e.g., Ross
emuisifier (Hauppauge, NY}, Gaulin homogenizer (Everstt, MA), .

The emulsion so formed is then subjected to microfluidization to bring the dropiet size
in the submicron mange. Microfluidization can be achieved by use of a commercial mirofluidizer,
such as model number 110Y available from Microfluidics, Newton, Mass; Gaulin Model 30CD
{Gaulin, Inc Evarelt Mass.); and Rainnie Minilab Type 8.30H-(Miro Atomizer Food and Dalry,
Inc., Hudson, Wls ) These microfluidizers operate by forcing fluiis through small apertures
under high pressurg, such that two {luld streams interact at high velocities in an interaction
chamber to form emulsions with droplets of a aubmicron size.

Droplet size can be determined by e variety of methods known In the ant, e.g., laser
diffraction, by use of commercially available sizing instruments. The size may vary depending
on the type of surfactant used, the ratio of suriactant to oll, operating pressure, temperature,
and the like. The skilled artisan can determine the desired combination of these parameters to
obtaln emulsions with desired dropilet size without undue experimentation. The droplets of the
emulsions of the present invention are less than 1 um in diameter, preferably with a mean
droplet size of less than 0.8 pm, end more preferably with a mean droplet size less than 0.5
pm, and even more preferably with a mean droplet size of less than 0.3 pm.

in a preferred embodiment of the present invention, the DRAKEOL lecithin ol solution,
which is commercially available from Hydronics (Lincoin, NE) and contains 25 % lecithin in light
mineral oil, is combined and mixed with saline as well as surfactants TWEEN® 80 and SPAN®
80 to form an “AMPHGEN® solution” or "AMPHIGEN® formuiation™. The AMPHGEN® solution
is then emulsified with a Rose® (Hauppauge, NY 11788) emulsifier at approximately 3400 rpm
to form an oikin-water emulsion. Subsequently the emulsion is passed once through a
Microfluidizer oparating at about 4500 + 500 pal. Tha microfluidized oil-in-water emulsion has
droplets of a size less than 1 um, with 8 mean droplet slze of about 0.25 pm.

Vacei osltions Contal Antigens Inco in Sub I-In-W!
‘Emuls

in another embodiment, the present invention provides vaccine compositions which
contaln an antigen(s) and a submicron oil-in-water emulsion described hereinabove. These
vaccine compositions are characterized by having an enhanced immunogenic effect and an
improved physical appearance (e.g., no phase saparation is observed afier an extended period
of storage). In addition, the vaccine compositions of the present invention are safe for
administration to animals.

According 1o the present invention, the antigen can be combined with the emulsion
exirinsically, or preferably, intrinsically. The temn "intrinsically” refers 1o the process wherein
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the antigen is combined with the emulsion components prior to the microflukdization step. The
term "extrinsically” relers io the process where the antigen is added to the emulsion atier the
emulsion has been microfiuidized. The extrinsically added antigen can be free antigen or it can
be encapsulated in microparlicles as further described herein below.

The term "antigen® as used herein refers to any moleculg, compound or compaosition
that is inmunogenic'in an animal and s included in the vaccine composition to elicit a
protective immune response in the animal to which the vaccine composition is administered.

The term "immunogenic” as used in connection with an antigen refers to the capacity of
the antigen to provoke an immune response in an animel against the antigen. The immune
response can be a cellular immune response mediated primarily by cytotoxic T-celis, or a .
humonal immune response mediated primarily by heiper T-cells, which in tum activates B-calls
leading to antibody production. '

A "protective immune response” is defined as any immune response, either antibody or
cell mediated immune response, or both, occurring In the animal that either prevents or
detectably reduces the occurrence, or efiminates or deleciabty redué:el the severlty, or
datectably slows the rate of progression, of the disorder or disease caused by the antigen ora '
pathogen containing the antigen.

Antigens which can be included in the vaccine composition of the present invention
inciude antigens prepared from pathogenic bacteria such as Mycoplasma hyopneumoniae,
Haemaphilus somnus, Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Actinobacilius
pleuropneumonie, Pasteurelia mullocida, Manheimia hemolytica, Mycoplasma bowvis,
Mycoplasma galanacieum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium paratubercuiosis, Closiridial
spp., Straptococcus uberis, Streptococcus suis, Staphylococcus aureus, Erysipelothrix
rhusopathias, Campylobacter spp., Fusobacterium necrophorum, Escherichia coli, Salmonelia
enterica serovars, Lepiospira spp.; pathogenic fungi such ag Candida; protozoa such as
Cryptasporidium parvum, Neospora canium, Toxopiasma gond, Eimeria spp.; helminths such
as Ostentagia, Cooperia, Haemonchus, Fasciala, either in the form of an inactivated whole or
partial cell preparation, or in the form of antigenic molecules obtained by conventional protein
purification, genetic engineering techniques or chemical synthesis. Additional antigens include
pathogenic viruses such as Bovine herpesviruses-1,3,6, Bovlne‘viral diarrhea virus (BVDV)
types 1 and 2, Bovine parainfluenza virus, Bovine respiratory syncytial virus, bovine leukosia
virus, rinderpest virus, foot and mouth disease virus, rables, swine faver virus, African swine
{ever virus, Porcine parvovirus, PRRAS virus, Porcine circovirus, influenza virus, swine vesicular
disease virus, Techen fever virug, Pseudorabies virus, either in the form of an inactivated whole
or partial virus preparation, or in the form of antigenic molecules oblained by conventional
protein purification, genetic engineering techniques or chemical synthesis.

The amount of the antigen ehould be such that the antigen which, in combination with
the oll-in-water emuision, is effective 1o induce a protective immune response in an animal.
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The precise amount of an antigen to be effective depends on the nature, activity and purity of
the antigen, and can be determined by one skilled In the art.

The amount of the oll-in-water emuision prasent in the vat;cine compositions should ba
sufficient for potentiating the immunogenicity of the antigen(s) in the vaccine compositions.
When desirable and appropriate, additional amounts of surfactani(s) or additional surfactant(s)
can be added in the vaccine composftion in addition to the suriaciani(s) provided by the of-in-
water emulsion. Generally speaking, the oll component Is present In the final volume of a
vaccine composition in an amount from 1.0% o 20% by volume; preferably, in an amount of
1.0% to 10%; more preferably, in an amount from 2.0% to 5.0%. The surfactant, or the
combination of suifaciants if two or more surfactants are weed, is present in the final volume of
a vaccine composition in an amount of 0.1% to 20% by volume, preferably, 0.15% to 10%,
more preferably 0.2‘.16 0 6.0%. .

In addition 1o the antigen(s) and the oil-in-water emulsion, the vaccine composition can
include other components which are appropriaie and desirable, such as preservatives, osmotic
agents, bioadhesive molecuies, and immunostimulatory molecules (e.g., Quil A, cholestercl,
GPI-0100, dimethyldiocladecylammonlum bromide (DDA)), as described heteinabove in
connection with the oikin-water emulsion,

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

In a preferred embodiment, the present invention provides a vaccine composition which
includes at least one of a BVDV type | or BVDV type 1l antigen, incorporated intrinsically in an
cil-in-water emulsion which has droplets of a size of less than 1 um, preferably with a mean
droplet size of less than 0.8 ym, more preferably less than 0.5 um, and even more preferably
with @ mean droplet size of about 0.5 um. The BVDV type | and/or Il antigen Is preferably in
the form of an Inactivated viral preperation. The submicron oik-in-water emulsion preterably la
composead of an AMPHIGEN® formulation {J.e., a formulation which contains light mineral ofl,
lecithin, TWEEN® 80, and SPAN® 80). The vaccine compoeition preferably also includes Quil-

* A, cholesterol, and thimarosal.

In another prelerred embodiment, the present Invention provides a vaccine composition
which includes a Leptospira antigen and at least one of a BVDV type | or BVDV type il antigen
in an oil-in-water emulsion. The antigens, preferably in the form of Inactivated cell or viral
preparation, are incorporated intrinsically in the oil-in-water emulsion having dropiets of a skze
of less than 1 pm, preferably with a mean droplet size of less than 0.8 ym, more preferably leas
than 0.5 pm, and even more preferably with a mean droplet size of about 0.5 um. The
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submicron oll-in-water emulsion preferably is composed of an AMPHIGEN formulation (Le., a
formulation which contains fight mineral oil, lecithin, TWEEN® 80, and SPAN® 80). The
vaccine composition preferably also includes one or more immunosiimulatory molecules
selacted from Quil-A, cholesterol, DDA, GPI-100 and alumlnum Hydmide (AIOH).

In still another preferred embodiment, the present invention provides a vaccine
composition which'includes at least one bacterial antigen, e.g., the recombinant Sireplacoccus
uberis PauA protein or a cell preparation of E. coli or a combination of both, in an oi-in-water
emulsion. The antigen(s) is combined intrinsically with the oilin-water emulsion which has
droplets of a size of less than 1 ym, pnaferuﬁly with a mean droplet size of less than 0.8 pm,
more preferably less than 0.5 ym, and even more preferably with & mean dropiet size of about
0.25 ym. The submicron oil-in-water emulsion preferably is composed of an AMPHIGEN® -
formulation (Le., a formulation which contains light mineral of, lecithin, TWEEN® 80, and
SPAN® 80). The vaccine composition preferably also includes one of mors mmunosurnuhmy
molecules selected from Quil A, DDA and GPI-100.

The vaccine compositions of the present invention can be admlnlslerod to an animal by
known routes, Including the oral, intranasal, mucosal, topical, transdermal, and parenteral (e.g.,
intravenous, intraperitoneal, intradermal, subcutaneous or intramuscular) route. Administration
can be achieved using a combination of routes, e.g., first administration using a parental route
and subsequent administration using a mucosal route. '

Methods of Preparing Vaccine Compositions

in a further embodiment, the present invention provides methods of preparing vaccine
compositions containing &n antigen or antigens and a submicron oll-ln-wailor emulsion.

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

The antigen can be combined with the various components of the emuision, including
oll, one or more surfaciants, an aqueous comnponent and any other appropriate componant, to
form a mixture. The mixture Is subjected to a primary blending process, typically by passage
one or more limes through one or more homogenizers or emulsifiers, to form an oll-in-water
emulsion containing the antigen. Any commercially available homogenizer or emulsiller can be
used for this purpose, e.g., Foss emulsifier (Hauppauge, NY), Gaulin homogenizer (Everstt,
MA), or Microfluidics (Newton, MA). Altematively, the various components of the emulsion
adjuvant, including oll, one or more surlactants, and an aqusous component can be combined
first 10 form an oikin-water emulsion by using a homogenizer or emuisifier; and the antigen ie
then added to this emulsion. The mean droplat size of the oil-in-water emulsion after the
primary blending is approximately 1.0-1.2 micron.
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The emulsion containing the antigen is then subjected to microfiuidization to bring the
droplet size In the submicron range. Microfiuidization can be achieved by use of a commercial
mirofluidizer, such as model number 110Y available from Microfluifics, Newton, Mass; Gaulin
Model 30CD (Gaulin, Inc., Everett, Mass.); and Rainnle Minilab Type 8.30H (Miro Atomnizer
Food and Dairy, Inc., Hudson, Wis.).

Droplet size can be dstermined by a variety of methods known in the art, e.g.. laser
diffraction, by use of commercially available sizing instruments. The size may vary depending
on the type of surfactant used, the ratio of surlactant io oil, operating pressure, temperature,

.and the like. One can determine a desired combination of theae parameters fo obtain
emulsions with a desired droplet size. The oil droplets of the emulsions.of the present Invention
are less than 1 pm i;:l diameter. Preferably the mean droplet size is iess than 0.8 pm. More
preferably, the mean dropiet size Is less than 0.5 ym. Even more preferably, the mean dropiet
size ls about 0.'t0 0.3 ym. - .

in a preferred embodiment of the presant invention, the DRAKEOL® lecithin ol
solution, which contains 25 % lecithin in light mineral oll, Is combined and mixed with
surfactants TWEEN® 80 and SPAN® B0 and saline solution to form a mixtun;a that contains
40% light mineral ofl, lecithin, 0.16% TWEEN® 80, and 0.08% SPAN® 80. The mixture Is then
emulsified with a Ross® (Hauppauge, NY 11788) emulsifier at approximately 3400 rpm to form
an emulsion pmducl:' which is also refarred to as an "AMPHIGEN® formulation” or
“AMPHIGEN® solution”., Subsequently, the desired antigen{s) are combined with the
AMPHIGEN® solution and any other appropriate components (e.g., immunostimulatory
molecules) with the aid of an emulsifier, e.g., 8 Ross homogenizer, to form an ocil-in-water
emuision containing the antigen(s). Such emuision is passed once through a Microfluidizer
operating at about 10000 = 500 psi. The microfiuldized oll-in-water emulsion has droplets of a
gize of less than 1 pm, with the mean droplet size of about 0.25 pm.

In another preferred embodiment, prior to combining an oil-in-water emulsion (e.g., an
AMPHIGEN® formulation) with a desired antigen{a}, the antigen(s) is combined with a saponin
glycoside, e.g., Quil A, to form a mixture. This antigen(s)-saponin mixiure is subjected to
homogenization, e.g., in 8 homogenization vessel. A sterol, e.g., cholesterol, is then added to
the homogenized antigen(s)-saponin mixture. The mixture containing the antigen(s), saponin
and sterol is then subjected to further homogenization. The homogenized anligen(s)-saponin-
sterol mixture is then combined with an oil-in-water emulsion {(e.g., an AMPHIGEN®
formulation) with the aid of a homogenizer, for example. The homogenized oll-in-water
emuision containing the antigen(s), saponin and sterol is then subjecied 1o high pressure
homogenization, such as microfluidization.

accine Compashions Contalning Microencapsul Antigens in a Submicron Ol
Water Emulsion and'Method Preparati
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In stil another embodiment, the present invention provides vacgine composhions which:
comain an antigen encapsuiated in micropariicies {(or "microencapsulated antigen”), where the
microencapéulated antigen is extrinsically incorporated into a submicron oil-in-water emulsion
described hersinabove. _ B

Methods for absorbing or entrapping antigens in particulate carriers are known in the
art. See, 8.g., Pharmaceutical Pariculate Camriers: Therapeutic Applications (Justin Hanes,
Masatoshl Chiba and Robert Langer. Polymer microspheres for vaccine delivery. In: Veccine
design. The subunit and adjuvant approach. Eds. Michael F. Powell and Mark J. Newman ,
1885 Plenum Press, New York and London'). Particulate carriera can present multiple copies of
a selected antigen 1o the immune system in an animal subject and promots trapping and :
retention of antigens in local lymph nodes. The particles can be phagocytosed by
macrophages and can enhance antigen presentation-through cytokine release. Particulate
carriers have also been described in the art and include, e.g., those derived from polymethyl
methacrylate polymere, as well as those derived trom poly{lactides) and polytlactide-co-
glycolides), known as PLG. Polymethyl methacrylate polymere are non-biodegradable while
PLG particles can be biodegrade by random non-enzymatic hydrolysis of ester bonds to lactic |
and glycalic acids which are excreted along normal metabolic pathways.

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

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

In & prelerred embodiment, the present invention provides a vaccine composition which
contains an antigen encapsulated in a PLG polymer, wherein the microencapsulated antigen is
dispersed extrinsically in a microfluidized oil-in-water emutsion which is composed of ight
mineral oil, lecithin, TWEENB0, SPANB0 and saline, and has a mean droplet size of less than

1.0 um.
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in one embodiment, the present invention provides compositions containing & saponin
and a sierol, wherein the saponin and the sterol form complexes in the form of helical micelles.
According to the present Invention, these complexas have immuncstimulating activities,

By “immunostimulating” is meant that the complexes can enhance the immune
response induced by an antigenic component, or that the complexes can Induce an immune
response independent of a separate antigenic component.

In accordance with the present invention, a preferred saponin for use In a composition
of the present invention is Quil A.

Preferred stérols for use in the adjuvant compositions of. the present invention include
beta-sitostarol, stigmasterol, ergosterol, ergocaiciierol and cholesterol. These sterols are wall
known in the ar, for e'xample cholesterol is disclosed In the Merck Index, 11th Edn., page 341,
as a naturally oecurri'ng sterol found in animal fat. Most preferably the sterol is cholesterol.

The ratio of saponin:sierol in the composition is typically on the order of 1:100 to 5:1
weight to weight. Preferably, the ratio is 1:1.

In ancther embodiment, the present invention provides vaccine compositions
containing a saponin, a slerol and an antigen, wherein the saponin and the sterol form
complexas in the form of helical micelles, and wherein the antigen is admixed with but not
incorporated within the helical micelles. .

Below are exampies of specific embodiments for carrying out the present invention.
The examples are offered for illustrative purposea only, and are not intended to limit the scope
of the p'maent invention In any way.

EXAMPLE1
Preperation of An AMPHIGEN® Formuiation

An AMPHIGEN® formulation was prepared in a iwo-step process. In the first step, 80
Iters of Drakeol Lecithin oil solution, 116 liters of Tetanus Toxold saline, 1.2 Iters of SPAN 80,
and 2.8 liters of Tween 80 were mixed iogether and emulsified using a Ross smulsifier. The
Drakeol Lecithin ol solution contained 25% soya lecithin and 75% mineral oll. Emulsified
product was recirculated through Ross emulsifier for a minimum of 5§ volumes or a minimum of
10 minutes. The emulsified product was stored at 2-7°C for a maximum of 24 hours for further
proceseing. The emulsion from the Ross emulsifier tank was transferred to a Gaulin
homogenizer and was homogenized for 20 minutes under a pressure of 4500psl. The resulting
40% Drakeol Leclthin oil solution (hereinafter the “AMPHIGEN® formulation® or "AMPHIGEN®
solution®) was then dispensed into sterile polypropylene carboxy containers. The dispensing
was performed inside a class 100 disperwing hood located in a class 10,000 controlled
snvironment. The containers were stored at 2-7°C. This AMPHIGEN® formulation was used in
the experiments described hereinbelow uniess indicated otherwise.
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EXAMPLE 2
Primary Blending by Flashblend Homogenization of the BVD vaccine.

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

Using aseptic technique or stream cross valve, a bottle contalning Quil-A at 50 mg/mi
concentration was attached to the homogenizer in-line port on the blend vessel. A required
amount of the Quil-A solution was passed into the vessel through line suction. After the
transfer of the Quil-A solution was completed, the bottle was removed. In the same way, a
required amount of cholesterol in ethanol solution (18 mg/mi) was transferred to the blend
vessel. Subsequently, a required amount of the AMPHIGEN® formujation, 10% thimerosol
solution, and Basic Modified Eagles media’("BME") extender solutions were added to the blend
vessel,

Onca all the additions were complets, the mixing was continued for an additional 15
minutes. The resulting lormulation was aliquoted into 2 ml doses and repr'eaontod a non-
microfiuidized AMPHIGEN® formulation-based BVD vaccine. Each dose of the vaccine
contained 500ug Quil-A, 500ug Cholesterol, 2.5% AMPHIGEN® formilation and 0.008%
thimerosol. The antigen concentration for the two different BVD strains was determined in

terms of the ELISA titer for gp53.

EXAMPLE 3
Secondery Blending by Microfiuidization

Figure 2 ilusirates the process used for the secondary biending through
microliukiization. The microfluidizer was steem sterilized. First the auxiliary processing
module chamber was installed in the unit and the blank chamber was installed on the second
chamber position. The vessel coniaining the fully adjuvanied BVD vaccine prepared as
deacribed in the Example 2 was connected to the microfluidizer by attaching a transier line from
the supply vessel drain valve 1o the microfiuidizer inlet. Nitrogen gas was connected to the
supply veesel air filter inlet and the vessel pressure setting was adjusted to 20 +/- 5 PSI.
Collection vessel drain vaive was connected to the transfer line from the microfluidizer outlet.
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After making all the necessary connections, the valves were opened and microfividization was
initiated at an opersting pressurs of 10,000 +/- 500 PSI. The sntirs content of the vaccine was
passed through the microfluidizer one time and was collected in the post-microfiukdization
chamber. This preparstion was aliquoted into 2mL dosss and represents the microfluidized
AMPHIGEN® formulation-based BVD vaccine.

EXAMPLE 4
Preparstion of 8 Vaccine Composition through Bench Blend.

The AMPHIGEN® formulation prepared as described in Example 1 was diluted to the
2.5% with the nddilim"ll of BVD antigene and the extender. The resulting solution was blended
at the bench using a etir bar instead of using a homogenizer. The final preparation contained
the following composltlon BVD Type 1 and Type 2 antigens, 2.5% AMPHIGEN® formulation
{which contains oll, lecithin, SPAN® and TWEEN®, a¢ described In Example 1), and saline.
TWEEN 80 and SPAN B0 are present in the final vaccine preparation at 0.18% and 0.08% by

volume, respectively.

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

The non-microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparad as described
in the Example 2, the microfluidized AMPHIGEN® formuiation-based vaccine prepared as
described in the Example 3, and the preparation made through bench blend as described in
Exampie 4, were used 10 compare the droplet size of the vaccine preparations. Two mifiliters of
the sample from each of the preparations were added to a Maivermn 2000 Laser Diiraction
meler and the droplet size distribution was determined. As shown in Figure 3, the results
indicate that the microfluidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparation hed the
maximum particle volume around 0.1 micron while the non-microfluidized AMPHIGEN®
formulation-based vaccine preparation had the maximum particle distribution volume around 1

micron.
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EXAMPLE @ .
Reduction in Vaccine Phass Separstion.

Three different vaccine preparations: the non-microfiuidized AMPHIGEN® formulation-
based vaccine prepared as described in the Example 2, the microfluidized AMPHIGEN®
formulation-based vaccine prepered as described In the Example 3, and the vaccine prepared
through bench blend as described in Example 4, were compared side by side to determine their
phase separation properties upon long storage. All these preparations were sliowed to stand at
4°C for about one month and the phase separation was monitored In terms of appearance of a
creamy layer at the top of the vaccine preparations. As shown In Figure 4, there was no phage
separation in the microfiuidized AMPHIGEN® formulation-basad preparation whan compared to
the other two preparations. )

EXAMPLE Y |

Preparetion of Microfluidized and Non-mleu'aﬂuldh-d
Cattle Vaccine against Bovine Viral Diarrhea Virus

Bovine Virus Diamrhea viral antigen was infrinsically incorporated into the AMPHIGEN®
formulation through microfiuidization. The term “intrinsically incorporated™ refers to the process
whereby the antigen was added 1o the AMPHIGEN® formulation prior to the microfiuldization.
The antigen was subjected to the physical'fon:os of the microfiuidization process along with the
componemnts of the adjuvant formulation. In the control non-microfiuidized group, the antigen
preparation was dispersed in the AMPHIGEN® formulation through biending.

The final composition of both the contro! and microfiuidized preparations was as follow:

- BVD type | with a post-inactivation ELISA titer of 2535 RU/ dose for 9?53. BVD Type )l witha
post-inactivation ELISA titer of 3200 RU/dose for gp53, Quil-A atthe concentration of 1.25
mg/dose, cholesterol at the concentration of 1.25 mg/dose, the AMPHIGEN® formulation at the
final concentration of 2.5%, and thimerosol at the final concentration of 0.008%. The vaccine

dose was 5 ml.

: EXAMPLE §
Long term Stabliity of Intrinsicslly Incorporated BVD Viral Antigens
in the Microfluidized AMPHIGEN® formulation-Based Vaccine Preparation

This experiment was carried out to determine the etability of the intrinsically
imorp&raled antigen during the long storage. Killed BVD Type li viral antigen was intrinsically
incorporated imMo the AMPHIGEN® formulation during microfluidization process to obtain
microfiuidized vaccine preparation (AB07505). Three other vaccine preparations contalning the
same antigen in non-microfiuidized AMPHIGEN® formulation (A904368, A804370, and
A904371) served as the control. In the non-microfluidized praparations, the antigen was mixed
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with AMPHIGEN® formulation and mixed through biending using a Ross homogenizer. All four
vaccing preparations were stored at 4°C for two years. At ditferent points during the storage (0,
6. 12 or 24 months), all four formulations were used 1o vaccinate three months old cows.

On days 0 and 21, three-month old cows were vaccinated through subcutaneous route
with a 2 ml vaccine formulation. The serum from the vaccinated animals was collected on day
35, and serological response to the vaccine was measured in terms of the antibody titer
through BVDV-E2 ELISA. As shown in Figure 5, the microfluidized vaccine preparation
showed a higher antibady titer at all the time points tested (0, 8, 12, and 24 months),
auggesting the stability of the antigen preparation is not lost during the intrinsic incorporation of
the antigen during thé microfuidization process. Moreover, il was also surprisingly found that
the microfluldized vaecne preparation induced an enhanced immune response at all time
points,

WO 2005097181 PCT/1IB2005/00060:4

EXA E

Reduction In The Vaccine-induced Increase
in Rectal Temperature After Microfluidization ,

The microfluidized and non-microfluidized vaccine preparations made as described in
Example 7 were usad to vaccinate the caitle on day zero and the rectal temperature was
monitored during the period from one day prior to vaccination till four days post vaccination.
The vaccine dose was 2 ml. The groups were vaccinated elther with a single or double dose of
the vaccine. Rectal temperatures were measured and recorded daily on Day -1 through Day 4,
inclusive. Rectal temperatures on day O were measured prior to administration of test article.

As shown in Figure 6, the results indicata that there was a steep rise in the rectal
ternparature in about 24 hours following vaccination in those animals vaccinated with either a
single or double dose of the non-microfiuidized vaccine formulation. Howaver, in the animale
vaccinated with microfluidized forms of vaccine, the rice in rectal temperature following the
vaccination was only minimal and significantly lower than in the animals vaccinated with the
non-microfluidized formulation (Figure 6).

EXAMPLE 10

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

‘The microfluidized and non-microfluidized vaccine preparations made as described In
the Example 7 were usad to vaccinate the cattle on day zero. “The animals included in this
study were cross-bred beef cattle. There were three animals in each of the placebo treatment
groupe (TOt1 and TO2). There wers six animals in each of the groups TO3J through T0B. The
vaccine dose was 2 mi and the groups were vaccinated either with one or two doses of the
vaccine on day zero. On day O, test article was adminigtered in the right neck. Animais
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receiving the double dose (4 ml) of the test articie (T02, TO4, and TOB) received the entire
double dose as a single injection at one side. Observation of injection &ites, Including
estimation of reaction size at the injection eite were made on the right side of the neck on Day 0
through Day 4, inclusive, and Days 8, 8, and 14. On Day O injection sites were observad prior
to administration of test articles. The groups vaccinated with one or two doses of the placebo
did not show any significant increase in the injaction slte reaction volume and therefore those
data are not shown in the Figure 7. In the case of the non-microfluldized vaccine formulation,
there was a proportional increase in the injection site reaction volume betwaen the one dose
and two dose vaccination. On the other harid, In the case of the microfluidized vaccine ‘
formulation, although the single dose induced a larger injection site reaction volume, the ,
injection with second dose did not cause any further increase. Moreover, in the case of the .
animals injected with microfluldized vaccine formulation, the injection sile reaction site volume
was resolved at a faster mte when compared to that In the animals injected with a non-
microfluidized vaccine formulation. These results are shown in Fllgurll 7.

EXAMPLE 11 o
Preparation Of Microfluldized AMPHIGEN® Formulation-Based Vaccine
Preparations With Intrinsicaily Incorporated BVD Viral And Leptospira
Antigens And immunostimulatory Molecules Such As Quil A And DDA

Formalin-inactivated Leplospira hardjo-bovis strain CSL was formulated In the
appropriate adjuvant at direct counts of about 1.4 x 10° organismsa/5 mi dose. Formalin-
inactivated Leptospira Pomona strain T262 was formulated at about 2400 Nephalomeric
Units/S ml dose. Nephaiomeric units were calculated based on nephalometric measurement of
preprocessed fermentation fluid. BVD virus Type 1 was formulated at E2 Elisa titer of about
3000 Relative Units/5 mi dose. BVD virus Type 2 was formulated at E2 Elisa titer of about
3500 Relative Unite/5 ml dose. The Relative Unit was calculated based on the E2 ELISA titer
of pre-assembly post-inactivation bulk fluld. Both Quil-A and cholesterol were used at the
concentration of 0.5 mg per doge. Thimerosol and the AMPHIGEN® formulation were used at
the final concentration of 0.008% and 2.5%, respectively. Aluminum hydroxide (Rehydragel
LV) was used at the final concentration of 2.0%. When DDA was used as an
immunomodulator, DDA was included within the AMPHIGEN® formulation. The AMPHIGEN®
formulation (l.e., the 40% Drakeol-lacithin stock solution) contained 1.6 mg/mi of DDA and,
when appropriately diluted, the final vaccine preparation contained 2.5% AMPHIGEN®
formulation and 0.1 mg/ml of DDA.

In the preparation of diflerert vaccine formulations, BVD fractions, Leptos, Quil-A,
chioestrol, thimerosol, the AMPHIGEN® formulation, and saline as an extender were added to
a Silverson homogenizer and mixed for 15 minutes at 10,000 + 500 RPM. Componenis were
then microtividized through a 200 micron screen at 10,000 psi.
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When the vaccine formulation contained aluminum hydroxide, the microfiuidization was
carried out without aluminum hydroxide. After the microfluidization was completed, aluminum
hydroxide was added and mixed with a stir bar overnight at 4°C.

- EXAMPLE 12
Preparation Of BVD Viral Vaccine For Challenge Studies

The vaccine preparation used in this experiment contained antigens from both BVD
virus Type 1 and BVD Virus Type 2. BVD1-58680 antigen was used at the post-inaclivation
ELISA titer of 2535 RU/dose for gp53. BVD2-8080 antigen was usagd at the post-inactivation
ELISA titer of 3200 RU/dose for gp53. Quil A and cholesterol were uged at the concemraﬂoq 'ol
0.5 mg/ml. Thimersol and the AMPHIGEN® formulation were used at the final concentration of
0.008% and 2.5%, respeciivaly. Whan DDA was used as an immune modulator, DDA was
included within the the AMPHIGEN® formulation. The AMPHIGEN® #tock solution (40%
DrakeoHecithin solution) contained varying amounts of DDA and when appropriately diluted,
the final vaccine preparation contained 2.5% AMPHIGEN® I‘orrl:lulatlon and DDA concentration
ranging from 0.5 mg/dcsa 10 2.0 mg/dose. Aluminum gel {(RehydragelL V) was used at the
final concentration of 2%. GPI-0100 was used in the range of 2, 3, and 5 mg/dose.

'All the components were added to a Silverson homogenizer and blended for 15
minutes at 10,500 rpm and then microfluidized by pagsing through a 200 micron chamber with
10,000 psi. When the vaccine preparation contained atluminum hydroxide, the microfiuidization
was carried out without aluminum hydroxide. After the microfluidizaetion was compileted,
aluminum hydroxide was added and mixed with a stir bar overnight at 4°C:

Protection Against Leptospira Challenge Afler Vaccination With
A Microfluidized Amphigen Vaccine Formulation With Leptospira Antigenas.

Table 1 - Treatment Groups

 Treatment group | Composition of adjuvant
TO1 Salfine
TO2 Quil-A, Cholesterol, and the AMPHIGEN® formulation (QAC)
TO3 QuikA, Cholesterol, the AMPHIGEN® formulation and AIOH (QAC-
AIOH)
TO4 DDA, Cholesterol, and the AMPHIGEN® formulation (DDA)
TOS DDA, Cholesterol, the AMPHIGEN® formulation, and AIOH (DDA-
AIOH)
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Table 1 shows the composition of the adjuvant formuletions in the vaccine preparations
tested in this study. The vaccine preparations were prepared as described in the Example 11.
There were six animals in each group. About seven-month oikd beef cross-bred heifers were
used in this study. Vaccination was done on Day 0 and Day 21 through subculanscus route
with 5 ml vaccine volume. Challenge was done with L. hardjo-bovis strain 203 from NADC
(National agriculiural Disease Center). Challenge was done during Days 57-58 with a 1-mi
Innoculum. Challenge was administered conjunctively in the eye and vaginally. The challenge
material contained 5.0 X 10° leptospires/ml. Urine was collected weekly for lepto culture, FA

Table 2 - Results of the Leptosapira Chalienge Study

"Treatmant | Percent caives | Percent of caives | Percent of calves | Percent of
aver positive ever positiive for | ever positive for | Calves ever
for Leptospita | Leptospima in Leptospira in positive for
in urine and urine and Kidney | urine and Kidney :| Leptoepira in
Kidney through | through FA through PCR Urine and
Culture Kidneys across

all assays
Saline 100 83.3 833 100
QAC (¢} 0 0 0
QAC/AIOH | O 50.0 0 50.0
DDA 0 0 0 0
"ODAJAIOH | 0 333 187 50.0

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

percentage of Leptospira infection in the challenged animal, the following criteria were used. i
the kidney culture wae positive for only one sample, the animal is considered 1o be positive for
Leptospira. If an animal Is positive in only one sample for either FA or PCR, the animal is
conaidered 10 be negative. If the sample is positive for both FA and PCR in only one sample, it
was considered positive for Leptospima.

The results shown in Table. 2 indicate that there was a significant shorter duration of
urinary shedding in all vaccine groups based on all the three assays. As far as urinary and
kidney colonization are concemed, the efficacies of the QAC- and DDA-contsining formulations
without AIOH were comparable. AIOH did not improve and even reduced the efficacies of the
QAC- or DDA-containing vaccines in this challenge study.

Table 3 - Microscopic Agglhnination Titer Range
On Day Of Peak Geometric Mean Titer Prior To Chailenge (Day 35)
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Treatment L Hardjo L. pomona
Saline <20 <20
[OAC 160 - 640 1280 - 10240
"QAC/AIOH 160 - 2560 8-- 10240
‘DDA 40 - 1280 320 - 2560
 DDA/AIOH 1 320- 640 1280 - 5120

Serological responses against both al the Leptospira anﬁdans in the vaccine
formulation were detected in the vaccinated animal and the peak responee was noled on Day:
35. There was no correlation between the serological response and the protection againet tha
challange. The presence of aluminum gel in the vaccine formulation reduced the level of
protection although the serological response was enhanced by the prgsence of aluminum gel In

the vaccine.

EXAMPLE 14

Elicitation Of Immune Response To The BVD Viral Antigen And
Protection Against The BVD Type 2 Virus Challenge

After Inmunizstion With A Microfluidized
Vaccine Preparation Contalning AMPHIGEN® Formulation and DDA.

Four to seven month-old seronegative calves were used in this experiment. There were

six different groups and each group had ten animals (Table 4). On Day O and Day 21 sach
animal received one 2 ml subcutaneous dose of the vaccine or placebo In ‘the lateral neck
approximately midway betwean the scapula and poll.

Table 4 - Treatment Groups .

Treatment | Adjuvant composition
(T01 Saline

(702 Quil-A, AMPHIGEN® formulation, and Chioesterol

Y03 AMPHIGEN® formulation, Choloesterol, DDA (0.5 mg / dose) and AIOH
TO4 AMPHIGEN® formulation, Cholesterol, and DDA (0.5 mg/ dose)

T05 AMPHIGEN® formulation, Cholesterol, and DDA (1.0 mg / dose)

T08 AMPHIGEN® formulation, Cholestercl, and DDA (2.0 mg / dose)

A 5 mi dose of the challenge vitus preparation (approximately 2.5 ml per nostril) was
administered intranasally on Day 44 of the study. Noncytopathic BVD virue Type 2, isclate #
24515 (Eliis Strain), lot # 48325-70 was used in this study as ths challenge strain. Retained

samples of challenge material were iitlered (two replicates per titration) at the time challenge
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was inltiated and immediately upon its completion. The mean live virue titer per 5 ml dose was
5.3 logso FAID;0/S mi prior to challenge and 5.4 logys FAID/S mi post challenge (FAID is
equivalent to TCIDg).

Animals were monitored daily from Day -3 through Day 58. Clinical disease scores of
0, 1, 2, or 3, based on clinical signs attributable to BVD 2 Infection were made for each animal
on Days 42 through 58. The scores on Day 44 were recorded priof to challenge. Blood
samples (two 13 ml Serum Separation Tubes, SST) were collected from each animal on Days
0, 21, 35, 44, and 58 for determination of serum titers of BVD Type 1 and BVD Type 2 vinve
neutralization antibodies. .

Blood sa‘r'n'ples were collected from each animal on Days 42 through Day 58, inciusive,

' and the presence cl BVD virus in buffy coat cell was determined. On Day 44, samples were

obtained prior fo challenge.

For determ'ining while blood cell counts, biood samples (one 4 ml EDTA tube) were
collected from each animal on Day 42 through Day 58, inclusive. On Day 44, samples were

obtained prior to challenge.
Leukopenia was defined as a 40% or grealer decrease in the WBC ‘count from bassline

(average of pre-challenge WBC counts from two days prior to, and the day of challenge).

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

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

Serology

Prior to vaccination on Day 0, all animalis in the study were seronagative (SVYN <1:2) for
antibodies to BVD virus Types 1 and 2 (data not shown). Fourteen days afier the second
vaccination (Day 35), all animals that were administered the placebo (T01) remained
seronagative for antibodies o BVD virus Types 1 and 2; and allof the animals vaccinated with
the ITAs (investigational Test Antigen) (T02, TO3, TO4, TOS and TOB) were sercpositive (SVN
21:8) for antibodies {o BVD virus, Types 1 and 2. One animal which was administered with the
vaccine adjuvaniad with the AMPHIGEN® jormulation at 2 mg/dose of DDA had an SVN titer of
3 for antibodies to BVD virus Type 2 on Day 35 (Table 11 and 12).
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Prior to challenge on Day 44, all controls (TO1), except one, werg seronegative (SVN
«1:2) for antibodies to BVD virus Types 1 ard 2 (data now shown). The one control (#2497}
was seroposiive (SVN = 10) for antibodies to BVD virus Type 1 and seronegative for
antibodies to BVD virus Type 2. Fourteen days following challenba. all animals in the study
were seropositive for antibodies to BVD virus Types 1 and 2.

Table 5. BYD Virus Type 1 Geomwetric Mean Serum Virus Neutralization Tiers

BVDv Type 1 Geometric Mean SVN Thers on Study Day
Treatment 0 21 35 “ 58
TO1 | Saline <2 <2 <2 2" 239
To2 | Amphigen, <2 30.1 188245 14018.2 275546
Quil A ‘
T03 | Amphigen, 1< 51.8 32204.8 1..1 231704
0.5 mg DDA,
o E
To4 | Amphigen, <2 |2Z70 146124 88320 219982
0.5 mg DDA '
T05 | Amphigen, <2 26.7 115852 8194.8 20862.0
1.0 mg DDA
706 | Amphigen, | <2 235 8776.7 67663 16961.1
2.0 mg DDA .
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Table 6. BVD Virus Type 2 Geometric Mesn Serum Virus Neutralization Titers

BVDv Type 1 Geometric Mean EVN Tilers on Study Day
Treatment ) 21 [ 44 58 ]
[TOT | Saline <2 <2 <2 < 622.0
702 | Amphigen, | <2 | 8.9 22724 20482 248338
Quil A
[T03 | Amphigen, | <2 95 3565.7 27022 20881.8
| 05mg
DDA!'Al -
"TO4 | Amphigen,0, | <2 4.1 1260.7 $68.1 184802
&5 mg DDA
[TO6 | Amphigen, | <2 6.4 13088 14539 30047.8
1.6m|| DDA
[T08 | Amphigen2. | < 7.7 16752 14289 16384.0
0mg DDA

- Table 7. BVD Virus Isolation Following Challenge

. BVD Virua isolstion ]

LSMean

e gl e
Viremia

To1 | Saline 47 through 68 10/10 (100.0) 104

To2 ;"::"" 50 through 53 1110 (10.0) 0.4

igen, 0.5

Tod mﬂ - /10 (0.0) 0.0

To4 :':p:;"'m 48, 50 through 52, 57 /10 (30.0) 05

705 g:::"' 1.0 49 through 51 2/10 (20.0) 0.4

T06 ;:':'DT“ 20 1 e through 52 210 (20.0) 0.5
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Table 8. Clinical Signs Of BVD Dissase Following Challenge
Frequency | Frequency (%) Observations with Clinical Sign Total
Troatment (%) with of BVD Dissass ‘
Obs.
Diseass 0- 1 2 3
To1 | Saline 810 (90.0) | 75 (46) @75 |20(17.3) | 1(08) | 168
T02 Q"::"'" mo(100) |10s@e |es@ry |202 o |17
NHFHBOI‘- \ ) )
TO3 | 0.5mg DDA, | 210 (20.0) 99 (58.2) 67 (394) 4(2.4) 0 (0) 170
N ]
Amphigen, '
T4 | smopa |¥10C0 [118@ea |s2i208 |o(0) o |170
Amphigen, '
T0B 1.0 mg DDA 010 (0.0) 101 (5b.4) ﬂﬂ {40.6) 0 (.0) 0 (0) 170
Amphigen, - :
To8 2.0 mg DDA /10 (0.0) 104 (61.2) 66 {38.8) 0 (0) o (0) 170
Table 8. Leukopenia Following Challenge
Leukopenia
Treatment “Frequency (%) of Leukemic | LSMean Days with
Animails Leukemia
[ To1 Saline 10710 (100.0) 7.8
To2 Amphigen, Quil A 6/10 (80.0) 12
_ Amphigen, 0.5 mg | .
T | oA A 2110 (20.0) 02
) Amphigen, 0.5 mg
TO4 DDA 4/10 (40.0) 0.8
Amphigen,
T05 1.0 mg DDA 310 (30.0) 09
Amphigen, 2.0 mg
T8 | o 2/10 (30.0) 05
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Table 10. Body Welght and Body Weight Gain During the Study

A

Mean Body Welght (Ib.) on Study Day Welight
Treatment -1 43 50 58 Gain (Ib)
TO1 Saline 378.0 484.9 401.0 4769 |[98.9
A n,
To2 mphige 428.0 526.5 548.7 5780 |151.0
Qui A
T3 | Amphigen, 4105 514.4 534.2 5700 |1685
0.5 mg DDA, AIOH ' | '
Am X :
TO4 phigen 3737 4723 492.8 538.1 164.4
0.5 mg DDA
Amphigen,
T , 368.9 451.4 47890 .| 507.1 148.2
05 1.0 mg DDA
To8 Amphigen, 408 513.3 533.9 5603 |1516
2.0 mg DDA ) ) ' )
Virus jsolation

As the data shown in Table 13, during the challenge period (Days 44 through 58), all
ten animals in the coritrol (TO1) were viremic (BVD virus was isolsted on one or more days). In
the groups administered with the [TAs, the frequency of viremic animals was ona, zero, three,
two and two in each group of ten (T02, TO3, T04, TO5 and TO06, respectively). The difference
between the control and the groupe administered with the ITAs was statistically significamt
(P<0.05). The least squares mean number of days of viremia was also significantly greater
(10.4 days) for the control as compared to the groups administered with the ITAs (0.0t0 0.5

days).

Clinical Disease

Animals with clinical sign scores of 2 or 3 were considered demonstrating signs of BVD
disease. As shown in the Table 14, the frequency of animale whh clinical signs of BVD virus
diseass was nine of ten in the control (TO1) and one, two, zero, zero and zero of ten in each of
the groups administered the [TAs (T02, T03, TO4, TO5 and TOS, respectively). The difference
between the control and groups that were administered the ITAs was statistically significant

{P<0.05).
Leukopenia

As shown in Table 15, during the challenge period {(Days 44 through 58), all ten
animals in the control (TO1) were leukemic {a 40% reduction in white blood celi count from pre-

challenge baseline, Days 42-44). The frequency of animals with leukemia was six, two, four,
three and two of the 1en animals in each of the groups administered with the ITAs (T02, T03,
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To04, TOS and T06, respectively). The differance between the control and the group
administered with vaccine which was adjuvamed with the AMPHIGNEN® formulation at 0.5
mg/dose and aluminum hydroxide (T03) was statistically significant {(P<0.05). The least
squares mesn number of days of leukemnia was significantly greater (7.8 days) for the control
as compared to 1hel groups administered with the ITAs (0.2 to 1.2 days).
EXAMPLE 16
Elicitation Of Immune Reasponse To The BVD Viral Antigen And

Protection Against The BVD Typs 2 Virus Challenge After inmunization .
With Microfluldired Vaccine Formulstion Containing GP1-0100.

]

A set of experimental conditions as described in the Example 14 was followed and a -
direct comparison between Quil A and GP0100 was made. As shown in the Tables 11 and
12, the animais vaccinated with BVD antigens in the microfluidized AMPHKIEN® formulation-
based preparation containing either Quil A or GPI-0100 had a significant antibody tiler both for
BVD Type 1 and BVD Type 2 viruses. The antibody titer for BVD Type 1 virus was much more
higher than that for BVD Type 2 vinis. However, subsequent challenge with BVD Type 2virus '
showed a strong protection and the disease incidence was significantly reduced in the calves
vaccineted with the microfiuidized AMPHIGEN® formulation-based vaccine preparation
containing GPI-0100. ,

Table 11. BVD virus Type 1 Geometric Mean Serum Virus Neutralization Titers

Geometric mean SVN titer
Trestment 0 21 s 43 &7
[TO1 | Saline <2 |<2 = | < 355
T02 | Amphigen, Quil A < |97 [20171.0 |122034 44762.4
To3 Amphigen, 2 mg GPE100, < |e48 |100885 |7383.2 257092
AIOH
To4 | Amphigen,2mg GPLO100 | <2 |106.0 |18179.2 | B8933.2 285262
T05 | Amphigen, 3mg GPH0100 | <2 | 62.9 15024.3 | 6780.1 19824.4
T068 | Am,phigen, 5 mg GPI-0100 | <2 | 71.1 12203.3. | 7512.0 166702
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Table 12. BVD virus Type 2 Geometsic Mean Serum Virus Neutralization Titers

BVDv Type 1 Geometric Mean SVN Titers on Study

Day
Treatment .
) 21 35 44 58
To1 | Saline 2 e <€  |< 4.7 .
To2 | Amphigen, Quil A < [129 [23120 16825 1663.4
Amphigen, 2 mg GPI-0100, :
To3 | . < |132 |16635 1116.8 1562.3
A'OH p.r ¥
TO4 | Amphigen, 2mgGPI-0100 | <2 |205 | 26102 10782 24707
T05 | Amphigen, 3mg GPIO100 | < | 11.4 | 17528 13052 2435.4
To8 | Amphigen, 5mg GPI-0100 |<2 | 120 | 31564 2120.2 1845.8
Table 13. BVD Virus lsolation Following Challenge
BVD Virus iscistion '
Treatment Frequency (%) of LSMean Days with
Viremic Animsls Viremia
T01 | Salne 10710 (100.0) 84
Ta2 | Amphigen, Quil A 3/10 (30.0) 0.3
Amphigen, 2mg GPI-0100,
TO3 | om 0/10 (0.0) 0.0
T04 | Amphigen, 2 mg GPI0100 | 1/10 (10.0) 0.1
To5 | Amphigen, 3 mg GPI0100 | a/10 (30.0) 0.3
TO8 | Amphigen, 5 mg GPI0100 | 2/10 (20.0) 02
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Table 14. Clinical Signs of BVD Disease Following Challenge
.Frequency Frequsnecy (%) Observations with Total
(%) whh Clinical Disease Score of
Treatment - . Obs.
Disease
’ 0 1 2
TO1 | Saline 510 (50.0) 103 (60.8) | 55 (32.4) | 12 (7.1) 170
T02 | Amphigen, QuAA | 5/10 (50.0) 115 (67.6) | 48 (28.2) | 7 (4.1) 170
Amphigen, 2 mg : -
TO3 GP1-0100, AIOH 010 (0.0) 128 (75.3) | 42 (24.7) | 0(0) 170
Amphigen, 2 mg |
X 4 (72. . .
TO4 GPI0100 0H0 (0.0) 12 (72. 9) |46 (27.1) | 0(0) 170
Amphigen, 3 mg
TO0S GP-0100 0410 (0.0) 104 (61.2) | 66 (38.8) . 0 (0) 170
Amphigen, 5Smg [
TO8 GPL0100 o/10 u'm) 128 (75.3) | 42(24.7) [0 (0) . 170
Table 15. Leukopenia Following Challenge
Leukopenia
Treatment Frequency (%) of Leukopenic | LSMean Days with
Animals Leukopenia
TN Saline 8/10 (90.0) 8.7
TO2 Quill A 6/10 (80.0) 18
To3 2 mg GPI-0100, AIOH | 7/10 (70.0) 28
TO4 2 mg GP10100 410 (40.0) 15
TO6 3 mg GPI-0100 710 (70.0) 28
To8 5 mg GPI-0100 8/10 (80.0) 29

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

EX L

Vaccine Preparstion Containing Microsncapsulated Antigen
in Microfiuidized Oll-in-Water Emuision
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Three grams of Trehalose (Fluka) was added to water to get a stock of 333mg/mt of
Trehalose solution. Recombinant PauA antigen salubilitzed in 0.8% SDS solution (SDS//PauA)
was added to Trehalose solution to get a final concentration of 494 ug rPauA/ml. In the next -
step 10 grams of polylactide glycolic acid (PLG- Resomer RE 503H, Boeringher Ingelheim) was
dissoived in 200 mi Methylene Chioride (MeCl2). The resulting PLG/MeCI2 solution was
combined with the SDS-rPauAitrehalose solution prepared in the first step. The combined
solution was subjected to microfiuldization using (Microfluldizer from Microfluidics Model
M110EH) and the microfividized preparation was spray dried using (Temco Spray Dryer Madel
SD-05). The lpmy dried material was collected using a 500 micron screen.

The conmntmtlon of rPauA in this spray dried material was quantified using a Westem
bict analysis. 1.04 mg of spray-dried material was dissolved in 50 pl of acetone and
centrifuged at 13,200 rpm at room temperature for 10 minutes. The supematant was removed.
The supematantand the pellet fractions were dried in a biological safety hood for 2.5 hours.
The pellst was resuspended in 47.43 L of sample solution (25u! of sample butfer + 10 ul of
reducing agent+ 65yl of water). The dried supematant fraction was resuspended with 20 pl of
sampie solution. In the westem analysis purified PauA was used as a standard to quantify the
rPauA content of the spray dried material.

A 20 % Manitol stock solution was prapared by dissolving 100 grams of mannitol
(Sigma) in 500 mI ofII'Wnler tor Injection (WF1). Solution was heated 10 40°C with hot
plate/stirrer and cooled 10 30°C. Solution was sterile filtered through a 0.22micron sterile filler
(Millipore). 2.5% Carboxymethyiceliulose solution was preparad by dissolving 12.5 grams of
carboxymethyulceliulose (Sigma) in 500 mi of WF1 and mixed overnight at 4°C. Solution was
aulociaved at 121°C.

The powder resulting from spray drying was reconstituled in a solution containing 5%
mannitol, 0.3% carboxymaethy! cellulose, and 1:5000 of thimerosol. The final solution was
afiquoted in to 3 mi vials and lyophilized using a Lyophilizer (USIFROID). The lyophllized
powder represents the microencapsulated rPauA. The microencapsulated subunit protein
antigen is resuapended in 2 ml of microfluidized oilin-water emulsion containing an

* AMPHIGEN® formulation (such as the microfiuidized emulsion described in Example 20) and
used as a vaccina.
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EXAMPLE 17 '

Preparation Of Microfluidized Vaccine Formutation Contalning Both Bacterial
Whole Cell Antigen And Recombinant Protein Antigen In Oli-In-Water Emulsion

Two vaccine preparations were made which contained both recombinant
Strepiococcus uberis PauA protein and Escherichla coll bacterial cells, added intrinsically to cil-
in-water emuisions asldescribod In Examples 2 and 3. The recombinant PauA antigen was at
the conceniration of 100 pg per dose and the E. coli cells were at the final count of 4 X 10° per
dose. The emuision adjuvant compositions of the two vaccine formulations are shown In the
Table 16.

Tabia. 16 Vaccine formulstions containing both the recombinant protein and whole E. coll cella.

" [Treatment Antigen Adjuvant

TO1 Placebo Saline 0

To2 Pau AJE. coll SEAM-14 -
Pau A/E. cali 2.5 % Amphigen, 0.5 mg GPI-0100, 0.5 mg

' cholesterol
[T04 Pau AJE. col 2.5 % Amphigan, 0.5 mg
’ dimethyidiocladecylammonium bromide (DDA),
0.5 mg cholesterol '
EXAMPLE 18

Immune Response to Microfluidized Vaccine Contalning the rPaul
and Whole Cell Bacierlal Agents in Oli-In-Water Emuision

Mature dairy cows wers used in this experiment. Animals were at the end of thelr first
or second lactation at the time of enroliment. Two ml of each vaccine formulation was
administered subcutaneously three times, once at the time of drying off (D-0), 28 days later
(D=28), and again 4 10 10 days following calving (C+4 - C+10). The firet and third dose was
administered on the left side of the neck and the second dose was administered on the rigit
siie of the neck. Blood was collected prior to each vaccination and approximately 14 days and
32 days following third vaccination. ' The antibody titer for E. coli and the rPauA antigen were
determined through ELISA. As shown in Figure 8, the results indicate that the antlbody titer for
rPauA was higher in the group vaccinaled with vaccine formulation containing GPI-0100 as an
immunocstimulant and peaked on day 70 post initial vaccination. The antibody titer for E. coll
antigen is shown in Figure 8. The antibody titer for E. coli antigen was comparable in both
vaccine formulations, although the presence ol GPI-0100 as an immunostimulant induced a
relatively higher antibody titer when compared to the formulation with DDA as an
immunostimulant.
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EXAMPLE 19

PCT/1B2005/00080+4 A&

Analysis Of Virucidal Activity Of The Microfluidized
AMPHIGEN® Formulstion Based Vaccine Frepnrlﬂom

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

Detection of the viricidal activity in the three vaccine preparations was conducied In
accordance with the USDA 8CFH.113.35 requirements,

The resuits shown in Table 18 indicate that microtiuidization of B\MPHIGENO
formulation-based vaccine preparations does nol cause any significant inactivation of the

vaccine prepnmbn

Table 18. Analysls Of Viricidal Activities Of Microfiuldized Vaccines

PI3

Sertal BRSV BHV

A 0 02 )

AM200 02 ) 02

AM76 0 03 0.3

AM75037C 0.1 03 02
B 0 0.1 02
"BM200 ) 0 02

BM75 02 0.5 0
' BM75037C 0.5 05 )
C 0.1 0.1 0.2
 CM200 02 0.1 02

CM75 0.1 0.5 0.2
"CM75037C 0.5 0.5 02

A=Choioesterol added at 850 mi/min

B=Cholesterol added at 28 mi/mim

C=Cholesterol added at § mimin

M200=Microfluldized with 200 micron screen

M75=Microfiuldized with 75 micron screen

M75037C=Fluids heated to 37°C prior to microfiuidization
A value above 0.7 is an indication of viricidal effect.
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EXAMPLE 20 '
Preparation of a Microfiuidized AMPHIGEN® Formulstion

An AMPHIGEN® formulation was prapared by combining the DRAKEOL lecithin oll
solution (light minerat ofl with 25 % lecithin) and TWEEN 80 (with the final concentration of
0.18%) and Span 80 (with the final concentration of 0.08%) with mixing for 8-22 hours at 30 = 1
°C. The oll mixture was then added to saiine with the aide of a Ross® (Hauppauge, NY 11788)
emulsifier at approximately 3400 rpm. Subsequently the mixture was passed once through a
microfluidizer with & 200 um Interaction chamber at 4500 + 500 psl. Figure 10 A and 10B show
the stability of the microfiuidized AMPHIGEN® formulation. Particle size distribution, as '
measured by lager ditiraction, at the starting, inltial time.point (Figure 10A) was nearly kdentical
to the particle size distribution after 22 monthe of 4°C storage (Figure 10B).

Example 21 o
Electron Microscopic Analysis Of
_ The Qull A - Cholesterol immunogenic Complex

in order to determine the nature of the immunogenic complex formed by Qull A and
cholesterci, a mixture of these two components was made either in the presence or absence of
an amtigen. '

in a beaker containing 50 mil of KR-Hals butfer, BVD Type | antigen was added while
stirring the solution with a magnetic bar. Afterwards, a concentrated stock sohtion of Quif A
(50 mg/mi) was added drop wise while stirring the eolution to achieve a final concentration of 50
pg/ml The addition of Quil A was followed by the addition of a stock solution of cholesterol in
ethanol (18 mg/ml) to the final concentration of 50 ug/mi. .

in a second beaker, Quil A and cholestercl were added In the same way to the buffer of
50 mi without any BVD Type | antigen.

For transmisslon electron microscopy, 10 pl of each sample was adsorbed onto 400
mash copper grids with a formvar/carbon support platiorm (Eleciron Microscopy Sciences, Inc.,
Fort Washington, PA). The samples were negatively stained using 10 ul of filtered 2%
phosphotungstic dcid, pH 52 as a contrast agent. The samples were examined using a JEOL
1230 Transmission electron Microscope (JEOL Inc., Tokyo, Japan) at 80 kV accelerating
voltage. Digital imaging was performed on a Gatan BioScan 782 camera. Fim microscopy was
done on 4488 EM film and printed {0 Kodabrome Il RC F3 paper (Eastman Kodak Company,
Rochester, NY.)

in the solution contalning only cholesterol and Quil A without any BVD Type [ antigen,
helical micefles were detecied along with Quil A micelles and cholesterol crystals (Figure 11).
The helical micelles were intertwined and appeared like @ mesh. In the sample containing the
BVD Type | antigen, the helical micelles were found to encircle randomly certain dense areas
(Figure 12). The denae areas represent the BVD Type 1 antigen and the helical immunogenic
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complex resulting from the association of Quil A and cholestsrol ls found adsorbed on the
surface of the BVD Type | antigen.
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WHAT IS CLAIMED i8;: -

1. A vaccine comprising a saponin glycoside, a sterol and an antigen, wherein said
saponin glycoside and said sterol associate with each other td form complexes in the
iomdheicalmbenen.andwhommsmlmwbhldmnmmwim but not
imegrated wllhln said helical micelies.

2. The vaccine composilion of claim 1, further comprising & velelinarlly-aonophble carief.

3. The vaccine composition of cleim 2, mnlnuldvmﬁly-aoceplabhanhrham
ol-in-water emuision.

4. The vaccine composition of claim 1, wherein sald saponin glycoside is a triterpenoid.
5. The vaceine composition of claim 4, wherein sald triterpenoild s Qull A:

6. The vaccine composition of clalm 1, wherein sald sterol is cholesterol

7. The vaccine composition of claim 1, wherein said antigen comprises a viral antigen, a
bacterial antigen, or a combination thereof.

8. The vaccine composition of claim 7, wherein said antigen comprises a BVDV type 1 or
type 2 antigen.
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EMULSIONES DE ACEITE EN A MICROFLUIDIZADAS Y
COMPOSICIONES DE LAS VACUNAS

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere de forma general al campo de las vacunas vy,
en particular, a ib'.nnulaciones de adyuvantes para potenciar la respuesta
inmunitaria en animales veterinarios. En particular, la invencion se reflere al uso
de una emulsién submicrométrica de aceite en agua como un adyuvante de
vacunas para potenciar la capacidad inmundgena de los antigencs. La
presents invenclén proporciona formulaciones de emulsiones submicrométricas
de aceite en agua, composiciones de las vacunas que contienen un antigeno
incorporado en tale§ emulsiones, asi como procedimientos para preparar las
emulsiones y vac;unas. La presente invencién proporciona tamt;ién
composiciones que contienen complejos formados por un glucésido de
saponina y un esterol adecuados para usar en vacunas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las infecciones bacterlanas, viricas, parésitas y micoplasmicas estan
ampliamente extendidas en los animales veterinarios tales como ganado
vacuno, porcino y animales de compafila. Las enfermedades provocadas por
estos agentes infecciosos son a menudo resistentes a la terapia farmacéutica
antimicrobiana, no dejando medios efectivos de tratamiento. En consecuencia,
cada vez se usa mas una estralegia de vacunaciéon para controlar la
enfermedad infecciosa en los animales veterinarios. Un patégeno infeccioso
entero puede hacerse adecuado para usar en una formulacién de vacuna tras

la inactivacién quimica o manipulacion genética apropiada. De forma
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alternativa, puede expresarse una subunidad protsinica del patégeno en un
sistema de expresién recombinante y purificarse para SU usO en una
formulacién de vacuna. .

Adyuvante en general se refiere a cualquier material que aumenta la
respuesia Inmuniltaria humoral y/o celular a un antigeno. Las vacunas
tradicionales estdn compuestas por una preparacién bruta'de microorganismos
patégenos inactivados y las impurezas asocladas a los cultivos de
microorganismos patolégicos podrian actuar como adyuvantles para potenciar
la respuesta inmunitaria. Sin embargo, cuando se usan preparaciones
homogéneas de microorganismos patolégicos o subunidades proteinicas
purificadas como antigenos para la vacunacién, la Inmunidad provocada por
tales antigenos es deficlente y, por lo tanto, se hace necesaria la adicién de
clertos materiales exégenos como adyuvantes. Ademds, Ias' vacunas sintéticas
y de subunidades son caras de producir. Por lo tanto, con la ayuda de
adyuvantes, puede ser necesaria una dosis menor de antigeno para estimular
la respuesta inmunitaria, ahorrando asi en el coste de produccidén de las
vacunas. | '

Se sabe que los adyuvantes actGan de diferentes maneras para
potenclar la respuesta inmunitaria. Muchos adyuvantes modifican la red de
citoquinas asociadas a la respuesta inmunitarla. Estos adyuvantes
inmunomoduladores pueden ejercer su efecto incluso cuando no estén
combinados con antigenos. En general, los adyuvanteé inmunomoduladores
provocan una regulacién por aumento general de ciertas citoquinas y una
concomitante reguiacién ;;or disminucion de otras provocando una respuesta

celular Th1 y/o una humoral Th2.
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Algunos adyuvantes tienen la capacidad de preservlar la integridad de-la
configuracién de un antigeno de forma que los antigenos puedan ser
presentados de forma eficiente a las células efectoras inmunitarias apropiadas.
Como resultado de esta conservacion de la configuracién del antigeno
mediante la formulacion del adyuvante, la vacuna tendria una vida utll en
depdsito  mayor’ "como la que demuestran para ‘los complejos
inmunoestimuladores (ISCOM). Ozel M. y cols.; Quaternary Structure of the
Immunoestimmulating Complex (Iscom), J. of Ultrastruc. and Molec. Struc. Res.
102, 240-248 (1989).

Algunos adyuvantes tienen la propiedad de retener el antigeno en forma
de depot en la zona de la inyeccidn. Como resultado de este efecto depot el
antigeno no se pierde rapidamente por aclaramiento hepatico. Las sales de
aluminio y las emulé;iones de agua en aceite actian a través de este efécln
depot con una duracion menor. Por ejemplo, se puede obtener un depot a largo
plazo usando adyuvante completo de Freund (FCA) que es una emulsién de
agua en aceite. El FCA tipicamente se mantiens en la zona de la inyeccién
hasta que la biodegradacién pemmite la eliminacién del antigeno por las células
presentadoras de antigeno.

Basdndose en su naturaleza fisica, los adyuvantes pueden agruparse en
dos categorias muy amplias, especificamente adyuvantes pariculados y
adyuvantes no particulados. Los adyuvantes particulados existen en forma de
microparticulas. El inmunégeno es capaz de incorporar o asociarse a ias
microparticulas. Sales de aluminio, emulsiones de agua en aceite, emulsiones
de aceite en agua, complejos inmunoestimuladores, liposomas Y

nanoparticulas y microparticulas son ejemplos de adyuvantes particulados. Los

N
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adyuvantes no particulados son generalmente inmunomoduladores y se usan
generalmente junto con adyuvantes particulados. Muranlill dipéptido (un
componente adyuvante activo de un peptidoglicano extraido de Mycobacteria),

copolimeros de blodue no. lénicos, saponinas (una mezcla compleja de

triterpenoldes extrgrdos de la corteza del &rbol Quillaja saponaria), Lipido°A (un -

disacérido de glucosalina con dos grupos fosfato y cincd o seis cadenas de

&cidos grasos generalmente de C12 a C16 de longltud), cltoquinas, polimeros

de carbohidratos, polisacaridos derivatizados y toxinas bacte'rianas tales como
la toxina del célera y la toxina l4bil de E. coli (LT) son ejemplos de adyuvantes
no particulados. '

Algunos de los adyuvantes mejor conocidos son combinaciones de
inmunomoduladores no particulados y de materiales particulados que podrfan
conferir un efecto depot a la formulacién de adyuvante. 'Por ejemplo, FCA
combina las propiedades inmunomoduladoras de componentes de
Mycobacterium tuberculosis con el efecto depot a corto plazo de las emuisiones
en acelte. .

Las emulsiones en aceite se han usado como adyu;rante de vacunas
durante mucho tiempo. Le Moignic y Pinoy encontraron en 1916 que una
suspensién de Salmonella typhimurium inactivados en aceite de parafina
aumentaba la respuesta inmunitaria. Subsiguientemente, en 1935 Ramon
describld el aceite de almidén como una de las sustancias que aumentan la
respuesta antltéxica al toxoide de la difteria. Sin embardo, las emulsiones en
aceite no se hicieron populares hasta 1937 cuando Freund logré su formulacién
de adyuvante que hoy se conoce como Adyuvante Completo de Freund (FCA).

El FCA es una emulsién de agua en aceite compuesta por aceite mineral

n.
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(parafina) mezclado con Mycobacteria inactivados y Arlalacel A. Arlacel A es
princlpaiment® monooleato de manida y se usa como agents emuisionante.
Aunque el FCA es excelente para inducir una respuesta de anticuerpos,
provoca dolor fuerte, formacién de abscesos, fiebre e inflamacion
granulomatosa. Para evitar estas reacciones secundarias indeseables, se
desarrolié el Adyt:i;pnte Incompleto de Freund (IFA). El IFA as similar al FCA
en su composicin a excepcion de la ausencia de componentes de
micobacteria. El IFA actia mediante formulacién en depot en la zona de la
Inyeccién y liberacién lenta del antigeno estimulando las células productoras de
anticuerpos. '

Otra estrategia para mejorar el FCA se basé en la nocidén de que la
sustitucién del aceite de parafina por un aceite biocompatible ayudaria a
eliminar las reaccionles asociadas al FCA en la zona de la inyecclén. Se cl.'eia
también que la emulsién deberia ser una de acelte en agua en lugar de agua
en aceite porque ésta produce un depot de larga duracién en la zona de la
inyeccién. Hilleman y cols. describieron un adyuvante con base de acelte
“Adjuvant 65", que consistia en aceite de cacahuete al 86%, Arlacel A al 10%
como emulsionante y monoestearato de aluminio al 4% como estabilizador.
Hilleman, 1966, Prog. Med. Virol. 8;: 131-182; Hilleman y Beale, 1983, en New
Approaches to Vaccine Development (Editores Bell, R. y Tomigiani, G.),
Schwabe, Basel. En los seres humanos, el uso de Adjuvant 65 era seguro y
potente, pero mostraba menos capacidad adyuvante que el IFA. Sin embargo,
se suspendié el uso de Adjuvant 65 debido a la capacidad reactégena en el
hombre con ciertos lotes de vacunas y la reduccién de la capacidad adyuvante

cuando se usaba emulsionante purificado o sintético en lugar de Arlacel A. Las

ey
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patentes de Estados Unidos n? 5.718.904 y 5.690.942 ensefian que el aceite de
parafina en la emulsién de abei;e en agua puede susti'tuirse por aceite
metabolizable con él fin de mejorar el perfil de seguridad.

Ademas de la bapacidad adyuvante y la seguridad, el aspecto fisico de
una emulsién es también una consideracion comercial importante. El aspecto
fisico depende de la estabilidad de la emulsién. La sephlracién de fases, la
sedimentacién y la coalescencia son indicadores de la inestabilidad de la -
emuisién. La separacién de fases ocurre cuando las fases olqaglnosa y acuosa
de la emulsién tlenen una gravedad especifica diferente. También se da la
separacion de fases cuando el tamano de la gota de I& emulsion es grande y
las gotas de la emulsién no tienen movimiento Browniano. Cuando el tamaiio
de la gota es grande, hay una tendencia a la ruptura de la interfase y las gotas
se fusionan en forma de particulas grandes. La estabilidadl de la emulsién se
determina mediante un nimero de factores tales como la naturaleza y cantidad
de emuisionante usado, el tamafio de la gota en la emulsién y la diferencia de
densidades entre la fase oleaginosa y acuosa. .

Los emulsionantes promueven la estabilizacion de' gotas dispersas
reduclendo la energla libre de la interfase y creando barreras fisicas o
electroestiticas a la coalescencia de las gotas. Se han usado detergentes no
Iénicos asl como iénicos como emulsionantes. Los emulsionantes no ibnicos se
orilentan en la interfase y producen estructuras relativamente voluminosas, o
que conlleva la evitacién estérica de las gotas dispersa's. Los emulsionantes
aniénicos o catlénicos inducen la formaciéon de una doble capa eléctrica
atrayendo los iones conjugados; las fuerzas repelentes de la capa doble

provocan que las gotas se repelan las unas a las otras cuando se acercan.
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Ademds de usar emulsionantes, también puede lograrse la estabilidad
de la emulsién reduciendo el tamafio de la gota de la emuisién por medios
mecéanicos. Tipicamente se han usado mezcladores de pfopelentes, rotores de
turbina, molinos de coloides, homogeneizadores y aparatos de ultrasonidos
para fabricar emulsiones. La microfluidizacion es otra forma de aumentar la
homogeneidad del tamafio de la gota en la emulsién. La microfiuidizacién
puede producir una emulsién elegante, flsicamente estable con un tamafio de
las particulas consistents en el intervalo submicrométrico. Ademéds de
aumentar la estabilidad de la emulsién, el proceso de la microfluidizacién
permite Ia filtraclon final que es una forma preferida de asegurar la esterilidad
del producto final. Ademés, las particulas oleaginosas submicrométricas
pueden pasar desde las zonas de inyeccion a los vasos linfaticos y despué_s a
los nédulos Iinfétlcoé de la cadena de drenaje, sangre y bazo. Esto reduce la
probabilidad de establecer un depot oleaginoso en la zona de la inyeccién que
puede producir inflamacién local y una reaccién significativa en la zona de la
inyeccion.

Los microfiuidizadores estdn ahora disponibles comerciaimente. La
formacién de emulsiones se produce en un microfluidificador al interactuar dos
chorros fluidizados a velocidades elevadas dentro de una cédmara de
interaccién. El microfiuidizador es aire o nitrégeno impulsado que puede operar
con presiones intemas por encima de 20.000 psi (137.900 kPa). La patente de
Estados Unidos 4.908.154 ensena el uso de un microfiuidizador para obtener
emulsiones esenciaimente libres de cualesquiera agentes emulsionantes.

En la bibliografia se han describo un numero de formulaciones

adyuvantes de aceite en agua submicrométricas. La patente de Estados Unidos

¥
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5.376.369 describe un adyuvante de emulsién submicrométrica de aceite en
agua que se conoce como Syntax Adjuvant Formulation (SA'F). SAF contiene
escualeno o escualano como componente oleaginoso, una cantidad de
polimero de bloque Plurénico L121 (polioxipropileno y polioxietileno) que forma
emulsiones y una cantidad inmunopotenciadora de - muramil dipéptido.
Escualeno es un precursor de colesterol hidrocarborfado lineal que se
encuentra en muchos tejldos, de forma notable en el higado de tiburones y
otros peces. Escualano se prepara mediante hidrogenacléq de escualeno y
estd completamente saturado. Tanto escualeno como. escualano pueden
metabolizarse y tilenen unos buenos antecedentes en ‘estudios toxicolégicos.
Las emulsiones de escualeno y escualano se han usado en vacunas contra el
cdncer en seres humanos con efectos secundarios leves y con una eficacia
deseable. Véase, por ejemplo, Anthony C. Allison, 1969. Squalene and
Squalane emulslons as adjuvants, Msthods 19: 87-93.

La patente de Estados Unidos 6.299.884 y la publicacién de patente
intemacional WO 90/14837 ensefian que los copolimeros de bloque de
polioxipropileno y polioxietieno no son esenclales p'ara' la formacién de
emuisiones submicrométricas de aceite en agua. Ademas, estas referencias
ensefian el uso de aceite metabolizable no tdxico y expresamente exciuyen el
uso de aceite de parafina y aceites de derivados del petréleo toxicos en sus
formulaciones de emulsiones.

La patente de Estados Unidos 5.961.970 des;cﬂbe otra emulsion
submicrométrica mas de aceite en agua para usar como adyuvante en
vacunas. En la emulsién que se describe en esta patente, el componente

hidréfobo se selecciona del grupo que consiste en un aceite triglicérido de
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cadena media, un aceite vegetal y una mezcla de los mis..mos. El tensioactivo
que se incluye en esta emulsién puede ser un tensioactivo bioldgicamente
compatible natural tal como un fosfollpido (por ejemplo lecitina) o un
tensioactivo no natural farmacéuticamente aceptable tal como TWEEN-80. Esta
patente ensefia también la Incorporacién del antigeno a la emuisién en el
momento en qug' :sa forma la emulsién, contrastando coh la mezcla del
antigeno con la emulsién después de que se ha formado la emulsién de forma
independients y extrinseca.

La patente de Estados Unidos 5.084.269 ensefia que una formulacién de
adyuvante que contiene lecitina combinada con acelte de parafina provoca un
descenso de la initacién en el animal hospedador y simultdneamente induce
una inmunidad sistémica aumentada. La formulacion del adyuvante que resulta
de la patente de Estados Unidos 5.084.269 se usa comerciaimente en vacunas
veterinarias con el nombre comercial AMPHIGEN®. La formulacién de
AMPHIGEN® est4 formada por micelas — gotas de aceite rodeadas de lecitina.
Estas micelas permiten que se unan mas antigenos celulares completos que
los adyuvantes con base oleaginosa tradicionales. Ademads, las formulaciones
de las vacunas con base de AMPHIGEN® contienen un bajo contenido en
aceite de 2,5 a 5% de aceite de parafina, comparadas con otras formulaciones
de las vacunas que contlenen adyuvantes oleaginosos, que tipicaments
contienen de 10% a 20% de aceite. Su bajo contenido en aceite hace que esia
vacuna con base de adyuvante sea menos irritante para los tejidos en la zona
de la inyeccion, dando como resultado menos lesiones y que haya menos
desechos al sacrificar. Ademas, el recubrimiento de lecitina que rodea las gotas

de aceite reduce mas las reacciones en la zona de la inyeccidén dando como

i’
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resultado una vacuna que es tanto segura como eficaz.

La formulacién de AMPHIGEN® se usa como adyuvante en un nimero
de vacunas veterinarias y existe la necesidad de mantener el aspecto fisico de
la vacuna durante paiiodos de almacenamiento cortos y largos asl como en el
momento de la raqonsiitucién. Ademads, un antigeno liofilizado se mezcla con la
formulacién de adyuvante preparada previamente Justo artes de la Inyaccién.
Esta prictica no asegura siempre que exista.una distribucién uniforme del '
antigeno en la emuisién de aceite en agua y el aspecto de 'F emulsién puede
no ser deseable. Ademéas, al reposar, la emulsion homogeneizada puede
mostrar separacién de fases. Por lo tanto, existe la necesidad de una °
formulacién de adyuvante estable que no muestre separacién de fases durante
una vida en depdsito larga. Una forma de prevenir la separacién de fases es
reducir el tamaiio de la gota y aumentar la homogeneidad do las particulas de
la emulsidon. Aunque se ha documentado el proceso de microfiuidizacién de
formulaciones de emulsiones con base de aceite metabolizable, todavia no se
ha realizado la microfuidizacién de las emulsiones de aceite en agua tales
como la formulacién de AMPHIGEN®. '

En la presente invencién, se ha usado la microfluidizacién para llevar el
tamafio de las gotas de aceite de parafina rodeadas de lecitina a tamafio
submicrométrico. De forma inesperada, los presentes inventores han
descubierto que la microfluidizacién de formulaciones de las vacunas con
adyuvantes de una emulsién de aceite en agua formadﬁ por una mezcla de
lecitina y aceite no sélo mejora el aspecto fisico de las formulaciones, sino que
potencia también los efectos inmunizadores de las formulaciones. Las

formulaciones microfiuidizadas se caracterizan también por un perfil de
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seguridad mejorado.
SUMARIO DE LA INVENCION

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

En consecuencia, en una realizacién, la presente invencién proporciona
formulaciones de emulsiones submicrométricas de acelte en agua de utilidad
como adyuvantes de vacunas. Las emulsionss submicrométricas de acelte en
agua de la presente Invencion estin compuestas por un acelte no
metabolizable, al melnos un tensioactivo y un componente acuoso, en las qulo el
aceite estd disperso en el componente acuoso con un tamaiio medio de las
gotas de aceite en el intervalo submicrométrico. Un aceite no metabolizable
preferido es aceite de parafina fluido. Tensioactivos preferidos incluyen lecitina,
Tween-80 y SPAN-80.

Una emulsién de aceite en agua preferida proporcionada por la presente
invencion estd compuesta por una formulacién de AMPHIGEN®.

Las emulsiones de aceite en agua de la presente invencién pueden
incluir componentes adicionales que son apropiados y deseables, incluyendo
conservantes, agentes osmoéticos, moléculas bioadhesivas y moléculas
inmunoestimuladoras. Moléculas inmunoestimuladoras preferidas incluyen, por
ejemplo Quil A, colesterol, GPI-0100, bromuro de dimetildioctadecilamonio
(DDA).
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En otra realizacion, la presente invencldn proporciona procedimientos
para preparar una emulsion submi_crométrica de aceite en égua. De acuerdo
con la presente invencién, se mezclan los diversos componentes de la
emuilsién, incluyend6 el aceite, uno 0 méas tensioactivos, un componente
acuoso y cualquier otro componente apropiado para usar en la emulsién. La
mezcla se somete a un proceso de emuisionamiento primhrio para formar una
emulsién de aceite en agua, que después se pasa por un microfluidizador para '
obtener una emulsién de aceits en agua de gotas con un digmetro inferior a 1
micrédmetro, preferiblemente con un tamarnio medio de las gotas inferior a 0,5
micrémetros. '

Todavia en otra realizacién, la presente invencién proporciona
composiciones de las vacunas que contienen un antigeno y una emulsién
submicrométrica de aceite en agua 'descrita anterionnen;e. El antigeno se
incorpora a la emulsién de forma extrinseca o Intrinseca, preferiblemente de
forma intrinseca.

El antigeno que puede incluirse en las composiciones de las vacunas de
la presente invenclén puede ser un antigeno bacteriano, fﬁn;;ico o virico o una
combinaciéon de ellos. El antigeno puede tener forma de una preparaclén
inactivada de células o virus completos o parciales, o tener forma de moléculas
antigénicas obtenidas mediante purificacién convencional de protelnas,
técnicas de ingenierla genética o sintesis quimica.

En una realizacién adicional, la presente ir;venciOn proporciona
procedimientos para preparar composiciones de las vacunas que contienen un
antigeno o antigenos combinado(s) con una emulsién submicrométrica de

aceite en agua.
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Para preparar las composiciones de las vacunas de la presente
invencién, ellos antigeno(s) puede(n) combinarse de forma Intrinseca (por
ejemplo antes de la microfluidizacién) o de forma extrinseca (por ejempio
después de la microfluidizacién) con los componentes de la emulsién de aceite
en agua. Preferiblemente, el antigeno se combina con los componentes de la
emuision de aceite ',en agua de forma intrinseca. L

Todavia en’' otra realizacién, la presente invencibn proporciona
composiciones de las vacunas que contienen un antigeno microencapsulado y
una emulsién submicrométrica de aceite en agua descrita anteriormente, en las
que el antigeno microencapsulado se combina con la emulsién de forma
extrinseca.

También se ha encontrado sorprendentements que una saponina y un
esterol, cuando se Icombinan en soluclén, se asocian entre si para formar
complejos en forma de micelas helicoidales. De acuerdo con la presente
invencién, estos complejos de micelas helicoidales tienen actividades
inmunoestimuladoras y son especiaimente (tlles como adyuvantes en
composiciones de las vacunas.

En consecuencia, la presente invenclén proporciona composiciones de
las vacunas que contienen una saponina y un esterol, en las que la saponina y
el esterol forman complejos en forma de micelas helicoidales. La presente
invencion proporciona también composiciones que contienen una saponina, un
esterol y un antigeno, en las que la saponina y el esterol forman complejos en
forma de micelas helicoidales y en las que el antigeno se mezcla pero no se

incorpora a las micelas helicoidales.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Flgura 1 representa ol procadimiento para la pnepa;'aclon en lotes de
composiciones de ias vacunas no microfluldizadas. En este procedimiento los
diversos componente's de la-vacuna se afiaden al recipiente de adicién de la
lzquierda y finaimente se bombean al recipiente de mezclado donde los
componentes se mezclan por medios mecanicos simples. °

La Figura 2 representa el procedimiento para la preparacién de
composiciones de las vacunas microfiuidizadas que conti'enen el antigeno

incorporado de forma intrinseca. Los diversos componentes de la vacuna se

afiaden al recipiente de adicién y se transfieren a la unidad de mezclado de la -

preemulsién para mezclar por medios mecénicos simples. Subsiguientements,
se pasa la emulsién por un microfluidizador y se recoge en la cdmara post-
microfluidizacién. |

La Figura 3 representa la distribucién del tamafio de las gotas de la
vacuna con base de formulacion de AMPHIGEN® no microfiuidizada, la vacuna
con base de formulacién de AMPHIGEN® microfluidizada y la preparacién de
vacuna mezclada en banco. -

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

La Figura 5 representa una comparacién de la estabilidad de’ los
antigenos que se Incorporan de forma intrinseca a la preparacién de vacuna
con base de formulacién de AMPHIGEN® mlcroﬂuldiza.da {A907505) y tres
preparaciones de las vacunas con base de formulacién de AMPHIGEN® no
microfividizadas de control (A904369, A904370 y A904371). Las cuatro

preparaciones de las vacunas se almacenaron a 4°C durante dos afos. En
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momentos diferentes durante el almacenamiento (0, 6, 12 6 24 meses), se
usaron las cuatro formulaciones para vacunar vacas de tres meses de edad. La
vacunacién se realiz6 el Dla 0 y 21 con 2 ml de una dosis de vacuna y se
recogieron los sueros dos semanas después de la segunda vacunacién. Se
determiné la valoracién de anticuerpos neutralizadores para el virus de BVD
Tipo 1l en cada fl'r'ya de las muestras de suero. Los datos 'se presentan en
términos de la media geométrica de 5 animaies.

La Figura 6 muestra la media de los minimos cuadrados de la
temperatura rectal del ganado antes y después de la administracion de
vacunas microfluidifizadas y no microfiuidifizadas. TO1: Grupo placebo — dosis
Unica; Grupo Placebo — Dosis Doble; T03: Formulacién no microfluidifizada —
Dosis unica; T04:, Formulacidn no microfividifizada — Dosis doble; TO5:
Formulacién microﬂtllldlflzada - Dosis tnica; T08: Formulaclén microfiuidifizada
— Dosis doble.

La Figura 7 representa la media de los minimos cuadrados de los
volimenes de reaccién en la zona de la inyecclén observados en el ganado
tras la administraclén de vacunas microfluidifizadas y no microfluidifizadas.
T03: Formulacién no microfiuidifizada — Dosis Unica; T04: Formulacién no
microfiuidifizada — Dosis doble; T05: Formulacion microfluidifizada — Dosls
tnica; TO6: Formulacién microfiuidifizada — Dosis doble.

La Figura 8 representa la media geométrica de las valoraciones de IgG
para antigeno PauA recombinante de Strepiococcus uberis tras la vacunacion
con las diversas formulaciones de las vacunas que contenian tanto antigeno
PauA recombinante como antigeno de células enteras de E. coli.

La Figura 9 representa la media geométrica de las valoraciones de IgG
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para antigeno de células enteras de E. coli de Streptococcus uberis tras la
vacunacién con las diversas formulaciones de las vacunas qu.e contenian tanto
antigeno PauA recombinante como antigeno de células enteras de E. coli.

La Flgura 10A y 10B representan la distribucién del tamafo de las
particulas de una formulacién de Amphigen microfluidifizada al inicio de la
produccién (Figura 10A) y a los 22 meses tras la producciéh (Figura 10B).

La Figura 11 es una fotografia de microscopia electrénica que muestra
micelas helicoidales formadas con micelas de Quil Ay cristale.s de colesterol.

La Figura 12 es una fotografla de microscopla electrénica que muestra

complejos inmundgenos helicoidales formados por Quil A y colesterol en la -

superficie del antigeno de BVD Tipo |.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los presentes inventores han descubierio de forma'inesperada que la
microfluidizacién de las formulaciones de las vacunas con adyuvantes de
emulsién de aceite en agua compuestas por una mezcla de lecitina y aceite de
parafina no sdlo mejora el aspecto fisico de las formulgciones de las vacunas,
sino que también potencia los efectos inmunizadores de Iaé formulaciones de
las vacunas. Las formulaciones de acunas microfluidizadas se caracterizan
también por un perfil de seguridad mejorado.

Basé&ndose en estos descubrimientos, la presente invencién proporciona
emulsiones submicrométricas de aceite en agua de utilidad como adyuvantes
en las composiciones de las vacunas. Se proporcionan ta;'nbién procedimientos
para preparar estas emulsiones submicrométricas de aceite en agua usando un
microfluidizador. Ademés, la presente invencion proporciona composiciones de

las vacunas submicrométricas en las que un antigeno se combina con una



10

15

20

25

17

emulsién submicrométrica de aceite en agua. También .se proporcionan los
procedimientos para preparar tales composiciones de las vacunas. La presente
invencién proporciona ademéds composiciones de las vacunas que contlenen
antigenos microencapsulados combinados con una emuisién submicrométrica
de aceite en agua y procedimientos para preparar tales vacunas.

Para hacer 'mas clara la descripcién, y no a modo 'de limitacién, la
descripcién detallada de la Invencién se divide en las siguientes subsecclones
que describen o, ilustran ciertas caracteristicas, realizaciones o aplicaciones de
la invencién.

Emuilsiones submicrométricas de acelte en agua

En una realizacién, la presente invencién proporciona emulsiones
submicromeétricas de aceite en agua de utilidad como adyuvantes de vacunas.
Las emulsiones subr'nlcrométrlcas de aceite en agua de la presente inveml:lén
potencian la capacidad inmundgena de los antigenos de las composiciones de
las vacunas, son seguras para administrarse a animales y permanecen
estables durante el aimacenamiento.

Las emulsiones submicrométricas de aceite en agua de la presente
invencién estdn compuestas por un aceite no metabolizable, al menos un
tensioactivo y un componente acuoso, en las que el aceite esta disperso en el
componente acuoso con un tamafio medio de las gotas de aceite en el intervalo
submicrométrico.

Por “submicrométrico” se quiere declr que las gotas son de un tamaiio
inferior a 1 pm {micrémetro) y el tamaiio medio de las gotas de acelte es
inferlor a 1 ym. Preferiblemente, el tamafio medio de las gotas de la emuisién

es inferior a 0,8 um; mas preferiblemente inferior a 0,5 pym; e incluso més

&5



10

15

25

18

preferiblemente inferior a 0,4 pm o aproximadamente 0,1-0,3 pm.

El “tamafio medio de las gotas® se define como el tamafio de las
particulas del didmetro medio del volumen (DMV) en una distribucién del
volumen de los tamafios de. las particulas. EL DMV se calcula multiplicando
cada didmetro de particula por el volumen de todas las particulas de ese
tamafio y sumando. Esto se divide después entre el volumen total de todas las
particulas.

El témino “aceite no metabolizable” tal como se usa en la presents
memoria se refiere a aceites que no pueden ser metabolizados por el cuerpo
del sujeto animal al que se administra la emulsién. '

Los términos "animal® y “sujeto animal® tal como se usan en la presente
memoria se refieren a todos los animales no humanos, Incluyendo ganado
bovino, ovino y porcino por eéjemplo. '

Los aceites no metabolizables adecuados para usar en las emulsiones
de la presents invencién incluyen alcanos, alquenos, alquinos y sus écidos y
alcoholes correspondientes, sus éteres y éstol_'es. y sus mezcias.
Preferiblemente, los compuestos individuales del ace'rta' SON compuestos
hidrocarbonados ligeros, es decir, los componentes de ese tipo tienen de 6 a
30 &tomos de carbono. El aceite puede prepararse sintéticamente o purificarse
a partir de productos de petréleo. Los aceites preferidos no metabolizables para
usar en las emulslones de la prasente invencién incluyen aceite mineral, acelte
de parafina y cicloparafinas por ejempilo. -

El término "aceite de parafina® se refiere a una mezcla de hidrocarburos
liquidos que se obtienen a partir de vaselina mediante una técnica de

destilacién. El tdrmino es sinénimo de “parafina liquida®, “vaselina liquida™ y

ge
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“aceite de parafina blanco®. El término se pretende que Inc.:luya también "aceite
de parafina fluido®, es decir, aceite que se obtiene de forma similar mediante
destilacion de vaselina pero que tiene una gravedad aspecffica ligeramente
menor que la vaselina. Véase, por ejemplo Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18* Edicién (Easton, Pa.; Mack Publishing Company, 1990, péginas
788 y 1323). Elvéloelte de parafina puede obtenerse en diversas fuentes
comerclales, por ejemplo J.T. Baker (Phillipsburg, PA), USB Corporation
(Cleveland, OH). Ei aceite de parafina preferido es el aceite de parafina fluido
disponible comerciaimenta con el nombre de DRAKEOL®.

Tipicamente, el componenta oleaginoso de las : emulsiones
submicrométricas de la presente invencién estd presente en una cantidad de
1% a 50% en volumen; preferiblemente, en una cantidad de 10% a 45; maés
preferiblemente en u'na cantidad de 20% a 40%. |

Las emuisiones de aceite en agua de la presente invencion tlpicamente
incluyen al menos un (es decir, uno o0 mas) tensioactivo. Los tensioactivos y
;;mulsbnantes. términos que se usan de forma intercambiable en la presente
memoria, son agentes que estabilizan la superficie de las gotas de acelte y
mantienen las gotas de aceite al tamafio deseado.

Tensioactivos adecuados para usar en las presentes emuisiones
incluyen tensloactivos biol6gicamente compatibles naturales y tensioactivos
sintéticos no naturales. Los tensioactivos biolégicamente compatibles incluyen
compuestos de fosfolipidos © una mezcla de fosfollpidos. Fosfolipidos
preferidos son fosfatidilcolinas (lecitina), tales como lecitina de soja o de huevo.
La lecitina puede obtenerse en forma de mezcla de fosfatidos y triglicéridos

lavando aceites vegetales crudos con agua, y separando y desecando las
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gomas hidratadas resultantes. Un producto refinado puede obtenerse
fraccionando la mezcla para obtener los fosfolipidos y gluco'IIpidos insolubles
en acetona que quedan después de eliminar los triglicéridos y el aceite vegetal
lavando con acetona. De forma altemativa, puede obtenerse lecltina en
diversas fuentes comerciales. Otros fosfolipidos adecuados Incluyen
fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, fostatidilserina, cido fosfatidico, cardiolipina y

fosfatidiletanolamina. Los fosfolipidos pueden aislarse de fuentes naturales o '

sintentizarse convencionalments.

Tensloactivos sintéticos no naturales adecuados para usar en las

amulsiones submicrométricas de la presente Invenclér{ incluyen tensiocactivos

no idnicos con base de sorbitan, por ejemplo tensicactivos de sorbitan
sustituidos con Acidos grasos (disponibles comerciaimente con el nombre
SPAN® o ARLACEL®), ésteres de ‘dcidos grasos de s¢;rbltol polletoxilado
(TWEEN®), ésteres de polietilenglucol de 4cidos grasos de fuentes tales como
aceite de ricino (EMULFORY); écido graso polietoxilado (por ejemplo acido
estedrico disponible con el nombre de SIMULSO_L M-53), polimero de
isooctifenol polietoxilado y formaldehido (TYLOXAPOL), éi;ems de aicoholes
grasos de polloxietlleno (BRLI®); éteras de polioxietilen nonfenilo (TRITON®
N), éteres de polioxietilenisooctilfenilo (TRITON® X). Tensloactivos sintéticos
preferidos son los tensioactivos disponibles con el nombre de SPAN® y
TWEEN®.

Tensioactivos preferidos para usar en las emulsiorlms de aceite en agua
de la presente invencién incluyen lecitina, Tween-80 y SPAN-80.

En general el tensioactivo, o la combinacién de tensioactivos, si se usan

dos o mas tensioactivos, esta presente en la emulsion en una cantidad de
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0,01% a 10% en volumen, preferiblemente de 0,1% a 6,0%, mas
preferiblemente de 0,2% a 5,0%.

El componente acuoso constituye la fase continua de la emulsién y
puede ser agua, solucién salina tamponada o cualquier otra solucién acuosa
adecuada. °

Las emulsiglnes de aceite en agua de la presente ifvencién pueden
Incluir componentes adicionales que son apropiados y dessables, incluyendo
conservantes, -age'ntes osmdéticos, moléculas bioadhesivas y moléculas
Inmunostimuladoras.

Se cree ciue las moléculas blioadhesivas pueden potenciar la
administracién y unién de antigenos sobre o a través de la superficle mucosa
diana confiriendo .inmunidad a las mucosas. Ejemplos de molécylas
bloadheslivas adecu;adas incluyen polimeros &cidos no naturales tales como
acido poliacrilico y écldo polimetracrilico (por ejemploc CARBOPOL®,
CARBOMER); polimeros naturales modificados sintéticamente é&cidos tales
como carboximetilcelulosa; polimeros naturales modificados sintéticamente
neutros tales como (hidroxipropll)metilcelulosa; polimeros que portan aminas
basicas tales como chitosan; polimeros &acidos que pueden obtenerse de
fuentes naturales tales como acido alginico, acido hialurénico, pectina, goma
de tragacanto y goma de karaya; y polimeros naturales neutros no naturales,
tales como polivinilalcohol; 0 sus combinaciones.

La frase “moléculas inmunoestimuladoras” tal como se usa en la
presente memoria, se reflere a las moléculas que potencian la respuesta
inmunitaria protectora inducida por un componente antigeno en las

composiciones de las vacunas. Los materiales inmunoestimuladores
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adecuados Incluyen componentes de la pared celular bacteriana, por ejemplo
derivados de N-acetil-muramil-L-alanil-D-isogiutamina tales como murabutida,
treonil-MDP y muramil tripéptido; glucésidos de saponina y sus derivados, por
ejemplo Quil A, QS 21 y -GPI-0100; colesterol y compuestos de amonio
cuaternario, por ejemplo bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) y N,N-
dioctadecil-N,N-bls(2-hidroxietil)propanodiamina (“avridina™}.

Las saponinas son compuesios glucosidicos que se producen como '
metabolitos secundarios en una gran variedad de especies vegetales. La
astructura quimica de las saponinas confiere una amplia gama de actividades
farmacoldgicas y blolégicas, que incluyen alguna actividad inmunolégica -
potente y eficaz.

Estructuraiments, las saponinas estin constituidas por cualquier
aglucona unida a una 0 mas cadenas de azucares. Las .saponinas pueden
clasificarse de acuerdo con su composicibn de agluconas: glucdsidos
triterpénicos, glucdsidos esteroideos y glucdsidos alcaloides esteroideos.

La saponina puede aislarse de la corteza de Quillaja saponaria. La
saponina ha sido conocida desde hace mucho como i;lmunoestimulador.
Daisgaard, K., “Evaluation of its adjuvant activity with special reference to the
application in the vaccination of cattle against foot-and-mouth disease”, Acta.
Vet. Scand. 69: 1-40 1978. Los extractos brutos de plantas que contenian
saponinas mejoraron la potencia de las vacunas contra la glosopeda. Sin
embargo, los extractos brutos se asociaron a efectos 'lsecundarios adversos
cuando se usaron en vacunas. Subsiguientemente, Dalsgaard purificé
parciaimente el componente activo del adyuvante de saponina mediante
didlisis, intercambio de iones y cromatografia por filtracién en gel. Dalsgaard, K.
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y cols. “Saponin Adjuvants lll. Isolation of a substance from Quillaja saponaria
Morina with adjuvant activity in foot-and-mouth disease vaccines®, Arch.
Gesamte. Virusforsch. 44: 243-254 1974, Un componenté activo de adyuvants
purificado de esta forma se conoce como “Quil A°. En base al peso, Quil A
demostrd una potencia aumentada y mostrd reacclones locales reducidas
cuando se comp'a",ré con saponina bruta. Quil A se usa éxtensamente en
vacunas veterinarias.

El andlisis ulterlor de Quil A mediante cromatografia liquida de ahka
rasolucién (HPLC) revelé una mezcia heterogénea de saponinas muy similares
Y oondujd al descubrimiento de QS21 que era un adyuvante potente con una
toxicidad reducida o minima. Kensll C.R. y cols., “"Separation and
characterization of saponins with adjuvant activity from Quillaja saponaria
Molina cortex”, J. Imlmunol. 146: 431-437, 1991, Al contrario que la mayoria de
los otros inmunoestimuladores, QS21 es soluble en agua y puede usarse en
vacunas con 0 sin formulaciones de tipo emulsién. Se ha demostrado que
QS21 provoca una respuesta de tipo Th1 en ratones estimulando la produccién
de anticuerpos IgG2 e IgG2b e indujo CD8 + CTL (MHC clase 1) especifico de
antigeno en respuesta a antigenos subunitarios. Los estudios clinicos en seres
humanos han demostrado su capacidad como adyuvante con un perfil
toxicolégico aceptable. Kensil, C.R. y cols., “Structural and immunological
characterization of the vaccine adjuvant QS-21. In Vaccine Design: the subunit
and Adjuvant Approach,” Editores Powell, M.F. y Newman, M.J. Plenum
Publishing Corporation, New York 1985, pdginas 525-541.

La patente de Estados Unidos 6.080.725 ensefia los procedimientos
para preparar y usar conjugado de saponina y lipfilo. En este conjugado de
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saponina y lipéfilo, un resto lip6filo tal como un . llpido, &cido graso,
polietilenglucol o terpeno se une'coyalentementa auna saponlina triterpénica no
acilada o desacilada mediante un grupo carboxi presente en el acido 3-O-
glucurdnico de la sa|:>'onlna triterpénica. La unién de un resto lip&filo al acido 3-
O-glucurdnico de una saponina tal como desacilsaponina -de Quillaja, luciosida
P o saponina de Gypsophila, saponaria y Acanthophyllum potencia sus efectos
adyuvantes sobre la inmunidad humoral y mediada por células. Ademas, la '
unién de un resto lipéfilo al resto de dcido 3-O-glucurénico deI una saponina no
acllada o desacilada proporciona un andlogo de saponina que es mas facll de
purificar, menos téxico, quimicamente méas estable y pdseo propiedades como -
adyuvante iguales o mejores que la saponina original.

GPI-0100 es un conjugado de saponina y lipéfilo que se describe en la
patente de Estados Unidos 6.080.725. GPI-0100 se prtl:duoe mediante la
adicién de una amina alifitica a desacilsaponina mediante el grupo carboxilo
del 4cido glucurénico.

Compuestos de amonio cuatemario — Se ha propuesio un nimero de
bases nitrogenadas alifaticas para usar como adyuﬁantés inmunolégicos,
Incluyendo aminas, compuestos de amonlo cuatemario, guanidinas,
benzamidinas y tiouronios. Compuestos especificos de ese tipo incluyen
bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) y N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-
hidroxietil)propanodiamina (“avridina”).

La patente de Estados Unidos 5.951.988 enseﬁél una formulacién de
adyuvante que contiene sales de amonio cuaternario tales como DDA junto con
un componente oleaginoso. Esta formulaciéon es Gtil junto con sustancias

inmunolégicas conocidas, por ejemplo antigenos viricos o bacterianos en una
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composicion de vacuna, para potenciar la respuesta inmunégena. La
composicién es también Gtil sin un antigeno incorporado como formulacion
inmunoestimuladora no especifica. '

La patente de Estados Unidos 4.310.550 describe el uso de N,N-alquilo
superior-N,N'-bis(2-hidroxietil)propanodiamina y  N,N-alquilo  superior-
xililendiaminas fo:ﬁluladas con emulsién grasa o lipidica cofho adyuvante de
vacunas. En la patente de Estados Unidos 4.310.550 se describe un
procedimiento pan'a inducir o potenclar la respuesta inmundégena de un
antigeno en el hombre 0 en un animal mediante la administracién parenteral de
la formulacién de adyuvante.

En una realizacion preferida, la presente invencién proporciona una
emulsién submicrométrica de aceite en agua de utilidad como adyuvante de
vacunas, que se cor'npone de una formulacién de AMPHIGEN®, con gotas de
un tamafo inferior a 1 pm y un tamafio medio de las gotas de
aproximadamente 0,25 pm.

El tdrmino “formulacién de AMPHIGEN®" tal como se usa en la presente
memoria se refiere a una solucién formada mezclando una solucién de acelte
de lecitina DRAKEOL® (Hydronics, Lincoln, NE) con solucién sallna en
presencla de TWEEN® 80 y SPAN® B80. Una formulaciéon tipica de
AMPHIGEN® contiene aceite de parafina fluido al 40% en volumen (vA),
aproximadamente 25% p/v de lecitina, aproximadamente 0,18% en volumen
(viv) de TWEEN 80 y aproximadamente 0,08% en volumen (v/v) de Span 80.
Procedimientos para preparar emulsiones submicrométricas de acelte en

agua
En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos
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para preparar las emulsiones submicrométricas de aceite en agua que se
describen anteriormente.

De acuerdo con la presente Invencion, los diversos componentes de la
emuisién, Incluyendo el aceite, uno o més tensioactivos, un componente
acuoso y cualquier otro componente adecuado para usar en la emulsion se
combinan y mazcl‘;t.n entre si. O

La mezcla formada se somete a un procedimiento de emulsificacion,
tipicamente pasaﬁdo una 0 mas veces a través de uno o méas
homogenizadores o emulsionadores para formar una emuisién de acelte en
agua que tiene un aspecto uniforme y un tamafio medio de las gotas de
aproximadamente 0,5 pm. Para este fin puede usarse cualquier homogenizador
o emulsionador dis,ponlble comerciaiments, por ejemplo emulsionador Ross
(Hauppauge, NY), homogenizador Gaulin (Everett, MA).

La emulsién asi formada se somete después a microfluidificacién para
llevar el tamaiio de las gotas al intervalo submicrométrico. La microfluidificacién
puede lograrse usando un microfluidizador comercial tal como el nimero de
modelo 110Y disponible en Microfluidics, Newton, Mass; el modelo 30CD de
Gaulin (Gaulin, Inc., Everett, Mass.); y Rainnie Minilab tipo 8.30H (Miro
Atomizer Food and Dairy Inc., Hudson, Wis.). Estos microfiuidizadores operan
forzando los fluidos a través de pequeiias aperturas a presién elevada, de tal
forma que los dos chorros de fluido interactian a velocidades elevadas en una
cédmara de interaccién para formar emulsiones con gotas de un tamano
submicrométrico.

El tamano de la gota puede determinarse mediante una variedad de

procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, difraccién por laser,
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usando instrumentos de medicién disponibles comercialmente. El tamafio
puede variar dependiendo del tipo de tensioactivo usado, 'Ia relacién entre
tensioactivo y acelte, la presién a la que se trabaje, la temperatura y similares.
El experto en la técnica puede determinar la combinacién deseada de estos
pardmetros para obtener emulsiones con el tamaiio de las gotas deseado sin
experimentacion excesiva. Las gotas de las emulsiorfes de la presente
invencién tienen un didametro inferior a 1 pm, preferiblemente un tamaifo medio
de las gotas inferior a 0,8 ym, y mas preferiblemente un tam.aﬁo medio de las
gotas inferior a 0,5 pm, e incluso més preferiblemente un tamaifio medio de las
gotas inferior a 0,3 pm. '

En una realizaclén preferida de la presente invencién, la solucién
oleaginosa de lecitina DRAKEOL, que esid disponible comerciaimente de
Hydronics (Lincoin, NE) y contiene lecitina al 25% en acerte. de parafina fluido,
se combina y mezcla con solucién salina asl como con los tensioactivos
TWEEN® 80 y SPAN® 80 para formar una “solucién de AMPHIGEN®® o
“formulacion de AMPHIGEN®". La solucion de AMPHIGEN® se emuisiona
después con un emuisionador Ross® (Hauppau;;e. NY 11788)
aproximadamente a 3400 rpm para formar una emulsion de agua en acelte.
Subsigulentemente la emuisién se hace pasar una vez a través de un
Microfluidizador que trabaja a 4500 + 500 psi (31.027,5 kPa + 3.447,5 kPa). La
emulslion de aceite en agua tiene gotas de un tamafio Inferior a 1 pm, con un

tamaiio medio de las gotas de aproximadamente 0,25 pm.

Composiciones de |las vacunas que contlenen antigenos Incorporados en

emulsiones submicrométricas de acelte en agua
En otra realizacién, la presente invencién proporciona composiciones de
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las vacunas que contienen un antigeno(s) y una emuisién submicrométrica de
aceite en agua descrita anteriormente. Estas composiciones de las vacunas se
caracterizan porque tienen un efecto inmunégeno potenciado y un aspecto
fisico mejorado (por ejemplo no se observa separacion de fases después de un
periodo de almacenamiento largo). Ademés, las composiciones de las vacunas
de la presente invgr'.lcién son seguras para la administracién a animales.

De acuerdo ton la presente invencién, el antigeno puede combinarse
con la emulsién de forma extrinsaca o, preferiblemente, de forma Intrinseca. El
término “intrinseco” se refiere al procedimiento en el que el antigeno se
combina con los componentes de la emulsiébn antes de la etapa de
microfluidifizacién. El término "extrinseco” se refiere al procedimiento en el que
el antigeno se afiade a la emulsion despuds de que la emulsion ha slldo
microfluidifizada. El Iantigeno afiadido de forma extrinseca puede ser antigeno
libre o puede estar encapsulado en microparticulas tal como se describe con
més detalle mas adelante.

El término “antigeno” tal como se usa en la presente memoria, se refiere
a cualquier molécula, compuesto 0 composicién que es inmundgeno en un
animal y se incluye en la composicién de vacuna para provocar una respuesta
inmunitaria protectora en el animal al que se administra la composicion de
vacuna.

El término “inmunégeno” tal como se usa en relacién con un antigeno se
refiere a la capacidad del antigeno de provocar una respuesta inmunitaria en
un animal contra el antigeno. La respuesta inmunitaria puede ser una
respuesta inmunitaria celular mediada primordlaimente por linfocitos T

citotéxicos, 0 una respuesta inmunitaria humoral mediada primordiaimente por
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linfocttos T cooperadores, que a su vez activan linfocitos B que provocan la
produccién de anticuerpos. '

Una “respuesta inmunitaria protectora® se define como una respuesta
inmunitaria cualquleré, ya sea respuesta inmunitaria de anticuerpos o mediada
por células, o amt?os, que se produce en el animal que previene o reduce de

forma detectable la aparicién o elimina o reduce de forma detectable la

gravedad, o ralentiza de forma detectable la velocidad de la progresitn, del

trastoro o enfermedad provocada por el antigeno o un patégeno que contiene
1
el antigeno. ‘

T

Los antigenos que pueden incluirse en la compdslclén ‘de vacuna de la -

presente invencion incluyen antigenos preparados a partir de bacterias
patégenas tales como Mycoplasma hyponeumoniae, Haemophilus somnus,
Haemophilus  parasuis,  Bordetella - bronchiseptica, ~ Actinobacillus
pleuropneumonie, Pasteurella multocida, Manheimia hemolitica, Mycoplasma
bovis, Mycoplasma galanacieum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
paratuberculosis, Clostridial spp., Sireptococcus ubefls, Streptococcus suis,
Staphylococcus aureus, Erysipelothrix rhusopathiae, 'Ca;npylobacrar Spp.,
Fusobacterium necrophorum, Escherichia coli, Salmonella enterica serovars,
Leptospira spp., hongos patégenos tales como Candida; protozoos tales como
Cryptosporidium parvum, Neospora canium, Toxoplasma gondii, Eimeria spp.;
helmintos tales como Ostertagla, Cooperia, Haemonchus, Fasciola, ya sea en
forma de una preparacién de células enteras inactivadas 6 parciales o en forma
de moléculas antigénicas obtenidas por purificacién convencional de protelnas,
técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica. Antigenos adiclonales

incluyen virus patégenos tales como virus del herpes bovino 1, 3, 8, virus de
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diarrea virica bovina (BVDV) tipos 1 y 2, virus de la pseudogripe bovina, virus
sincitial respiratorio bovino, virus de leucosls bovino, virus de rinderpest, virus
de la glosopeda, rabia, virus de la flebre porcina, virus de la fiebre porcina
africana, parvovirus porcino, virus PRRS, circovirus porcino, virus de la gripe,
virus de ehfermedad vesicular porcino, virus de fiebre de Techen, virus
pseudorrabico, y'a: sea en forma de una preparacién de virus enteros
inactivados o parclhles, 0 en forma de moléculas antigénicas obtenidas por
purificacién convencional de proteinas, técnicas de ingenierfa genética o
sintesls quimica.

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

La cantidad de emulsion de aceite en agua presente en las
composiciones de las vacunas debe ser suficiente para potenciar la capacidad
inmunégena del (de los) antigeno(s) en las composiciones de las vacunas.
Cuando sea deseable y apropiado, pueden afiadirse cantidades adicionales de
tensioactivo(s) o tensioactivo(s) adicional{es) a la composicién de la vacuna
ademés del (de los) tensioactivo(s) proporcionados por la emulsién de aceite
en agua. De forma general, el componente oleaginoso esta presente en el
volumen final de una composicién de vacuna en una cantidad de 1,0% a 20%
en volumen; preferiblemente en una cantidad de 1,0% a 10%; mas
preferiblemente en una cantidad de 2,0% a 5,0%. El tensioactivo, o la

combinacion de tensioactivos si se usan dos 0 mas tensioactivos, esté presente
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en el volumen final de una 'oomposicién de vacuna en una cantidad de 0,1% a
20% en volumen, preferiblemente 0,15% a 10%, més preferi'blemente 0,2% a
6,0%. :

Ademés del (de los) antigeno(s) y la emulsién de aceite en agua, la
composicién de vacuna puede incluir otros componentes que son apropiados y

deseables, tales como conservantes, agentes osiméticos, moléculas

bioadhesivas y moléculas inmunoestimuladoras.(por ejemplo Qull A, colesterol,

GPI-0100, bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA)), tal como se describe

anteriormente en relacién con la emulsion de aceite en agua.

Las composiciones de las vacunas de la presénte invencién pueden

incluir también un vehiculo veterinariamente aceptable. E! término "un vehiculo
veterinariamente aceptable® incluye cualquiera y todos los disolventes, medios
de dispersién, recubrimientos, adyuvantes, agentes establlilzantes. diluyentes,
conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos,
agentes retardantes de la adsorcién y similares. Los diluyentes ‘pueden incluir
agua, soluclén salina, dextrosa, etanol, glicerol y similqros. Agentes isotdnicos
pueden inclulr cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol' y Ia-ctosa entre otros.
Establlizadores incluyen albimina entre otros.

En una reallzacién preferida, la presente invencibn proporciona una
composicién de vacuna que incluye al menos uno de un antigeno de BVDV tipo
| o BVDV tipo lI, que se incorpora de forma intrinseca a un emulsién de aceite
en agua que tiene gotas de un tamafio inferior a 1 ym, ;l:referiblemento de un
tamafio medio de las gotas inferior a 0,8 pm, mas preferiblemente inferior a 0,5
pm, e incluso mds preferiblemente de un tamafio medio de las gotas de

aproximadamente 0,5 pm. El antigeno de BVDV tipo | y/o Il estd

"
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preferiblemente en forma de una preparaclén virica inactivada. La emulsién
submicrométrica de aceite en agua preferiblemente estd compuesta por una
formulacién de AMPHIGEN® (es decir, una formulacién 'qhe contiene aceite de
parafina fluido, lecitina, TWEEN® 80 y SPAN® 80). La composicién de vacuna
prefaribleménte Incluye también Quil A, colesterol y timerosol.

En otra re;i,izacién preferida, la presente invencién ‘proporciona una
composicién de vacuna que incluye un antigeno de Leptospira y al menos uno
de un antigeno de BVDV tipo |1 0 BVDV tipo Il en una emulsidon de aceite en
agua. Los antigenos, preferiblemente en forma de preparacién celular o virica
Inactivada, se incorporan de forma Iintrinseca a la emuisién submicrométrica de
aceite en agua que tiene gotas de un tamario inferior a 1 pm; preferiblemente
de un tamaiio mediq_de las gotas inferior a 0,8 um, més preferiblements inferior
a 0,5 pym, e incluso més preferiblemente de un tamafio medio de las gotas de
aproximadamente 0,5 pm. La emulsién submicrométrica de aceite en agua
preferiblemente estd compuesta por una formulacién de AMPHIGEN® (es
decir, una formulacién que contiene aceite de parafina fluido, lecitina, TWEEN®
80 y SPAN® 80). La composicién de vacuna preferiblements incluye también
una o mas moléculas inmunoestimuladoras que se seleccionan de Quil-A,
colesterol, DDA, GPI-100 e hidréxido de aluminio (AIOH).

Todavia en otra realizacién preferida, 1a presente invencion proporciona
una composicion de vacuna que incluye al menos un agente bacteriano, por
ejomplo la proteina PauA de Strepfococcus uberis recombinante o una
preparacion de células de E. coli o una combinacidn de ambas en una emulsién
de aceite en agua. Ellos antigeno(s) se combina(n) de forma intrinseca con la

emulsién submicrométrica de aceite en agua que tiene gotas de un tamafio

/’@9 .
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Inferiora 1 ym, prefenblem'ente de un tamario medio de las gotas inferior a 0,8
pm, més preferiblemente inferior a 0.5 um, e incluso més pmfleriblemente de un
tamafio medio de las gotas de aproximadamente 0,25 um. La emulsién
submicrométrica de acelte en agua preferiblemente estd compuesta por una
formulacién de AMPHIGEN® (es decir, una formulacidn que contiene acelte de
parafina fluido, lecitina, TWEEN® 80 y SPAN® 80). La cofmposicién de vacuna
preferiblemente incluye también una o mas moléculas inmunoestimuladoras
que se seleccionan de Quil-A, DDA, GPI-100.

Las composiciones de las vacunas de la presente invencién pueden

administrarse a un animal por vias conocidas, incluyendb la via oral, intranasal, °

mucosa, idpica, transdérmmica y parenteral (por ejemplo intravenosa,
intraperitoneal, intradérmica, subcutdnea o intramuscular). La administracién
puede lograrse usando una combinacién de vias, por ellemplo la primera
administracién usando una via parenteral y la administracién subsiguiente
usando una via mucosa.

Procedimientos para preparar composiciones de las vacunas

En una reallzacién adicional, la presente ihve;icidn proporciona
procedimientos para preparar composiciones de las vacunas que contienen un
antigeno o antigenos y una emulsién submicrométrica de aceite en agua.

Para preparar las composiciones de las vacunas de la presents
Invencién, ellos antigeno(s) puede(n) combinarse de forma intrinseca o de
forma extrinseca con los componentes de la emulsiér; de aceite en agua.
Preferiblemente, el antigeno se combina con los componentes de la emuisién
de aceite en agua de forma intrinseca.

El antigeno puede combinarse con los diversos componentes de la

for
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emulsién, incluyendo el aceite, uno 0 més tensioactivos, un componente
acuoso y cualquier otro componente apropiado para formar una mezcla. La
mezcla se somete a un procedimiento de mezclado tlplc'a'mente pasandola una
0 més veces a través de uno 0 mas homogenizadores o emulsionadores para
formar una ‘emulsion de aceite en agua que contiene el antigeno. Puede usarse
cualquier homogzllnlzador o emulsionador disponible comercialments, por
ejemplo emulsionador Ross (Hauppauge, NY), homogenizador Gaulin (Evereit,
MA) o Microfluidics (Newion, Ma). De forma alternativa, los diversos
componentes de la emulsién adyuvante, incluyendo el aceite, uno o més
tensioactivos y un componente acuoso puede combinarse primero para formar
una emulsién submicrométrica de aceite en agua usando un homogenizador
emulsionador; y el antigeno se anade después a esta emulsion, El tamafio
medio de las gotaslde la emulsién de aceite en agua después del mezclado
primario es de aproximadamente 1,0-1,2 micrémetros.

La emulsién que contiene el antigeno se somete después a
microfluidificaciéon para llevar el tamaho de las gotas al intervalo
submicrométrico. La microfluidificaciébn puede lograrse usando un
microfluidizador comerclal tal como al nimero de modelo 110Y disponible en
Microfluidics, Newton, Mass; el modelo 30CD de Gaulin (Gaulin, Inc., Everett,
Mass.); v Rainnie Minilab fipo 8.30H (Miro Atomizer Food and Dairy Inc.,
Hudson, Wis.).

El tamafio de la gota puede determinarse mediante una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, difraccién de rayos laser,
usando instrumentos de medicién disponibles comerciaimente. El tamafo

puede variar dependiendo del tipo de tensioactivo usado, la relacion entre

[62 .
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tensioactivo y aceite, la pra'si6n a la que se trabaje, la temperatura y similares.
Se puede determinar una combin_acién deseada de estos 'parématms para
obtener emulsiones con un tamafio de las gotas deseado. Las gotas de acelte
de las emulsiones de la presente invencién son inferiores a 1 um de didmetro.
Preferiblemente el tamafio medio de las gotas es inferior a 0,8 um. Més
preferiblemente, el tamafio medio de las gotas es inferior a’'0,5 um. Incluso mas
preferiblemente, el tamafio medio de las gotas est4 entre 0,1 um y 0,3 pm.

En una realizacién preferida de la presente Inven|ci6n. la solucién
oleaginosa de lecitina DRAKEOL®, que contiene lecitina al 25% en aceite de
parafina fluido, se combina y mezcla con los tensloactivos’ TWEEN® 80 y -
SPAN® 80 y solucién salina para formar.una mezcla que contlene aceite de
parafina fluido al 40%, TWEEN® 80 al 0,18% y SPAN® 80 al 0,08%. La mezcla
se emulsiona despuéds con un emulsionador Ross® (Hauplpauge. NY 11788)
aproximadamente a 3400 rpm para formar un producto emulsionado que se
denomina también “formulacin de AMPHIGEN®" o *solucién de
AMPHIGEN®". Subsigulentamente, elflos antigeno(s) deseado(s) se combinan
con la solucién de AMPHIGEN® y cualesquiera otros coinpo'nentes adecuados
(por ejemplo moléculas inmunoestimuladoras) con ayuda de un emuilsionador,
por ejemplo, homogenizador Ross, para formar una emulsién de agua en aceite
que contiene ellos antigeno(s). Tal emulsién se hace pasar una vez a través
de un Microfluidizador que trabaja a 1000 + 500 psi (6895 + 3447,5 pKa) . La
emulsidon de aceite en agua tiene gotas de un tamafio in'ferior a1 ym, conun
tamario medio de las gotas de aproximadamente 0,25 pm.

En otra realizaclén preferida, antes de combinar una emulsion de aceite

en agua {por ejemplo una formulacién de AMPHIGEN®) con un(os) antigeno(s)
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deseado(s), ellos antigeno(s) se combina(n) con un glucdsido de saponina, por
ejemplo Quil A, formando una mezcla. Esta mezcla de antigeno(s) y saponina
se somete a homogenizacién, por ejemplo, en un reciplente de
homogenizacion. Después se afiade un esterol, por ejemplo, colesterol, a la
mezcla homogenizada de antigeno(s) y saponina. Después, la mezcla que
contiene ellos al:ii.geno(s). la saponina y el esterol se vuelve a someter a
homogenizacién. Después, la mezcla de antigeno(s), saponina y esterol
homogenizada se combina con una emulsién de aceite en agua (por ejempio
una formulacién de AMPHIGEN®) con ayuda de un homogenizador, por
ejemplo. Después, la emulsibn de acelte en agua que contiene ellos
antigeno(s), la saponina y el esterol se somete a homogenizacién a presién
elevada, tal como microfluidizacion. .
Composiciones de las vacunas que contienen antigenos
microencapsulados en una emulsién submicrométrica de acelte en agua y
procedimientos de preparacién

Todavia en otra realizacién, la presente invencién proporciona
composiciones de las vacunas que contienen un antigeno encapsulado en
microparticulas (0 “agente microencapsulado™), en los que el antigeno
microencapsulado se incorpora de forma exirinseca a una emulsién
submicrométrica de aceite en agua descrita anteriormente.

Los prooadi!nientos para absorber o atrapar antigenos en vehiculos
particulados son notorios en la técnica. Véase por ejemplo Pharmaceutical
Particulate Carriars: Therapeutic Applications (Justin Hanes, Masatoshi Chiba y
Robert Langer. Polymer microspheres for vaccine delivery. En: Vaccine design.

The subunit and adjuvant approach. Editores Michael F. Powsll y Mark J.
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Newman, 1995 Plenum Press, Nueva York y Londres). Los vehiculos
particulados pueden presentar cbpigs muliples de un antl'gen'o seleccionado al
sistema inmunitario en un sujeto animal y promover la captura y retencién de
antigenos en los nédulos - linféticos locales. Las particulas pueden ser
fagocitadas por [nacréfagos y pueden potenciar la presentacién de los
antigenos a través de la liberacién de citoquinas. También e han descrito en la
técnica vehiculos particulados e incluyen por ejemplo los que se derivan de '
polimeros de polimetacrilato de metilo, as/ como los que se derivan de
poli(lactidas) y poli{lactida-co-glucolidas), que se conocen como PLG. Los
polimeros de polimetilmetacrilato no son biodegradables mientras que las -
particulas de PLG pueden ser biodegradables por hidrélisis aleatoria no
enzimética de enlaces éster hacia acidos lactico y glucdlico que se excretan por
rutas metabélicas normales. '

También se han usado microesferas blodegradables para lograr la
liberacidn controlada de vacunas. Por ejemplo puede lograrse una liberaclén
continuada de antigeno durante un periodo prolongadq. Dependlendo del peso
molecular del polimero y de la relacién entre dcido Idctlco' y glucélico en el
polimero, un polimero de PLGA puede tener una velocidad de hidrélisis desde
unos pocos dias 0 semanas hasta varios meses o un afio. Una liberacién lenta
y controlada puede provocar la formacién de niveles elevados de anticuerpos
similares a los que se observan tras inyecciones multiples. De forma
altenativa, puede lograrse una liberacion pulsétil de antfgenos de las vacunas
seleccionando polimeros con diferentes velocidades de hidrélisis. La velocidad
de hidrélisis de un polimero tipicamente depende del peso molecular del

polimero y la relacién entre acldo lactico y acido glucélico en el polimero. Las
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microparticulas que estan formadas por dos 0 mas polimeros difaerentes con
velocidades variables de liberacién de antigenos proporcionan liberaciones
pulsétiles de antigenos e imitan las pautas de vacunacion de dosis muttiples.

De acuerdo con la presente invencién, un antigeno, Iincluyendo
cualquiera de los que se describen anteriormente, puede absorberse sobre un
vehiculo polimériéial. particulado, preferiblemente un polimero ‘'de PLG, usando
cualquier procedimianto conocido en la técnica (tal como el que se ejemplifica
en el Ejemplo 17) ﬁara formar una preparacién de antigeno microencapsulado.
La preparacién de antigeno microencapsulado se mezcla después y se
dispersa en una emulsién submicrométrica de aceite en agua, emulsién que ha
sido descrita anteriormente, para formar la composicion de vacuna.

En una realizacién preferida, la presente invencién proporciona una
composicién de vacl;na que contiene un antigeno encapsulado en un polimero
de PLG, en la que el antigeno microencapsulado estd disperso de forma
extrinseca en una emulsién de aceite en agua microfiuidifizada que esté
compuesta por acelte de parafina fluido, lecitina, TWEENBO, SPANBO y
solucién salina y tiene un tamafio medio de las gotas inferior a 1,0 pm.
Complejos formados por una saponins y un esterol

En una realizacién, la prasente invencién proporciona composiciones
que contienen una saponina y un esterol, en las que la saponina y el esterol
forman complejos en forma de micelas helicoidales. De acuerdo con la
presente invencion, estos complejos tienen actividades inmunoestimuladoras.

Por "inmunoestimulador” se quiere decir que los complejos pueden
potenciar la respuesta inmunitaria inducida por un componente antigeno o que

los complejos pueden inducir una respuesta inmunitaria independiente de un

(66
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componente antigeno aparte.

De acuerdo con la presen'te invencién, una saponina p;'eferida para usar
en una composicién de la presents invencién es Quil A.

Esteroles prefdridos para usar en las composiciones de adyuvantes de la
presente invencion incluyen beta-sitosterol, estigmasterol, ergosterol,

ergocalciferol y colesterol. Estos esteroles son notorios' en la técnica, por

ejemplo, el colesterol se describe en Merck Index, 11* Edicién, pagina 341, '

como un esterol natural que se encuentra en la gralsa animal. Més

preferiblemente el esterol es colesterol. '

La relacibn entre la saponina y el esterol en la ‘composicién es -

tipicamente del orden de 1:100 a 5:1 en peso. Preferiblemente, la relacion es
1:1.

En otra realizacién, la presente ‘invencién proporciona; composiciones de
vacunas que contienen una saponina, un esterol y un antigeno, en las que la
saponina y esterol forman complejos en forma de micelas helicoidales y en las
que el antigeno se mezcla pero no se Incorpora a las m_icelas helicoidales.

A continuacién se incluyen ejemplos de raalizacibne; especificas para
llevar a cabo la presente invencién. Los ejemplos se ofrecen unicamente con
fines ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance de ia presente
invencién en modo alguno.

EJEMPLO 1
Preparacién de una formulacién de AMPI:IIGENO

Se prepard una formulaciéon de AMPHIGEN® por un procedimiento en

dos etapas. En la primera etapa se mezclaron 80 litros de solucién en aceite de

lecitina Drakeol, 116 litros de solucién salina de Toxoide de ténanos, 1,2 litros

154
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de SPAN 80, y 28 litros de Tween 80 y se emulsionaron usando un
emulsionador Ross. La solucién resultante en aceite de lecitina Drakeol
contenfa lecitina de soja al 25% y acelte de parafina al 75%. El producto
emulsionado se hizo recircular por el emulsionador Ross durante un minimo de
5 volimenés o un minimo de 10 minutos. El producto emulsionado se
almacend a 27"0 durante un méximo de 24 horas para procesamiento
adicional. La emulsién del tanque del emulslonador Ross se transfirid a un
homogenizador Gaulin y 86 homogenizd durante 20 minutos a una presion de
4500 psi (3.102,75 kPa). La solucién en aceite de lecitina Drakeol al 40% (en lo
sucesivo “formulacién de AMPHIGEN®" o “solucién de AMPHIGEN®") se
dispensé después en envases de carboxi polipropileno estériles. La distribucién
se realizé dentro de,,pna campana de distribucién de clase 100 localizada en un
ambiente controlado de clase 10.000. Los envases se aimacenaron a 2-7°C.
Esta formulacion de AMPHIGEN® se usé en los experimentos que se
describen a continuacién a no ser que se indique lo contrario.
EJEMPLO 2
Mezclado primario mediante homogenizacién por mezclado ultrarrépido
de la vacuna contra BVD.

El aparato usado para este procedimiento de homogenizaciéon se
muestra en la Flgura 1. Usando técnica aséptica o vélvulas cruzadas de vapor,
se unié un frasco que contenia un antigeno de BVD Tipo | (una preparacién
virica de BVD Tipo | inactivado) al puerto de la parte inferior del recipiente de
mezclado. Después de completar la transferencia del volumen requerido del
antigeno de BVD Tipo |, se sustituyé el frasco de BVD Tipo | por el envase que
contenfa una preparacién virica de BVD Tipo Il (una preparacién virica de BVD

(08
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Tipo 1l inactivado). Dospdés de completar la transferencia de la cantidad
requerida de un antigeno de BVD Tipo II, se unlé el homoglenizador Ross al
reciplente portatil y se inicié la recirculacion a las maximas RPM (3300 rpm). La
agitacién del recipient'e se mantuvo a velocidad media.

Usando técnica aséptica o vélvulas cruzadas de vapor, se unié un frasco
que contenfa Quil-A con una concentracién de 50 mg/ml al puerto en linea del
homogenizador del recipiente de mezclado. Se pasé una cantidad requerida de '
la solucién de Quil-A al recipiente a través de succién en Ii.nea. Después de
completar la {ransferencia de solucién de Quil-A, se retiré el frasco. Del mismo
modo, se transfirié una cantidad requerida de colostaroi en solucion de etanol
(18 mg/ml) al recipiente de mezclado. Subsiguientemente, se anadieron al
recipiente de mezclado una cantidad requerida de la formulacibn de
AMPHIGEN®, solucién de timerosol al 10% y soluciones del dilucién de medio
de Eagle Modificado Bésico ("BME").

Una vez se compietaron las adiciones, se continué mezclando durante
otros 15 minutos. La formulacién resultante se dividié en dosis alicuotas de 2
ml y representaba una vacuna de BVD con basé d; formulacién de
AMPHIGEN® no microfluidifizada. Cada dosis de la vacuna contenia 500 ug de
Quil-A, 500 pg de colesterol, formulacién de AMPHIGEN® al 2,5% y timerosol
al 0,009%. La concentracién de antigeno para las dos cepas diferentes de BVD
se determind en términos de la valoracién de ELISA para gp53.

EJEMPLO 3 |
Mezclado secundario por microfluldifizacién
La Figura 2 ilustra el procedimiento usado para la mezcla secundaria

mediante microfluidizacion. El microfluidizador se esteriliz6 al vapor. Primero se
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instalé la cdmara del médulo de procesamiento auxiliar en la unidad y se instalé
la cdmara del blanco en la segunda posicién de la cdmara. Se conectd el
recipiente que contenla la vacuna de BVD con todos Ios'édyuvantes preparada
tal como se describe en el Ejemplo 2 al microfluidizador uniendo una Ilinea de
transferencia desde la valvula de drenado del reclplente de suministro a la
admisién del microfluidizador. Se conecté gas nitrégenoc a la admision del flitro
de aire del reciplente de suministro y se ajustd la presién de recipiente a 20 +/-
5 psl (1379 44--34‘.475 kPa). La vélvula de drenaje del recipiente colector se
conectd a la linea de transferencla de la salida del microfiuidizador. Después de
realizar todas las conexiones necesarias, se abrieron las vélvulas y se Iinicid la
microfiuidizacién con una presién de apertura de 10.000 +/- 500 ps| (6895 +/-
3447.,5 kPa). El cgntenido completo de la vacuna se pasd a través del
microfiuidizador una vez y se recogi6é en la cAmara post-microfiuidizacién. Esta
preparaciéon se dividié en dosis alicuotas de 2 ml y representa la vacuna de
BVD con base de formulacién de AMPHIGEN® microfiuidifizada.

EJEMPLO 4

Preparacién de una composicién de vacuna mediante mezclado en banco

La formulacion de AMPHIGEN® preparada tal como se describe en el
Ejemplo 1 se diluyé al 2,5% afiadiendo antigenos de BVD y el diluyente. La
solucién resultante se mezcld en el banco usando una barra de agitacién en
lugar de un homogenizador. La preparacién final contenia la sigulente
composiclén: antigenos de BVD Tipo 1 y Tipo 2, formulacién de AMPHIGEN®
al 2,5% {(que contiene acelte, lecitina, SPAN® y TWEEN®, tal como se describe
en el Ejemplo 1) y solucidn salina. TWEEN 80 y SPAN 80 estén presentes en la

preparacion de vacuna final a 0,18% y 0,08% en volumen respectivamente.
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EJEMPLO S
Comparacién de la distribucién de tamaiio de las gotas entre las

preparaciones de las vacunas con base de formulacién de AMPHIGEN®
no microfluldifizada y microfluidifizada
La vacuna con base de formulacién de AMPHIGEN® no microfiuidifizada

(U

preparada tal como se describe en el Ejemplo 2, la vAcuna con base de .

formulacién de AMPHIGEN® microfluldifizada preparada tal como se describe

en el Ejemplo 3 y la preparaclén preparada por mezcla en b.anoo tal como se

describe en el Ejemplo 4 se usaron para comparar ¢l tamafio de las gotas de

las preparaciones de las vacunas. Se afiadleron 2 ml Ho la muestra de cada

una de las preparaciones a un difractémetro ldser Malvem 2000 y se determind
la distribucién del tamafo de las gotas. Como se muestra en la Figura 3, los
resultados indican que la preparacién' de vacuna con base'de formulacién de
AMPHIGEN® microfluldifizada tenla el volumen méximo de particula alrededor
de 0,1 micrémetros mientras que la preparacién de vacuna'con base de
formulacién de AMPHIGEN® no microfiuidifizada tenia el volumen méaximo de
distribucién de particulas alrededor de 1 micrémetro. '
EJEMPLO 6
Reduccién de la separaclén de las fases de las vacunas.

Se compararon tres preparaciones de las vacunas diferentes: la vacuna
con base de formulacién de AMPHIGEN® no microfiuidifizada preparada tal
como se describe en el Ejemplo 2, la vacuna con baéa de formulacién de
AMPHIGEN® microfiuldifizada preparada tal como se describe en el Ejemplo 3
y la vacuna preparada por mezcla en banco tal como se describe en el Ejemplo

4, para determinar sus propiedades de separacidn de fases después de
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almacenamiento prolongado. Todas estas preparaciones se dejaron reposar a
4%C durante aproximadamente un mes y la separacién de fases se controld
considerando la aparicion de una capa cremosa en la barto superior de las
preparaciones de las vacunas. Tal como se muestra en la Figura 4, no se
produjo separacion de fases en la preparacién con base de formulacién de
AMPHIGEN® mia'oﬂuidifizada cuando se compard con: las otras dos
preparaciones.
EJEMPLO 7
Preparacién de vacuna para ganado vacuno microfluidifizada y no
microfluildifizada contra el virus de la diarrea virica bovina

Se incorpord el antigeno virico del virus de la diarea bovino a la
formulacibn de AMPHIGEN® mediante microfiuidizaciéon. El tém'.llno
*incorporado de forr.na intrinseca™ se refiere al procedimiento por el cual se
afiadidé el antigeno a la formulacibn de AMPHIGEN® antes de la
microfluidificacion. El antigeno se someti®6 a las fuerzas fisicas del
procedimiento de microfluidificacién junto con los componentes de la
formulacién adyuvante. En el grupo de control no microfluldifizado, la
preparacion de antigeno se dispersé en la formulacibn de AMPHIGEN®
mezclando.

La composicién final de las preparaciones control y microfluidifizada era
la siguiente: BVD tipo 1 con una valoracién en ELISA tras la Inactivacion de
2535 UR/dosis para gp53, BVD Tipo Il con una valoracién en ELISA tras la
inactivacién de 3290 UR/dosis para gp53, Quil-A con una concentracién de
1,25 mg/dosis, colesterol con una concentracién de 1,26 mg/dosis, la

formulacién de AMPHIGEN® con una concentracién final de 2,5% y timerosol

(/L.
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con una concentracién final de 0,009%. La dosis de |a vacuna era de 5§ ml.
'EJEMPLO 8 |
Establlidad a largo plazo de antigenos viricoe de BVD incorporados de
forma intrinseca a la preparaclon de vacuna con base de formulacién de
AMPHIGEN® microfiuldifizada

Este experimento se realizé para determinar la estabilidad del antigeno

incorporado de forma intrinseca durante el aimacenamiento a largo plazo. Se
incorporé de forma intrinseca el antigeno virico de BVD Tlpq Il inactivado a la
formulacion de AMPHIGEN® durante el procedimiento .de microfluidizacién

para obtener una preparacion de vacuna microfluidifizada (A907505). Otras tres

preparaciones de las vacunas que contenfan el mismo antigeno en una
formulacién de AMPHIGEN® no microfluidifizada (A904369, A904370 vy
A904371) slrvieron como controles. En las preparaciones nt; microfluidifizadas,
el antigeno se mezclé con la fomulaciobn de AMPHIGEN® y se mezclo
batiendo con un homogenizador Ross. Las cuatro preparaciones de las
vacunas se almacenaron a 48C durante dos afios. En momentos diferentes
durante el almacenamiento (0, 6, 12 6 24 meses) se ;xsaron las cuatro
formulaciones para vacunar vacas de tres meses de edad.

Los dias O y 21 se vacunaron vacas de tres meses de edad por via
subcutdnea con una formulacién de vacuna de 2 ml. El suero de los animales
vacunados se exirajo el dia 35 y se midi6 la respuesta serolégica a la vacuna
valorando los anticuerpos mediante un ELISA de BVi)V-Ez. Tal como se
muestra en la Figura 5, la preparacién de vacuna microfluidifizada mostré una
valoracién de anticuerpos mas elevada en todos los tiempos analizados (0, 6,

12 y 24 meses), lo que sugiere que la estabilidad de la preparacién de antigeno
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no se plerde durante la incorporacién intrinseca del antigeno durante ‘el

procedimlento de microfiuidificacién. Ademéds, se encontrd también de forma_

sorprendente que la preparacion de vacuna microfluidifizada indujo una
respuesta inmunitaria potenciada en todos los tiempos.
EJEMPLO 9
Reduccién del a:.llqnento de temperatura rectal Inducida por la vacuna tras
la microfiuldizacién

Se usaron I'as preparaciones de las vacunas microfiuidifizadas y no
microfluidifizadas tal como se describe en el Ejemplo 7 para vacunar el ganado
vacuno el dia cero y se controld la temperatura rectal durante el periodo desde
un dfa antes de la vacunacién hasta cuatro dias tras la vacunacién. La dosis de
la vacuna era de 2 ml. Los grupos se vacunaron con una dosis unica o doble_ de
la vacuna. Se midielron las temperaturas rectales y se registraron diariamente
desde el Dia 1 hasta el Dia 4 inclusive. Se midieron las temperaturas rectales
el dia 0 antes de la administracién del articulo de experimentacién.

Como se muestra en la Figura 6, los resultados Indican que se produjo
un aumento brusco en la temperatura rectal aproximadamente en las 24 horas
posteriores a la vacunacién en los animales vacunados con una dosis dnica o
doble de la formulacién de vacuna no microfiuidifizada. Sin embargo, en los
animales vacunados con formas microfluidifizadas de la vacuna, el aumento de
la temperatura rectal tras la vacunacién fue minimo y significativamente menor
que en los animales vacunados con la formulacién no microfluidifizada (Figura
6).

EJEMPLO 10

El volumen de reacclén en Ia zona de la Inyeccién se resolvié més rdpldo

4.
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cuando se vacuné con formulaciones de las vacunas microfiuldifizadas
Se usaron las preparacibne_s de las vacunas microil'luidifizadas y no
microfiuldifizadas preparadas tal como se describe en el Ejemplo 7 para
vacunar el ganado vacuno el dia cero. Los animales incluidos en este estudio
eran ganado vacuno hibrido de came. Habla tres animales en cada uno de los

grupos de tratamiento con placebo (T01 y T02). Habla sels animales en cada

uno de los grupos TO3 a T06. La dosis de vacuna era de 2 ml y los grupos se

vacunaron con una o dos dosis de la vacuna el dia cero. En dia 0, se
administrd el articulo de experimentacién en el lado derecho del cuello. Los
animales que recibieron la dosis doble {4 ml) del articulo de ‘experimentaclion
(T02, TO3 y TOB) recibieron la dosis doble completa en forma de inyeccién
Unica en un lado. La observacidn de las zonas de inyeccién, incluyendo la
estimaclén de la zona de reaccién en'la zona de la inyocci;‘bn se reallz6 en el
lado derecho del cuello desde el Dia 0 hasta el Dia 4 inclusive, y los Dias 6, 9 y
14. El Dia 0 se observaron las zonas de Inyeccion antes de la administracién
de los articulos de experimentacién. Los grupos vac_unados con una o dos
dosis del placebo no mostraron aumento signlficativo del vo;umen de reaccién
en la zona de la inyeccién y por lo tanto esos datos no se muestran en la Figura
7. En el caso de la formulacién de vacuna no microfluidifizada, se produjo un
aumento proporcional del volumen de reaccién en la zona de la inyeccién entre
la vacunacién con una dosis y con dos dosis. Por otra parte, en el caso de la
formulacién de vacuna microfiuidifizada, aunque la dc':sis Unica indujo un
volumen de reaccién mayor en la zona de la inyeccién, la inyeccién con la
segunda dosls no provocé un aumento adicional. Sin embargo, en el caso de

los animales a los que se les inyect6 la formulacién de vacuna microfiuidifizada,

Its
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el volumen de reaccién en la zona de la Inyeccién se resolvié con una
velocidad mayor comparada con la de los animales a los que se les inyect6 una

formulacién de vacuna no microfluidifizada. Estos resultados se muestran en la

Figura 7.
EJEMPLO 11
Preparacién d::una vacuna con base de formulacién de:AMPHIGEN®
' microfiuldifizada

Preparaciones con antigenos virlcos BVD y Leptospira Incorporados de
forma Intrinseca y moléculas Inmunoestimuladoras tales como Qull Ay
DDA

Se formulé - Leptospira hardjo-bovis de la cepa CSL inactivado en
formalina con el adyuvante apropiado con recuenios directos . de
aproximadamente 1.l4 x 10° organismos/dosis de 5 ml. La cepa de Leptospira
Pomona T262 inactivada en formalina se formulé a aproximadamente 2400
unidades nefalémeras/dosis de 5 ml. Las unidades nefalémeras se calcularon
basandose en la medicién nefalométrica de fluido de fermentacién procesado
previamente. El virus BVD Tipo 1 se formulé con una valoracién en Elisa E2 de
aproximadamente 3000 unidades relativas/dosis de 5 ml. El virus BVD Tipo 2
se formuld con una valoracibn en ELISA E2 de aproximadamente 3500
unidades relativas/dosis de 5 ml. La unidad relativa se calculé baséndose en la
valoracién en ELISA E2 de fluido granel tras la Inactivacién antes del
ensamblado. Se usaron tanto Quil-A como colesterol con una concentracion de
0,5 mg por dosis. Se usaron timerosol y la formulacion de AMPHIGEN® con
concentraciones finales de 0,009% y 2,5% respectivaments. Se usé hidréxido

de aluminio (Rehydragel LV) con una concentracién final de 2,0%. Cuando
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usé6 DDA como inmunomodulador, DDA se incluyé en la formulacién de
AMPHIGEN®. La formulacién de AMPHIGEN® (es decir, la solucién madre de
Drakeol-lecitina al 40%) contenfa 1,6 mg/ml de DDA y, cuando se dllula de
forma aproplada, la ﬁreparacién de vacuna final contenla 2,5% de formulacién
de AMPHIGEN®y 0,1 mg/mi de DDA.

En la preparacién de diferentes formulaclones Ue las vacunas se

afiadieron fracciones de BVD, Leptos, Quil-A, colesterol, timerosol, la

formulacibn de AMPHIGEN® y solucién salina como . diiuyente a un

homogenizador Silverson y se mezclaron durante 15 minutos a 10.000 + 500

rpm. Después se microfiuidizaron los componentes con uh tamiz de 200 -

micrémetros a 10.000 psi (68.950 kPa).

Cuando la formulacién de la vacuna contenia hidréxido de aluminio, la
microfluidificacién se llevé a cabo sin hidréxido de alu;ninio. Cuando se
completd la microfiuldificacion, se afiadié hidréxido de aluminio y se mezclé con
una barra de agitacién hasta la mafana siguiente a 4°C.

EJEMPLO 12 .
Preparacién de vacuna de virus BVD para estudios de expasicién

La preparacién de vacuna que se usd en este experimenio contenia
antigenos del virus BVD Tipo 1 y el virus BVD Tipo 2. Se us6 antigeno BVD1-
5860 con una valoracién por ELISA postinactivacién de 2535 UR/dosis para
gp53. Se usdé el antigeno BVD2-890 con una valoracion por ELISA
postinactivacién de 3290 UR/dosis para gp53. Se usaron. Quil-A y colesterol a
una concentracion de 0,5 mg/ml. Se usaron timersol y la formulacién de
AMPHIGEN® con una concentracion final de 0,009% y 2,5% respectivamente.

Cuando se uso DDA como inmunomodulador, se incluyé DDA en la formulacién

(¥
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de AMPHIGEN®. La solucion madre de AMPHIGEN® (solucién de Drakeol-
lecitina al 40%) contenia cantidades variables de DDA y, cuando se dilufa de
forma adecuada, la preparacién final de vacuna contenia formulacién de
AMPHIGEN® al 2,5% y una concentracién de DDA que variaba en el intervalo
de 0,5 mg/dosis a 2,0 mg/dosis. Se uséd gel de aluminio (Rehydragel-LV) con
una concentracién final de 2%. Se usé GPI-0100 en el inteivalo de 2, 3 y 5
mg/dosis.

Todos los cémponentos se afiadieron a un homogenizador Silverson y
se mezclaron durante 15 minutos a 10.500 rpm y después se microfluidizaron
paséndolos por una cdmara de 200 micrémetros con 10.000 psi (68.950 kPa).
Cuando la formulacibn de la vacuna contenfa hidréxido de aluminio, la
microfluidificacion ge llevé a cabo sin hidréxido de aluminio. Cuando se
completo la microﬂui.diﬁcaclén, se afiadié hidréxido de aluminio y se mezclé con
una barra de agitacién hasta la mafiana siguiente a 49C.

Elemplo 13
Protecclén contra exposicién a Leptospira tras la vacunacién con una
formulaclién microfluidizada de vacuna de Amphigen con antigenos de
Leptospira
Tabla 1 — Grupos de tratamiento

Grupo de tratamiento Composicion gel adyuvante

TO1 Solucién salina
H& Quil-A, colesterol y la formulacién de AMPHIGEN® {QAC) |
T03 Quil-A, colesterol, Ta formulacion de AMPHIGEN® y AIOH
(QAC-AIOH)

TO4 DDA, colesterol y la formulacién de AMPHIGEN® (DDA} |
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T05 DDA, colesterol, la Tormulacidn de AMPHIGEN® y AIOH |
(DDA-AIOH)

La Tabla 1 muestra la composicién de las formulaciones de adyuvante
de las preparaciones de las vacunas que se experimentan en este estudio. Las
preparaciones de" 'Ilas vacunas se prepararon tal como se describe en el
Ejemplo 11. Habia'seis animales en cada grupo. En este estudio se usaron
novillos hibridos de came de aproximadamente siete meses de edad. La
vacunacién se reallzé el Dfa O y el Dla 21 por via subcutdnea con un volumen
de vacuna de 5 ml. La exposicién se realizé con L. hardjo-bovis cepa 203 del
NADC (Nacional Agricultural Disease Center). La exposicion se realizé durante
los dlas 57-59 con un inéculo de 1 ml. La exposicion se administrd por via de la
conjuntiva ocular y pbr via vaginal. El material de exposicién contenla 5,0 x'10°
leptéspiros/ml. La orina se recogi® semanalmente para realizar un cultivo de
leptospira, FA y PCR. Los rifiones se realizé extrajeron durante los Dias 112 y
113.

Tabla 2 - Resultados del estudio de exposicién a Leptospira

“Tratamiento Porcermale de | Porcentye de | Porcentale ¢©e | Porcentaje de
temeros con | temeros con | temeros con | temeros con
resultado resultado resultado resultado

positivo alguna | positivo alguna | positivo aiguna | positivo aiguna
vez para | vez para | vez para | vez para
Leptospira en | Leptospira en | Lepiospira en | Leptospira en
orina y rifién por | orina y rifén por | orina y riidn por | orina y ffién en
cultivo FA PCR todoa ios

ensayos

Solucion sallna | 100 B33 B33 100

(9.
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TAC ) 0 L
OAC/AION [ 0 ; ~ 500
DDA 0 0 [
"DOAAIOR 0 3 187 500

La Tabla 2' muestra los datos del estudio de exposicién a Leptospira.
Para determinar el porcentaje de infeccibn por Leptospira en el animal
expuesto, se usaron los siguientes criterios. Si el cultivo de rifién era positivo

s6lo en una muestra, se considera que el animal es positivo para Leptospira. Si

un animal es positivo sélo en una muestra para FA o PCFi. se considera que el

animal es negativo. Si la muestra es positiva para FA y PCR s6lo en una
muestra, se considera que es positivo para Leptospira.

Los resultados que se muestran en la Tabla 2 indican.que la duracién de
la presencia en la orina en todos los .grupos vacunados fue significativamente
més corta basdndose en los tres ensayos. £n lo que se refiere a la colonizacién
urinaria y renal, las eficacias de las formulaciones que contania.n QAC y DDA
sin AIOH fueron comparables. El AIOH no mejord e inclu_so redujo las eficacias

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



10

15

53

H

Tabla 3 - intervalo de valoracién de la aglutinacién microscépica

el dia de valoracién con media geométrica médxima antes de la exposiclén

(Dfa 35)
Tratamiento L. Hardjo L. pomona
Solucién salina <20 <20
OAC = 60 =640 1280 = 10240
QAC/AIOH 160 — 2560 8-10240
DDA — 30—1280 320 =2560
DDA/AIOH 320 — 640 1280 -5120

Se detectaron respuestas serolégicas contra ambos antigenos de
Leptospira de la formulacién de vacuna en los animales vacunados y la
respuesta méxima' se observé el Dla 35. No existi6 comelacién entre ia
respuesta serolégica y la proteccién contra la exposicion. La presencia de gel
de aluminio en la formulacién de la vacuna redujo el nivel de proteccién aunque
la respuesta serolégica fue potenciada por la presencia de gel de aluminio en la
vacuna.

EJEMPLO 14
Provocaclén de respuesta inmunitaria al antigeno virico de BVD y
Proteccldn contra la exposiclén al virus BVD Tipo 2 tras
la Inmunizacién con una preparacién de vacuna microfluldifizada que
contenia formulaclén de AMPHIGEN® y DDA.

En este experimento se usaron temeras seronegativas de cuatro a siete
meses de edad. Habia seis grupos diferentes y cada grupo tenla diez animales
(Tabla 4). El Dia 0 y el Dia 21 cada animal recibié una dosis subcutédnea de 2

(U
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ml de la vacuna o placebo en el lateral del cuello aproximadamente a medio

camino entre la escépula y la cabeza.
Tabla 4 - Grupos de tratamlento

"Grupo de tratamlento | Composicion del adyuvante

TO1 Solucién salina’

T02 Quil-A, Tormulacién de AMPHIGEN® y colesterol

"T03 Formulacion de AMPHIGEN®, colesterol, DDA (05|

mg/dosis) y AIOH

Formulaclén de AMPHIGEN®, colesterol y DDA (0,5 |

T04
mg/dosis)
TUS
mg/dosis)
o

“Formulacién de AMPHIGEN®, colesterol y DDA (1,0 |

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

Se administré una dosis de 5 ml de la preparacion 'da exposiciéon del

virus (aproximadamente 2,5 ml por fosa) por via intranasal el dia 44 del estudlo.
En este estudio se usé virus BVD Tipo 2, cepa aislada n? 24515 (Cepa Ellis),
lote n® 48325-70 no citopatico como cepa de exposicién. Se valoraron las

muestras retenidas de material de exposicién (dos repeticiones por valoracién)

en el momento del inicio de la exposicion e Inmediatamente después de

completario. La valoracién media de virus vivos por dosis de 5 ml era de 5,3
logio FAIDso/S ml antes de la exposicién y 54 logio IDADg/S mi tras la
exposicién (FAID es equivalente a TCIDso).

Se controlé a los animales todos los dias desde el Dia 3 al dia 58. Se



10

15

20

25

55

asignaron puntuaciones de enfermedad clinica de 0, 1, 2, 6 3 basdndose en los
signos clinicos atribuibles a la infeccién por BVD 2 para cada animal los Dias
42 a b8. Las puntuaciones del Dla 44 se registraron antés de la exposicién. Se
extrajeron muestras de sangre (dos tubos de separacion de suero de 13 mi,
SST) de cada animal los Dias 0, 21, 35, 44 y 58 para determinar las
valoraciones en sﬂém de anticuerpos de neutralizacién de los virus BVD Tipo 1
y BVD tipo 2.

Se extrajemﬁ muestras de sangre de cada animal de los Dias 42 al Dia
58 inclusive, y se determind la presencia de virus BVD en la capa leucocitaria.
El Dla 44 se obtuvieron muestras antes de la exposicién.

Se extirajeron muestras de sangre {(un tubo con EDTA de 4 ml) para
determinar la leucqcitometria del Dia 42 al Dfa 58 inclusive. El Dia 44 se
obtuvieron muestraslantes de la exposicion.

Leucopenia se defini6 como un descenso del 40% o mayor de la
leucocitometria comparada con el nivel inicial (leucocitometria anterior a la
exposicion media de dos dias anteriores y del dia de la exposicién).

Se usaron las puntuaciones de enfermedad clinica para definir el estado
de enfermedad de la forma siguiente; si la puntuacién es < 1, entonces
enfermedad = no; si la puntuaclén es > 2, entonces enfermedad = sl.

Tal como se muestra en las Tablas 5 y 6, los grupos que se vacunaban
con vacunas que contenfan antigenos viricos de BVD junto con la formulacién
de AMPHIGEN®, Quil A o DDA y microfluidifizadas, se seroconvirtieron con
valoraciones de neutralizacién de virus en suero significativas para los virus
BVD Tipo 1 y BVD Tipo 2. En esos grupos se produjo también una reduccién

significativa del porcentaje de animales que mostraban viremia tras la

N\
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exposicién, mientras que en el grupo de control el 100% de los animales
mostraban viremia (Tabla 7). Ademés. en los grupos vacunédos la frecuencia
de la enfermedad se redujo también de forma significativa (Tabla 8). De forma
similar, el porcentaje de animales que mostraban leucopenia se redujo también
en los grupos vacunados y la reduccién de la leucopenla-fue mas significativa
en el grupo que contenia DDA que en el grupo que contehia Quil A (Tabla 9).

En el grupo de control se produjo un descenso significativo de la subida de '

peso comparada con los grupos vacunados. (Tabla 10).
Serologia '

Antes de la vacunacién el Dia Q, todos los anihales ‘del estudio eran -

seronegativos (SVN < 1:2) para anticuerpos contra virus de BVD Tipos 1y 2
(no se muestran los datos). Catorce dias tras la segunda vacunacién (Dia 35)
todos los animales a los que se administré placebo (T 0.1) segulan siendo
seronegativos para anticuerpos contra el virus BVD Tipos 1 y 2; y todos los
animales vacunados con los ITA (Antigeno en experimentacién de
investigacién) (T02, T03, T04, TO5 y TO6) eran seropositivos (SVN > 1:8) pam
anticuerpos contra el vinus BVD, Tipos 1 y 2. Un animal al q:m s0 le administré
la vacuna con adyuvante de la formulacién de AMPHIGEN® a 2 mg/dosis de
DDA tenfa una valoracion de SVN de 3 para anticuerpos contra el virus BVD
Tipo 2 el Dla 35 (Tabla 11 y 12).

Antes de la exposicién el Dia 44, todos los controles (TO1) excepto uno,
eran seronegativos (SVN <1.2) para anticuerpos conira It;s virus BVD Tipos 1y
2 (no se muestran datos). Uno de los controles (n? 2497) era seropostivo (SVN
= 10) para anticuerpos contra el virus BVD Tipo 1 y seronegativo para el virus

BVD Tipo 2. Catorce dias tras la exposicién, todos los animales del estudio

Tk



N

57

eran seropositivos para anticuerpos contra los virus BVD Tipos 1y 2.

Tabla 5. Medla geométrica de las valoraclones de neutrallzaclén de virus

en suero para el virus BVD Tipo 1

Tratamlenio g ca ae va nes para ol V|
BVD Tipo 1 el Dia del estudio
v 0 5 35 L
TOT | Solucion salina_ 2 < 2 2 230
T0Z | Amphigen, <2 a1 [108245 [T140182 [ 275545 |
QuilA
TO3 | Amphigen, g 518 2048 (2311 [23TL |
0,5 mg de DDA, .
Al
TO& | Amphigen, <2 270 14512 4 B0 [ 21987 |
0,5 mg de DDA":
Amphigen, |2 5.7 TI5852 (61045 | 20BEZ0
1,0 mg de DDA
"TOG | Amphigen, 2 235 | 877/8,7 |6769,3 | 16961.T |
2,0 mg de DDA




Tabla 6. Media geomélrlc'a de las valoraciones de neutralizacién de virus

en suero para el virus BVD Tipo 2

Tratamlenio WMedla geoméirica de Ias valoraclones de SVN para el virus
BVD Tipe 1 el Dia del estudio
0 21 KL Z 58
[TOT | Solucién sallna < < <z 5220
~T0Z | Amphigen, Z 5o DA (2482 [ 2EHE |
Quil A -
TO3 | Amphigen, <2 85 35057 (27022 | 8818 |
0,6 mg de DDA, '
Al :
TO4 | Amphigen, <2 41 1280,7 | 989,17 | 184862 |
0,5 mg de DDA
TOS | Amphigen, P 84 3088 | 14539 300478
1,0 mg de DDA '
TO8 | Amphigen, <2 7.7 18732 | 14289 [ 163840 |
2,0 mg de DDA
Tabla 7. Alslamlento de virus BVD tras la exposicién .
Tratamlento Alslamlento de virus BVD
Dias delestudic | Frecuencla (%) de | Medla  de |
animales con viremla | los MC de
los dias de
viremia
TOT [ Soluclnéalia | 37 a 58 OO (100,0) 104
102 | Amphigen, 50a53 TA0{10,0) 04
Quil A
TO3 | Amphigen, — oAG(0.0) 0,0
0,5 mg de DDA,
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Al

Amphnigen,
0,5 mg de DDA

Ampnigen,
1,0 mg de DDA

I 7 3

Amphl'gen.
.t
2,0mg de DDA,

0,4

Tabla 8. Signos clinicos de enfermedad por BVD fras la exposicién

Tratamlento Frecuencla Frecuencla (%) observaciones con | Total
(%) con | signos clinicos de enfermedad por | Obs.
enfermedad BVD

0 1 2 3
TO1 | Solucidn sellna"| W10 (B0,0) | 75 (4B) | 63 28 T{08) |168.
' @375 | (17.3)
T02 [ Amphigen, TA0(10,0) 105 83 (2(1.2) [O(D) 170
Quil A (61,8) (37.1)
TOS | Amphigen, 210 (20,0} ) 67 1(24) |[0M) 170
0,5 mg de DDA, (58.2) | (39.4)
Al
TO4 | Amphigen, 00 (0.0} 18 52 0(0) 0@ |170 |
0,5 mg de DDA (69,4) (30,6)
TO5 | Amphigen, 0A0{0,0) 701 60 o0y [0 170
1,0 mg de DDA (59.4) (40,6)
TO6 | Amphigen, 010 {0,0) 104 [ 0 (0) 70
2,0 mg de DDA (61,2) (38.8)
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Tabla 9. Leucopenia tras la expoeicién

Tratamiemo Leucopenia .
Frecuencla (%) de animales | Wedla de los MC de loa
leucémicos | dias de leucemia
TOT | Solucién sallna _TWTO'(‘I'GDTU) 7.8
[ T0Z | Amphigen, &/10 (80,0) 2
Qull A '
TO3 | Amphigen, 2110 (20,0) 0,2
0,5 mg de DDA,
A | '
TO4 | Amphigen, 40 {40,0) 0.8
0,5 mg de DDA '
TUS5 | Amphigen, 310 (30,0) 0,9
1,0 mg de DDA
TOB | Amphigen Z0TI00) 05—
2,0 mg de DDA

Tabla 10. Peso corporal y sublda de peso corporal durante el estudio

Tratamlento Paso corporal madio (Ib.) of Dia del sstudio Sublda de
= | y.. 50 L3 peso (Ib)
TOT | Solucién salina 378,0 /Ay [P0 78,9 8.0
T0Z | Amphigen, 4280 E285 | 5487 575,0 1670
Quil A
TO3 | Amphigen, 4105 5134~ 532 5749.0 1885
0,5 mg de DDA,
Al
TO4 | Amphigen, a73,7 [4723 (4928 538,1 (.7 ¥ !
0,5 mg de DDA
TO5 | Amphigen, ; 4514 [4789  |s071  |[148Z
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1.0mg de DDA
"TO8 | Amphigen, 408, 5133 5339 580,3 1518
2,0 mg de DDA

Aislamiento de virus
Tal como muestran los datos de la Tabla 13, durante el periodo de

exposicién (Dlas 44 a 58), los diez animaies del grupo oont'rol (TO1) sufrian
viremia (el virus BVD se alslo uno o mas dlas). En los grupos a los que se les
habian admlnisﬁado los ITA, la frecuencia de los animales con viremia era uno,
cero, tres, dos y dos en cada grupo de diez (T02, TO3, T04, TO5 y TOS,
respectivamente). La diferencia entre los grupos de control y los 'grupos alos
que so les hablan Iadministrado los ITA era estadisticamente significativa (P <
0,05). La media de."los minimos cuadrados del nimero de dias de viremia‘era
también significativamente mayor (10,4 dias) para el control comparado con los
grupos a los que se les hablan administrado los ITA (0,0 a 0,5 dias).
Enferme lini

Se consideraba que los animales con puntuaciones de seiales clinicas
de 2 6 3 demostraban signos de enfermedad por BVD. Tal como se muestra en
la Tabla 14, la frecuencia de los animales con signos clinicos de enfermedad
por virus BVD era nueve de diez an el control (TO1) y uno, dos, cero y cero de
diez en cada uno de los grupos a los que se les administraron los ITA (T02,
T03, TO4, TO5 y TO6 respectivamente). La diferencia entre el control y los
grupos a los que se les administraron los ITA era estadisticamente significativa
(P < 0,05).
Leucopenia

Tal como se muestra en la Tabla 15, durante el periodo de exposicion

\?-
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(Dias 44 a 58), los dlez animales del control (TO1) sufrlan leucemia (una
reduccién del 40% en la leucocitometria comparada con la inicial antes de la
exposicién, Dias 42-44). La frecuencia de animales con leucemia era seis, dos,
cuatro, tres y dos de los diez animales de cada uno de los grupos a los que se
les administraron.los ITA (TO2, TO3, TO4, TO5 y TO8 respectivamente). La
diferencla entre el control y los grupos a los que se admihistré la vacuna que
tenia la formulacién de AMPHIGEN® como .adyuvante a 0,5 mg/dosis e
hidréxido de aluminio (T03) era estadisticamente slgnﬂicath'la (P < 0,05). La
medla de los minimos cuadrados del numero de dias de leucemia era
significativamente mayor (7.8 dias) para el control oomp'arado ‘con los grupos a
los que se les administraron los ITA (0,2 a 1,2 dlas).
EJEMPLO 15
Provocacién de respuesta Inmunitaria al antigeno v[.rlco de BVDy
Protecclién contra la exposicidn al virus BVD Tipo 2 tras
la Inmunizacién con una preparacion de vacuna microfluidifizada que
contlene GPI-0100. .

Se siguld un grupo de condiciones experimentales t;al como el que se
describe en el EjJemplo 14 y se realizé una comparacién directa entre Quil A y
GPI-0100. Tal como se muestra en las Tablas 11 y 12, los animales vacunados
con antigenos de BVD en la preparacién de formulacibn de AMPHIGEN®
microfluidifizada que contenia Quil-A o GPI-0100 tenia una valoracién de
anticuerpos significativa para los virus BVD Tipo 1 y BVD. Tipo 2. La valoracién
de anticuerpos para el virus BVD Tipo 1 era muy superior a la de virus BVD
Tipo 2. Sin embargo, la exposicién subsiguiente a virus BVD Tipo 2 demostrd
una proteccion potente y se redujo significativamente la incidencia de la
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enfermedad en los temeros vacunados con la preparacién de vacuna con base
de formulacién de AMPHIGEN® microfluidifizada que contenfa GPI-0100.

Tabla 11. Medla geométrica de las valoraciones de neutralizacién de virue

en suero para el virus BVD Tipo 1

" Tratamlento Medla geométrica de Ia valoraclén de SVN
“ o 3 35 BT [57
TOT [ Solucién salina | < <2 <2 <2 35,5
TOZ [Amphigen, [ <2 987 (201710 | 122034 |447624 |
Quil A
03 | Amphigen, | <2 845 | 100085 | 73832 | 257052 |
2 mg de GPI-
0100, AIOH . _
TO4 | Amphigen, <2 108,0 181752 | 89332 [285628,2 |
2 mg de GPI-
0100
"TOS | Amphigen, <2 62,9 | 150243 [ 8780,1 19824 .4
3 mg de GPI-
0100
706 | Amphigen, <2 71,1 12203,3 | 7512,0 [ 16670,2 |
5 mg de GPI-
0100
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Tabla 12. Medla geométrica de las valoraciones de neuiralizacién de virus

en suero para el virus BVD Tipo 2

Tratamlento Medla geoméirica de las valoraciones de SVN para
el virus BVD Tipo 1 el Dia del estudio
‘ 4] 21 35 44
TOT [ Solucién salina | <2 <2 <D <2 147
"T02 | Amphigen, <2 129 (23120 |[16925 | 18834 |
Quil A '
T03 | Amphigen, <2 13,2 16635 |11168 [16823 |
2 mg de GPI- ' '
0100, AIOH
T04 | Amphigen, <2 20,5 2610,23 | _1'97572__'2178'.7_
2 mg de GPI-
0100
['TO5 | Amphigen, <2 11,4 17528 | 13052 [24354 |
3 mg de GPI- )
0100
"TO8 | Amphigen, <2 12,0 31584 2120,2 18458
5 mg de GPI-
0100




Tabla 13. Alslamiento de virus BVD tras la exposicién
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Tratamlento Alslamlento de virue BVD
Frecuencla (%) de | Medla de los MC |
animales con viremia | de los dias de
viremia
TOT | Solucidn sallna TO/T0 (100,0) 54
T02 | Amphigen,” 3/10 (30,0) 03
QuilA -
T0O3 | Amphigen, 0/10(0,0) 0,0
2 mg de GPiI-0100,
AIOH
[ TO4 | Amphigen, , 110 (10,0) 0,1
2 mg de GPI-0100
TO5 | Amphigen, 3716 (30,0) 03
3 mg de GPI-0100
T06 | Amphigen, 2/10 (20,0) 0.2
5 mg de GPI-0100

\ Y.
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Tabla 14. Signos clinicos de enfermedad por BVD tras la exposicién

Tratamlento Frecuencla | Frecuencla {%) observaciones | Total
'(%) .con|{con una puntuacién Obs.
enfermedad | enfermedad clinica de

0 1

TOT | Soluclén 5/10(60,0) | 103 (60,8) |55 (32,4) | 12 170

salina (:1.1)

T0Z | Amphigen, | 5/10(50,0) |115(67.8) |48 (28,2 [7(4,T) [170

Quil A . I
TO3 | Amphigen, |0/10 (0,0) |128(75.3) |42({24,7)[0(0) 170
2 mg de GPI-
0100, AIOH |
"TO4 |[Amphigen, | O710(0,0) |124(72.9) |46 (27,1) |0(0) (170 |
2 mg de GPI-
0100 |
"TO5 | Amphigen, |0/10{0,0) |104{61,2) (66(38,8)|0(0) (170 |
3 mg de GPI-
0100
TO6 | Amphigen, |{0/10(0,0) [ 128(75,3) [42(24,7) |0 (0) 170
5 mg de GPI-
0100

(-
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Tabla 15. Leucopenla tras la exposicién

Tratamiento Leucopenia
Frecuencla (%) de
animales de los dias de
leucopénicos leucopenia

~TOT | Solucidn saiina o770 (90,0) 87

(T02 | QuilA ' 6/10(60,0) 16

T05 [Zmg de GRIOTO0 | 7/10(70,0) 25

AIOH

T04 | 2 mg de GPI-D100 4710 (a0,0) 15

TO5 |3mgde GPIOTO0 | 710(70,0) 28

"T06 [ 5 g de GPI-0T00 BTG (B0 .0) Z9

En conclusién, se demostré la seguridad de cada vacuna por la ausencla
de reacciones adversas de mortandad en los animales vacunados. La potencla
de cada vacuna se demostrd6 mediante la seroconversion (valoraciones de
anticuerpos de SVN para BVD-1 y BVD-2 >1:8) en 100% de los animales
vacunados. La vacuna con 2 mg de GPI-0100 sélo como adyuvante demostré
una resistencia satisfactoria a la exposicién.

EJEMPLO 16
Preparacién de vacuna que contiene antigeno microencapsulado en
emulisién microfiuidifizada de acelte en agua

Se afiadieron tres gramos de Trehalose (Fluka) a agua para obtener una

solucién madre de 333 mg/ml de solucién de Trehalose. Se afiadié antigeno
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PauA recombinante solubilizado en solucién de SDS al 0,8% (SDS/rPauA) a la
solucién de Trehalose para obiener una concentracion final de 494 yg de
rPauA/ml. En la "siguiente etapa, se disolvieron 10 gramos de écido
polilactidaglucélico (PLG-Resomer RE 503H, Boeringher Ingelheim) en 200 mi
de cloruro de mgtileno (MeCly). La soluclén resultante de PLG/MeCL se

combiné con la solucién de SDS-rPauAftrehalose prepdrada en la primera

etapa. La solucion combinada se sometid a microfluidizacion usando

Microfluldizer (de Microfiuidics Modelo M110EH) y la preparacién
microfiuidifizada se desecé por pulverizacién usando Temco Spray Dryer

(Modselo SD-5). El material desecado por pulveﬂzaclén' se recogié usando un -

tamiz de 500 micrdmetros.

La concentracidn de rPauA en este material desecado por pulverizacién
se cuantificé usando un andlisis por transferencia Westem. ée disolvié 1,04 mg
de material desecado por pulverizacién en 50 pl de acetona y se centrifugd a
13,200 rpm a temperatura amblente durante 10 minutos. Se slimind el
sobrenadante. Las fracciones de sobrenadante y de sladimento se desecaron
en una campana de seguridad biolégica durante 2,5 horas. 'Se resuspendio el
sedimento en 47,43 pi de solucidn de muestra (25 yl de tampén de muestra +
10 ul de agente reductor + 65 pl de agua). La fraccién de sobrenadante
desecado se resuspendid con 20 pl de solucidn de muestra. En el andlisis
Western se usé PauA purificado como patrén para cuantificar el contenido de
rPauA del material desecado por pulverizacién. .

Se prepard una solucion madre de manitol al 20% disolviendo 100
gramos de manltol (Sigma) en 500 ml de agua para inyectables (WFI). La
solucion se calentd a 40°C con placa calefactora/agitador y se enfrié a 30°C. La



10

15

20

25

69

soluclén se esterillzé por filtracién con un filtro estéril tlie 0,22 micrdmetros
(Millipore). Se prepard una solucién de carboximetilcelulosa al 2,5% disolviendo
12,5 gramos de carboximetilcelulosa (Sigma) en 500 ml'de WFi y se mezclé
hasta la mafiana sigulente a 4°C. La solucién se esterilizd en autoclave a
121°C.

El polvo reéii]tante de la desecacién por pulverizacién se reconstituyé en
una solucién que 'contenfa manitol al 5%, carboximetilcelulosa al 0,3% y
timerosol 1:5000. La solucién final se introdujo en viales en alicuotas de 3 ml y
se liofilizé usando un Lyophilizer (USIFROID). El polvo liofilizado representa el
rPauA microencapéulado. El antigeno de subunidad proteica microencapsulado
se resuspendlé en. 2 ml de emulsién de aceite en agua microfiuidifizada que
contenia una formulaciSn de AMPHIGEN® (tal como la emulsidn
microfluidifizada quelse describe en el Ejemplo 20) y se usa como vacuna. |

EJEMPLO 17
Preparacién de una formulaclén de vacuna microfiuldifizada que contiene
tanto antigeno bacterlano de células enteras como antigeno de protelna
recombinante en emulsién de acelte en agua

Se formularon dos preparaciones de las vacunas que contenfan tanto
proteina PauA recombinante de Sireptococcus uberis como células bacterianas
de Escherichia coll, se afadieron de forma intrinseca a emulsiones de aceite en
agua tal como se describe en los Ejemplos 2 y 3. El antigeno PauA
recombinante estaba a una concentracién de 100 pg por dosis y las células de
E. coll daban un recuento final de 4 x 10° por dosis. Las composiciones de los
adyuvantes en emulsién de las dos formulaciones de las vacunas se muestran
on la Tabla 16.

Y-



70

Tabla 16. Formulaclones de las vacunas que contienen tanto proteina

recombinante cémp células enteras de E. ctl'all

‘Tratamiento Antigeno Adyuvante

TO1 Placebo Solucién salina

T02 Pau A/E. coll SEAM-14

T3 Pau AJE. coli Ampfigen al 2,5%, 0.5 |
mg de GPI-0100, 0,5 mg |
de colesterol

T04 Pau A’E. coll Amphigen al 2,5%, 0,5
mﬁ de bromuro de
dimetildioctadecllamonio
(DDA), 06 mg de
colesto.rol

EJEMPLO 18
5 Respuesta Inmunitaria a la vacuna microfiuidifizada que contiene la

emulsién de acelte en agua con rPauA y agentes bacterlanos de células

En este experimento se usaron vacas lecheras maduras. Los animales

estaban al final de su primera 0 segunda lactancia en el momento de la

10 admisién. Se administraron por via subcutdnea 2 ml de cada formulaciéon de

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

28) y de nuevo 4 a 10 dias después del parto (C + 4 — C+10). La primera y

tercera dosis se administraron en el lado izquierdo del cuello y la segunda se

administrd en el lado derecho del cuello. Se extrajo sangre antes de cada

(B
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vacunacion y aproximadamente 14 dias y 32 dlas tras Ial tercera vacunacion.
Las valoraciones de anticuerpos contra E. coli y el antigeno rPauA se
determinaron mediante ELISA. Como se muestra en la Figura 8, los resultados
indican que la valoracién de anticuerpos para rPauA era superior en el grupo
vacunado con la formulacion de vacuna que contiene GPI-0100 como
inmunoestimulante '.y era méxima el dla 70 tras la vacuracién iniclal. La
valoracién de anticuerpos para el antigeno contra E. coll se muestra en la
Figura 9. La valoracién de anticuerpos contra antigeno de E. coli ema
comparable en ambas formulaciones de las vacunas, aunque la presencia de
GPI-0100 como Inmunoestimulante indujo una valoracién de: anticuerpos
relativamente mayor comparada con la formulacibn con DDA como
inmunoestimulante.
| EJEMPLO 19
Andlisls de actividad viricida de las preparaciones de las vacunas con
base de formulacién de AMPHIGEN® microfluidifizada

Para determinar si la microfluidizacién inactiva el virus, se determiné la
actividad viricida de tres preparaciones de las vacunas con base de formulacién
de AMPHIGEN® microfluidifizada. Las tres preparaciones contenian tres virus
infecclosos bovinos diferentes, especificamente virus del herpes bovino (BHY),
virus paragripal 3 (PI3) y virus sincitial respiratorio bovino (BRSV).

La deteccién de la actividad viricida de las tres preparaciones de las
vacunas se realizé de acuerdo con los requisitos de la normativa USDA 9CFR-
113.35.

Los resultados que se muestran en la Tabla 17 indican que la

microfluidizacién de las preparaciones de las vacunas con base de formulacién

A
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de AMPHIGEN® no provoca una inactivacién significativa de la preparacién de

la vacuna.

Tabla 16. Anélisis de actividades viricidas de las vacunas

- microfiuldifizadas

Serle TBRSV BAV PI3
A : |0
"AM75 o) 0.3 0.3
[AM75a 37C 0,1 : 0,2
B K| 0.2
"BM200 0 0 0,2
'BM75 0,2 0,5 0
'BM75 a 37C 0,5 05 0

C 0.1 0,1 0,2
[CM200 0,2 0,1 0,2
CM75 0,1 : 0,2
CM75 a 37C 0,5 05 0,2

A = colesterol afiadido a 650 ml/minuto
B = colesterol afladido a 28 m/minuto
C = colesterol afiadido a 5 m/minuto

M200 = microfluidifizada con tamiz de 200 micrémetros

M75 = microfiuidifizada con tamiz de 75 micrdmetros

M75 a 37C = fluldos calentados a 37%C antes de la microfluidizacidn

Un valor por encima de 0,7 indica un efecto viricida.
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EJEMPLO 20
Preparacién de una formulacién de AMPHIGEN® microfiuldifizada

Se prepard una formulacién de AMPHIGEN® combinando solucién de
aceite de lecitina DRAKEOL (aceite de parafina fluido con lecitina al 25%) y
TWEEN 80 (con una concentracién final de 0,18%) y Span 80 (con una
concentracién finz;'lllde 0,08%) mezclando durante 8-22 hora$ a 36 + 1°C. La
mezcla de aceite se afiadidé después a solucién salina con ayuda de un
emulsionador Ross® (Hauppage, NY 11788) aproximadaments a 3400 rpm.
Subsiguientemente la mezcla se pasé una vez por un microfiuldizador con una
cdmara de Interacciéon a 4500 + 500 psl (31.027,5 kPa + 3.447,5 kPa). Las
Figuras 10 A y 10 B muestran la estabilidad de la formulacién de AMPHIGEN®
microfiuidifizada. La distribucién del tamafio de las particulas, medida por
difraccién de rayosl lAser, al inicio (Figura 10A) era casi idéntico .';1. la
distribucion del tamafic de las particulas después de 22 meses de
almacenamiento a 4°C (Figura 10B).

EJEMPLO 21
Anélisis por microscopla electrénica del complejo Inmunégeno de Qull A
y colesterol

Para determinar la naturaleza del complejo inmundgeno formado por
Quil A y colesterol, se prepard una mezcla de estos dos componentes o en
presencla o en ausencia de un antigeno.

En un matraz que contenia 50 ml de tampén de HR-Hals, se afiadié
antigeno de BVD Tipo | mientras se agitaba la solucién con una barra
magnética. Después, se afadié una solucién madre concentrada de Quil A (50

mg/ml) gota a gota mieniras se agitaba la solucion alcanzando una

E\S
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concentracion final de 50 ug/ml. La adicién de Quil A se siguié con de la adicién
de una solucibn madre de o'ole_sterol en etanol (18 m'glml) hasta una
concentracion final de 50 pg/mi. .

En un segundo matraz, se afiadieron Quil A y colesterol del mismo modo
al tamp6n de 50 m] sin antigeno de BVD: Tipo I.

Para la microscopia de transmisién electrénica, se adsorbieron 10 pl de
cada muestra sobre rejillas de cobre de 400 mesh con una plataforma de
soporte de formvar y carbono (Electron Microscopy Sci.ences, Inc., Fort
Washington, PA). Las muestras se tifieron negativamente usando 10 ul de
4cido fosfotlingstico al 2% filtrado, a pH 5,2 como agénte de contraste. Las -
muestras se examinaron usando un microscoplo de transmisién electrénica
JEOL 1230 (JEOL Inc., Toklo, Japdn) con un voltaje de aceleracién de 80 kV.
La obtenclén de imé&genes digitales se realizé con una cam.ara Gatan BioScan
792. La microscopia en pellcula se realizé en pelicula 4489 EM y se imprimié
en papel Kodabrome Il RC F3 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY.).

En la solucién que séio contenia colesterol y Quil A sin antigeno de BVD
Tipo |, se detectaron micelas helicoidales junto con mlet.alas d'e Quil A y cristales
de colesterol (Figura 11). Las micelas helicoidales estaban entracruzadas y
tenfan aspecto de malla. En la muestra que contenia el antigeno de BVD Tipo |,
se observd que las micelas helicoidales aleatoriamente rodeaban clertas éreas
densas (Figura 12). Las areas densas representan el antigeno de BVD Tipo 1
y el complejo Inmunégeno helicoidal que se produce por Ié asociacion de Quil A
y colesterol se encuentra adsorbido sobre la superficie del antigeno de BVD

Tipo I.
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Habiendo descrito la invencibn como antecede se declara como
propiedad lo contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Una vacuna 'Iqua comprende un glucésido de saponind, un esterol y un

antigeno, en la que dicho glucdsido de saponina y dicho esterol se asoclan -

entre si para formar complejos en forma de micelas helicoidales y en la que
dicho antigeno estd mezclado, pero no integrado, en dichas micelas

helicoidales.

2. La composicibn de vacuna de la reivindicacin 1, que ademés

comprende un vehiculo veterinariamente aceptable.

3. La composicidbn de vacuna de la reivindicacion 2, en {a que dicho

vehiculo veterinariamente aceptable es una emuisién de aceite en agua.

4, La composicibn de vacuna de la reivindicacién 1, en la que dicho

glucdsido de saponina es un triterpenoide.

5. La composicién de vacuna de la reivindicacion 4, en la que dicho
triterpenoide es Quil A.

6. La composicion de vacuna de la reivindicacién 1, en la que dicho esterol

es colesterol.

\&%
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7. La composicién de vacuna de la relvindicacion 1, en la que dicho
antigeno comprende un agente virico, un agente bacteriano o una combinacién

de los mismos.

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

antigeno compren't'.‘llle un antigeno de BVDV tipo 1 o tipo 2. '
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RESUMEN

Esta invencién proporciona emulsiones submicrométricas de aceite en
agua de utilidad como adyuvante de vacuna para potenciar la capacidad
Inmunégena de Iant[genos. La presente invencién proporciona también _
composiciones de las vacunas que contienen un antigeno combinado con tales |
emulsiones de forma intrinseca o exirinseca. La presente invencion

proporciona tamblén procedimientos para preparar las emuisiones y vacunas.
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Figura 1
Mezclado primario mediante homogenizacién por mezciado ultrarrdpido

de la vacuna Cattlemaster Plus -
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Figura 2

Mezclado sécundario mediante microfiuldizacién de la vacuna
Cattlemaster Plus
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Figura 3
Distribucién del tamailo de las particulas entre las mezclas
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Figura 4

Tres modos de dispersién
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Figura §
Medla geométrica de serologia contra BVD Tipo I
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Figura 6
Media de los minimos cuadrados de las temperaturas rectales del ganado
antes y tras la administracién de los articulos de experimentacién
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Figura 7
Medla de los minimos cuadrados de los volimenes de Ia; reacciones en
las zonas de Inyecclién observados en el ganado tras la administracién de

‘los artfculos de experimentacién
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Figura 8
Medla geométrica de valoraciones de IgG - rPauA
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Figura 9

Media geométrica de valoracliones de igG — J5
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Figura 10A
Formulecién de Amphigen microfiuldifizada
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Figura 10B
Amphigen al 40% microfiuldifizado a los 22 meses
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT

NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN *

PRELIMINAR INTERNACIONAL DE PATENTABILIDAD
' (PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover, F. Jr. et al.
Pfizer Inc.

201 Tabor Road Morris Plains,
NJ 07950

Estados Unidos de América.

Sello de Recibido 27 de mayo de 2006, MOPS IP GLBL. SRVS

Fecha de expedicién: 22.03.2006

Referencia del expediente del solicitante o0 mandatario: PC32251A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/000804

Fecha de presentacion internacional: 24.03.2005

Fecha de prioridad: 05.04.2004

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC et. al.

1. Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del

Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompafiado, si procede, de sus anexoas.

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

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizarda
una traduccién en inglés del informe (con exclusién de sus anexos) y
la tranemitira a las Oficinas interesadas.

. RECORDATORIO

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

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

solicitante preparar la traduccibn en cuestion y entregaria

directaniente a cada Oficina elegida interesada

Para mas amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y fas
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de 1a guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencion del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacién
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) s6lo servirdn a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a Ila divulgacién, la claridad de las
reivindicaciones.

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

Oficina de Patentes Europea P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk — Pays Bas

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

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: de Haas, B
Tel: + 31 70 340-4738
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD

{(Capitulo II del Tratado de Cooperacién en materia de Patentes)

(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o0 mandatario: PC32251A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/000804 '

Fecha de presentacién internacional: 24.03.2005

Fecha de prioridad: 05.04.2004

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacién
nacional e IPC: A61K 39/39, A61K 39/12, A61K 39/02
Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC et. al.

1.

El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado
por esta Autoridad de Revisi6n Preliminar Internacional bajo el
Articulo 35 y es tranamitido al solicitante segiin el Articulo 36.

Este REPORTE consta de un total de 6 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

(remitido al solicitante y a la oficina internacionall un

total de ___ hojas, descritas a continuacién:

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

] hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden més alld de la
divulgacibn de la invencibn tal como fue
originalmente presentada, segin se indica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario.

(remitido inicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipoy soporte(s) electrénico(s)) ’
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccién
Administrativa 802).
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4. El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:
X Recuadrol - Base de este informe
[ Recuadroll Prioridad
[0 RecuadroIl  Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacién industrial
[0 RecuadroIV  Falta de unidad de Invencién
X RecuadroV Declaracién motivada segin el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacién industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracién
X Recuadro VI Ciertos documentos citados
[[] RecuadroVIl Defectos en la Solicitud Internacional
Bd Recuadro VI Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicacién de la demanda: 18.04.2005

Fecha de elaboracién de este reporte: 22.03.2006

Nombre y direccién postal de la Adm:mst‘aaﬁn encargada del Examen

Preliminar Internacional:

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

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: Nog, V

-Tel: + 31 70 340-

Bz



Recuadro 1. Base de este informe -

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

[0 Este informe esta basado en una traduccion del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccién
roporcionada a los fines de:

bisqueda internacional {segiin Reglas 12.3 y 23.1 (b))

[0 publicacién de la solicitud internacional (segin Regla
12.4)

[[] examen preliminar internacional (seg(in Reglas 55.2
y/o0 55.3)

2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,
esta opinion se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
gue hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segin el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcién, Piginas
1-40 tal como se presentaron inicialmente
Retivindicaciones, Nimerocs

1-8 tal como se presentaron inicialmente
Dibujos, Hojas
1/12-12/12 tal como se presentaron inicialmente

[0 unalista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias .

3.

O

Las modificaciones ha ocasionado la cancelacion de:

la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

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

LILIOI00

Fs
O

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

(6%
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alldi de la divulgacin de la invencion tal como fue

presentada, como se indica, en el_Recuadro Suplementario (Regla
70.2(c)). T

Ll
[
Ll
L

la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/fig.

la lista de secuencias (especificar):

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

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

Recuadro No. V Declaracién razonada segiin el Articulo 35 (2)
con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién industrial:
anterioridades y explicaciones que soportan tal declaracién

1. Declaracion

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 8
No: Reivindicaciones 1-7
Nivel Inventivo (NI} 8i: Reivindicaciones

N(;: Reivindicaciones 1-8

Aplicacién Industrial (Al) Si: Reivindicaciones 1-8

No: Reivindicaciones

2, Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.

Recuadro No. VI. Clertos documentos citados

1. Ciertos documentos publicados (Regla 70.10)

y/o

2. Divulgaciones no escritas (Regla 70.9)

Ver hoja adjunta



Recuadro No. VIII Observaciones relativas a Ia solicitad

internacional. . Ry e

Se formulan las observaciones siguientes sobre la claridad de las
reivindicaciones, de la descripcion y de los dibujos o sobre si las
reivindicaciones se fundan totalmente en la descripcién:

ver hoja adjunta
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA
Solicitud Intemacional No. PCT/IB2005/000804

Item v
Declaraclén razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
Industrial; citas y explicaclones sustentando dicha declaracién (Continuacion)

1. CITAS
Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 96/33739 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS S.A.;
GARCON, NATHALIE, MARIE-JOSEPHE, C) 31 de octubre de 1996

D2: US 2003/095974 A1 (GARCON NATHALIE ET AL) 22 de mayo de 2003

D3: US-A-5679 354 (MOREIN ET AL) 21 de octubre de 1997

D4: US-B1-6 506 386 (FRIEDE MARTIN ET AL) 14 de enero de 2003

D5: WO 2004/087204 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMINOWSKI, PAUL,
JOSEPH; KLOSE, PAMELA, KAY; KRE) 14 de octubre de 2004

D6: WO 2004/067031 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMINOWSKI,
PAUL, JOSEPH; FRANTZ, JOSEPH, CLAUDE;) 12 de agosto de 2004

2. NOVEDAD (Articulo 33(2) del PCT)

1. D1 divulga una composicién de vacuna que comprende una saponina
(QS21), un esterol (colesterol) y un antigeno. El esterol y la saponina forman un
liposoma o una estructura ISCOM y podré contener un vehiculo de emulsion de aceite
en agua (ver resumen; pigina 1, lineas 3-6 y 18-22; pigina 2, lineas 1-3; pégina 2, linea
34 - pdgina 3, linea 2). En vista de D1, |a materia de las reivindicaciones 1-7 no se
considera novedosa.

2. D2 divulga una composicién de vacuna que comprende una QS21 y
colesterol en una emulsién de aceite en agua con dimensiones sub-micra como co-
adyuvante y un antigeno mezclado entre sf (pdrrafos 5, 23, 25, 26, 28,29 y
reivindicaciones 1, 4, 6, 7, 17). En vista de D2, la materia de las reivindicaciones 1-7
no se considera novedosa.

3. D3 divulga una composicién de vacuna que comprende un esterol y un
glicésido de saponina, ensamblado en una matriz (una estructura tipo iscom) y un
antigeno el cual no esté integrado en el co-adyuvante (ver resumen; columna 1, lineas
46-62; columna 2, lineas 27-33 y 4345 y reivindicaciones 1-3 y 5-8). En vista de D3,
la materia de las reivindicaciones 1, 4-7 no se considera novedosa.

4 D4 divulga una composicién de vacuna que comprende una formulacién
co-adyuvante que comprende una saponina (QuilA) y un esterol (colesterol) en la forma
de un ISCOM y un antigeno (ver columna 4, lineas 13-16 y 21-25 y las reivindicaciones
1,5, 7, 12). En vista de D4, la materia de las reivindicaciones 1, 4-7 no se considera
novedosa.
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5. La presente solicitud no cumple con el criterio establecido en el Articulo
33(2) del PCT puesto que la materia de las reivindicaciones 1-7 no es novedosa con
respecto a los antecedentes tal como lo define la reglamentacién (Regla 64(1)<(3) del

PCT).
3.  NIVEL INVENTIVO (Articulo 33(3) del PCT).

1. La reivindicacién dependiente 8 no parece contener caracteristicas
nd:clonales las cuales, junto con las caracteristicas de cualqmer reivindicacién al cual se
refiere, poseen un nivel inventivo puesto que la escogencia entre un antigeno BDVD 1 6
2 se considera obvia para aquella persona experta y es meramente una entre varias
posibilidades obvias a partir de las cuales Ia persona experta escogeria, segin las
circunstancias, sin el uso de capacidad inventiva, para asi resolver el problema
planteado.

2. La presente solicitud por lo tanto no cumple con el criterio establecido en
el Articulo 33(3) del PCT y la materia de las reivindicaciones 1-8 no poseen nivel
inventivo (Regla 65(1)(2) del PCT).

VL. Ciertos documentos citados (Continuaci6n)

7. Ciertos documentos publicados

Solicitud No. Fecha de publicacidn Fechn de presentacidn ~ Fecha de prioridad
Patente No. {die/mes/afio) (dia/mes/afio) (dis/mes/atio)
WO02004/087204  14.10.2004 22.03.2004 04.04.2003
W02004/067031  12.08.2004 15.01.2004 29.01.2003

1. Aunque D5 y D6 no son antecedentes dentro del marco de 1a Regla
64.1(b), parecen divulgar todes las caracteristicas de las reivindicaciones 1-8. Estos
documentos podrian entonces tomarse en consideracion en la fase regional ante la EPO.
Los antecedentes que pertenecen a la presente solicitud no estaban disponibles a la hora
de establecer este primer concepto escrito. Por lo tanto, se base en la suposicién que
todas las reivindicaciones gozan de derechos de prioridad a partir de la fecha de
presentacién del documento de prioridad. Simés adelante se conoce que lo anterior no
es correcto, los documentos D5 y D6 arriba mencionados citados en el reporte de
blisqueda internacional podrian volverse relevantes para evaluar si la materia -~
reivindicada satisface los criterios establecidos en el Articulo 33(1) del PCT.

VIIL Ciertas Observaciones (Continuacién)

8 Parece ser, a partir de la descripcidn en su totalidad y en particular a partir de los
ejemplos, que 1a presencia de una emulsién AMPHIGEN de aceite en agua de
dimensiones sub-micra es una caracteristica técnica esencial del presente invento. Sin
embargo, esta caracteristica técnica esencial no estd presente en [a reivindicacion
independiente 1. Por estas razones, la reivindicacién carece de claridad segiin el
Articulo 6 del PCT tomado junto con la Regla 6.3(b) del PCT (ver también Directrices
de Evaluacion Preliminar de] PCT 111.4.3).



PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

L]

To:

FULLER, Grover F.Jr. et al.
PFIZER Inc

201 Tabor Roed, Morris Plains,
New Jersey 07850
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

fe%ﬁg7 2006 “‘Lﬂ"

WX GER A

-t [ T
v

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
REPORT ON PATENTABILITY

(PCT Rule 71.1)

£

Date of maling

(dayimonthirear) 22.03.2006

Applicants or agente fils reference ¥ °

IMPORTANT NOTIFICATION

PFIZER PRODUCTS INC. et al.

PC32251A

Inemational application No. intsmational filin date (daymonthyear) Priortty date (daymonthirear)
PCTAB2005000804 24.03,2005 05.04.2004

Appiicant

The applican is hereby notified that this Inlernational

application.

communication 1o all the elected Offices.

Where required by any of the elected Offices, the Inte

PCT Applicant's Guide.

enabling diaclosure, clarity and support for the claims.

Preliminary Examining Authority transmits herewith the

inlemnational preliminary report on patentability and its annexes, if any, established on the intemational

A copy of the report and its annexas, if any, is being transmitied to the Inlernational Bureau for

N

rational Bureau will prepara an English translation of

the report (but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices.

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (fifing
transiations and paying national fees) within 30 months from the priority date {or later in some Offices)
{Atticle 39(1)) (see also the reminder sent by the Intemational Bureau with Form PCTAB/301).

* Where a translation of the international application must be furnished to an slectad Office, that translation
must contain & translation of any annexes 1o the international preliminary report on patentability. It is the
applicant's responsibility to prepare and fumish such translation directly to each elected Office concerned.

For further datails on the applicable time limits and requirements of the electad Offices, see Volume Nl of the

The applicant's ettantion is drewn 1o Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, inventive step
and industrial applicebility described in Anlicle 33(2) o (4) merely serve the purposes of intemational
preliminary examination and that "any Contracting State may apply additional or different criteria for the
purposes of deciding whether, in thal Siate, the claimed inventions is patentable or not" (see elso Arlicle
27(5)). Such additional criteria may relete, for example, to exemptions from patentability, requirements for

Name and malling addrass of the Intemational
preliminary examining authority:

j European Patent Office - P.B. 5818 Patentlaan 2

Tel. 431 70 340 - 2040 Tx: 31 851 epo nl
Fax: +31 70 340 - 3010

Authorized Officer

de Haas, B
Tel. +31 70 340-4738

NL-2280 HV Rljswilk - Pays Bas
Form PCTAPEA/ 416 (January 2004)




PATENT COOPERATION TREATY wt_

PCT " 164

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter Il of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)

Applicant's or agente flle relerence

Intemational application No. intemational filing date (dayinonthiaar) Priority daie {dey/month4sar)
PCTAB2005000804 24.,03.2005 05.04.2004

intemational Patent Classification (II:'C) or netional classification and IPC .
AB1K39/39, A61K38/12, A61K3802 .

Appiicant

PFIZER PRODUCTS INC. et al.

1.  This report is the international preliminary examination report, established by this Imernatbnnl Preliminary Examlnlng
Authority under Article 35 and fransmitted to the applicant according to Anlcle 38.

2. This REPORT conslsis of a total of 6 sheets, Including this cover sheet.

3. This report Is also accompanied by ANNEXES, comprising:
a. [0 sent to the applicant and io the intemational Bureau) a total ol sheets, as follows:
O sheets of the description, claime andior drawings which have been amended and are the basis of this report
andbr sheets containing rectifications authorized by ihls Authority (sao Aule 70.16 and Section 607 of the
Administrative Instructions).
O sheets which supersede earlier sheets, but which this Authority considers conlain an amendment that goes
beyond the disclosure in the internetional application as filed, as indicated in item 4 of Box No. | and the
Supplemental Box.
b. 00 (sent to the intemational Bureau only) a total of (indicate type and number of electronic carrier(s)) . containing a

sequence listing andir tables reiated thereto, in compuier readable form only, as indicated in the Supplemental
Box Relating to Sequence Listing (see Section 802 of the Administrative Instructions).

4. This report conteins indications relating to the following itema:

B9 BoxNo.|  Basis of the opinion

0 BoxNo.it  Prlority

] Box No.lll Non-establishment of opinion with regard fo novelty, inventive step and industrial applicability
[J Box No. IV Lack of unity of invention

i@ BoxNo.V Reasoned sialement under Arlicle 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial
applicabllity; citations and explanations eupporting such statement

K BoxNo.VI Certaln documents cited
O Box No. VIl Certain defects in ihe Intemational application
X Box No. Vil Ceraln observations on the international application

Date of submission of the demand Date of completion of this report

18.04.2005 22.03.2006

Name and malling address of the intemational Autharized Officer

preliminary examining authority: f“'-
European Patertt Office - P.B. 5818 Patentiaan 2 . \
NL-2280 HV Rijswik - Pays Bas Noé, V i g
Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo N > ),}'
Fax: +31 70 340 - 3016 Telephone No. +31 70 340-

Form PCTAPEA/408 (Cover Sheel) (January 2004)
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INTERNATI NAL PRELIMINARY REPORT International application No.
N PATENTABILITY PCTAB2005000804

L

Box No.| Besis of the report

1. With regard to the language, this report is based on the intemational application in the language in which it was
filed, unless otherwise indicated under this itern.

O This report is based on transiations from the original language into the iollowing language ,
which is the language of a translation furnished for the purposes of:
O intemational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))

3 publication of the intemational application (under Rule 12.4)
0 imemational preliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elements” df the international epplication, this report is based'on {replacement sheets which
have besn fumished io the receiving Olfiice in response io an invilation under Arlicle 14 are referred 1o in this

report as “originally filed” and are not annexed o this report):

Deacription, Pages '

140 as originally filed

Claims, Numbers '
1-8 . &8 originally 1lled

Drawings, Sheets

112-12h2 " as originally filed

B a sequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 00 The amendmenis have resulted in the cancellation of:

J the description, pages

O the claims, Noe.

] the drawings, sheetafigs

[1 the sequence listing (specify):

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

4. 00 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplernental Box (Rule 70.2(c)).

1 the description, pages

O the claims, Nos.

0 the drawings, sheetsdigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequenca listing (specify):

* If Item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "supergeded.”

Form PCTAPEA/AQR (lanuary 2004)




INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY _ PCTAB2005000804

' 17

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or indusirial

applicability; citations and expianations supporting such stetement

1. Statement
' Novelty (N) : Yes: Claims B8
No: Claims 1-7
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-8
Industrial applicabifity (1A) Yes: Claims 1-8 !

No: Claims }

2. Chations and explanations (Ruie 70.7):
see separate sheet .

Box No. V1 Cerisin documents ciied

1. Certain published documents (Rule 70.10)

and /or
2. Non-written disclosures (Rula 70.9) . '
see separate sheet

Box No. Vil Ceriain observations on the International application .

The following ohservations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separaie shest

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.

REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/IB2005/000804
|7

V. Reasoned statement (Continuation)

1. CITATIONS

Reference is made to the following documents:

D1: WO 96/33739 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS S.A; GARCON,
NATHALIE, MARIE-JOSEPHE, C) 31 October 1996 (1996-10-31)

D2: US 2003/095974 A1 (GARCON NATHALIE ET AL) 22 May 2003 (2003-05-22)

D3: US-A-5 679 354 (MOREIN ET AL) 21 October 1997 (1997-10-21)

D4: US-B1-6 506 386 (FRIEDE MARTIN ET AL) 14 January 2003 (2003-01-14)

D5: WO 2004/087204 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMINOWSKI, PAUL,
JOSEPH; KLOSE, PAMELA, KAY; KRE) 14 Oclober 2004 (2004-10-14)

D6: WO 2004/067031 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMINOWSKI, PAUL,
JOSEPH; FRANTZ, JOSEPH, CLAUDE;) 12 August 2004 (2004-08-12)

2. NOVELTY (Art. 33(2) PCT)

1. D1 discloses a vaccine composition comprising a saponin (QS21), a sterol
(cholesterol) and an antigen. The sterol and saponin form a liposome or an
ISCOM structure and might contain oil in water emulsion carrier (see abstract;
page 1, lines 3-6 and 18-22; page 2, lines 1-3; page 2, line 34 - page 3, line 2).
in view of D1, the subject-matter of claims 1-7 is not considered to be novel.

2. D2 discloses a vaccine composition comprising as QS21 and cholesterol in a
submicron oil in water emulsion as adjuvant and an antigen admixed thereto
(paragraphs 5,23,25,26,28,29 and claims 1,4,6,7,17). In view of D2, the
subject-matier of claims 1-7 is not considered to be novel.

3. DB3discloses a vaccine composition comprising a sterol and a saponin
glycoside, assembled into a matrix (an iscom-like structure) and an antigen

Form PCT/Sepanate Sheet/408 (Sheat 1) (EPC-January 2004)
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which is not inlegrated into the adjuvant (see abstract; column 1, lines 46-62;
column 2, lines 27-33 and 43-45 and claims 1-3 and 5-8) In view of D3, the
' subject-matter of claims 1,4-7 is not considered to be novel.

4, D4 discloses a vaccine composition comprising an adjuvant formulation
comprising a saponin (QuilA) and a sterol (cholesterof) in the form of an ISCOM
and an antigen (see column 4, lines 13-16 and 21-25 and claims 1,5,7,12). in
view of D4 the subject-matter of claims 1,4-7 is not considered to be novel.

5. The present application does not satisfy the criterion set forth in Anticle 33(2)
PCT because the subject-matter of claims 1-7 is not new in respect of prior an
as defined in the regulations (Rule 64(1)-(3) PCT).

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

1. Dependent claim 8 does not appear to contain any additional features which, in
combination with the features of any claim to which it refers, involve an inventive
step because the choice of a BDVD 1 or 2 antigen is considered to be cbvious
for the skilled person and is merely one of several straightforward possibilities
from which the skilled person would select, in accordance with circumstances,
without the exercise of inventive skill, in order to solve the problem posed.

2. The present application does therefore not satisfy the criterion set forth in Article
33(3) PCT and the subject-matier of claims 1-8 does not invoive an inventive

step (Rule 65(1)(2) PCT).
V]. Certain documents cited (Continuation)

7. Certain published documents

Application No Publication dete Flling date Priority date (valid ciaim)
Palent No (daymoniivyesr) (dawmonthiyear) {dayimanthyesr)

Form PCT/Separats Sheet/400 {Sheet 2) (EPO-January 2004)




<X,

" INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
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V7Y
WQ2004/087204 14.10.2004 22.03.2004 04.04.2003
wO02004/067031 12.08.2004 15.01.2004 29.01.2003
1. Although D5 and D6 does not constitute prior art within the meaning of

Rule 64.1(b), they appear to disclose all the features of claims 1-8. These
documeénts might therefore be taken into consideration in the regional
phase before the EPO. The priority documents pertaining to the present
application were not available at the time of establishing this first written
opinion. Hence, it is based on the assumption that all claims enjoy priority
rights from the filing date of the priority document. If it later tums out that
this is not correct, the above documents D5 and D6 cited in the
intemational search report could become relevant to assess whether the
claimed subject matter satisfy the criteria set forth in Art. 33(1) PCT.

VI, Certain Observations (Continuation)

8 |t appears from the description as a whole and in particular from the examples , that
the presence of a submicron oil-in water AMPHIGEN emulsion is an essential
technical feature of the present invention. This essential technical feature is however
not present in independent claim 1. For these reasons claim lacks ciarity according
to Art. 6 PCT taken in combination with Rule 6.3 (b) PCT (see aiso PCT Preliminary
Examination Guidelines 111.4.3).
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Hablendo descrito la invencibn como amntecede se declara como

propledad lo contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1.  Una vacuna '.que comprende un glucésido de saponind, un esterol y un

antigeno, en la que dicho glucésido de saponina y dicho esterol se asoclan -

entre si para formar complejos en forma de micelas helicoldales y en la que
dicho antigeno estd mezclado, pero no Integrado, en dichas micelas
helicoidales.

: 2. La composicién de vacuna de la reivindicacion 1, que ademés

comprende un vehiculo veterinariamente aceptable.

3. La composicién de vacuna de la reivindicacién 2, en la que dicho

vehiculo veterinariamente aceptable es una emulsién de aceite en agua.

4, La composicion de vacuna de la reivindicacién 1, en la que dicho

- glucésido de saponina es un triterpenoide.

5. La composicion de vacuna de la relvindicacién 4, en la que dicho

triterpenoide es Quil A.

6 La composicién de vacuna de la reivindicaclén 1, en la que dicho esterol
* gg colesterol.

3
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoth,
2020

Doctor(a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
PFIZER PRODUCTEB INC

REFERENCIA Radicacién No. 6 100763
S8olicitud internacional PCT/IB2005/000804
Fecha inlclo fase nacional 05/11/2006

Trémite 11

Evento 379

Actuacién 430 NP
Oficio No. o 1389:;

Camo resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decislén 486 de la Comisifn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
CooperaciSn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
fGnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesiém del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declsién 486.

En cumplimliento de lo dispuesto por el articulo 35 de la Decleién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiente al presente requerimiento, lIa solicitud se
conaldarari abandonada y perderi su prelacisn.

Notifiguese el presen
e), del capitulo quin

oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
1l titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMEN BPEIJEIS DE VERGEL
Jefe de la divisidén de Nuevas Creaclones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

salvezads 01 DIC. 200




