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PETITORIO
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Fecha: 2008-01-15 16:20:48 De
. . JUS-01-15 16:20; . 2020 ECREAC
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Act. 411 PRESEN] o by
SUPERINTENDENCIA LNTACION  Folios: 229

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
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@ SOLICITUD DE:

@ Patente de Invér{civciﬁn |:] Patente de Modelo de Utilidad

Capitulo 1. - [ ] capitulo I1.
@ Nombre: GLAXOSMITHKLINE IDENTIFICACION
BIOLOGICALS S.A.
SOLICITANTE . - cc. [ w~T [0
(71) Direccion: Rue de ['Institut 89, B-1330 CE. D Otro D
Rixensart, Bélgica.
Nacionalidad o Domicilio: Rixensart,
Bélgica. Cual
NUumero

Lugar de Constitucion: Bélgica.
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701

E-mail: jllcco@lloredacamacho.com

. Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
©) cc. X ~nT [

Direccién: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°| C.E. D Otro |:|
REPRESENTANTE |Bogota, Colombia

O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 | Cual
Numero 39.690.713 TP 53.215
E-mail:_jllcco@lloredacamacho.com
@ Nombre: HANON, Emmanuel, Jules y STEPHENNE, Jean.
INVENTOR(ES)  |pjreccion:  GlaxoSmithKline Biologicals sa, Rue de Iinstitut 89, B-1330
(72) Rixensart.
Nacionalidad o Domicilio: Bélgica.
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2006/010439 Fecha: _27/10/06
Publicacién Internacional No._WO 2008/009309 A1 Fecha: _24/01/08

Titulo (54) “VACUNA DE INFLUENZA”

(@) Clasificacion Internacional (51) _A61K 39/145

Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
Us 17/07/06 60/831,437
Si & NO D GB 15/09/06 0618195.2
GB 27/09/06 0619090.4

@ Comprobante de Pago No. 08-100,820 y 09-615 Fecha: 26/12/08 y 06/01/09
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ANEXOS

X’ Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
IX] Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
|X] Documento de Representacion Legal.

l:] Documento de cesion del inventor al solicitante o0 a su causante.

IE Declaraciones: Revelacién o excepciones no prejudiciales.

|:I Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

Arte Final 12X12.

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

OO0oood

I___l De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

& Otros: Reporte de Busqueda Internacional, Publicacién y Opinién Escrita.

@ FIGURA CARACTERISTICA:

r A




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT ¢ B00176089-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 08 - 100,820

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

3056- -00000-0000
Fecha: 2009 01 1‘3 16:20:48
Tra. 11 PATENTEIYl
Act. 411 PRESENTACION

Eve: 378 FASENACIONALL
Folios: 229

FECHA : DICIEMBRE 26 DE 2008

‘ Hyr CONSIBNACTION tiHR
DEPOSITANTE TIPD PAGD BANCD CUENTA No. PAGO FECHA PGD Vr. PAGD
LLOREDA ¥ CIA 5. A CONGIGNACION  BANCD DE BOGOTA 042754387 97134704 26/12/2008 1,406,000.00

gk C 0 N CEP T O tist

CANT. RENTISTICO

CONCEPTO

TOTAL CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES

SON:  QUINIENTOS UN MIL PESOS

</

RESPONSABLE :

1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN

RECIBO DE CAJA APLICADD AL ZXPEDIENTE No.

501,000.00

TOTAL ¢ $ 301,000.00
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO
SUPERINTE

ENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

T

2020 NUECREACIONt
Fecha: 2009 01-15 16:20:48 E\/D:%78 N CIONAL

?E@ﬁ?” oL It B : ggsn& b nEbégoq Coe i§§2§§gﬁﬂiﬂéuaw Folios: 229
$40t CONSIGNACTION s1488

DEPOSTTANTE TIPD FAGD BANCO CUENTA No. PAGD  FECHA PGO Vr. PAGO

LLOREDA Y CIA S. A CONSIGNACION  BANCO DE BOGOTA 042754387 10530601 06/01/2009 5,175,000,00
i‘l'* $i82 L O N L E P- D ftsh

é??f:‘_?fNTISTlcon_-n d o o canéé@ra TOTAL conceg;&

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 1 998 VALOR COMPLEMENTO TARIFA ARD ANTR 39,000, 00

TOTAL : 39,000.00

S0N:  TREINTA Y NUEVE WIL PESOS

RESPONSABLE :

/ \

RL 0 DE CAJA APLICADOD AL EXPEDIENTE Ho.
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ANEXO

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

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

@UU&&,W‘A

ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y

en espanol.

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

Notarizacion, documento escrito en espanol.
APOSTILLA

(Convenciodn de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

‘Reino Unido de la Gran Bretafa e Irlanda del Norte

1. " Pais: Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda del Norte
Este documento publico -

2. ha sido firmado James Kerr Milligan

3. actuando como Notario Publico

4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico

CERTIFICADO ,
5. en Londres 6. el 01 de septiembre de 2004
7. por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos

Exteriores y del Commonwealth
8. Numero: G 749037
9. Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RRESOLUCION 2177

ny —

.—ANITA ESCOBAR DE TAMAYO

: A c LoCeun &
L DE BOGOTA, HAGD CONSTAR QUL i
YFOTOLUDIA COUNCIDE LON £l R,
QUIT WS YEMIDO A LA VST

20 JuN 2008
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Sello de la Oficina de Asuntos

Exteriores y del Commonwealth

W. Glass
Por «| Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convenciéon

de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccion consular

de la mision que representa a ese pais. Una apostila o certificado de

legalizacion Unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre el

documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean

correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
‘ 2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADULCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177
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ANITA ESCOBAR DE TAMAYO (
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR‘MILLIGAN, Notario Pablico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,
CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio
y letra del Seiior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada

“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de

I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esta
debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

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

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de septiembre del afio dos

JAMES KERR MILLIGAN
Notario Publico de Londres, Inglaterra

mil cuattro.
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APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961/Convention de La Haye du 5 octob

1. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’Irlande du Nord

This public document/Le présent acte public

2. has been signed by /\S‘Mv\_es K‘QI[‘ I/\/\(&h\j[/l/\

aétésigné par ... STUU TS LTI PV e

L S ‘\g S0
3. acting in the capacity of E Qiﬁﬁ}f A FIEH I .
agissant en qualité de ...

4. bears the seal/stamp of
est revétu du sceau/timbre de

Certified /Attesté

5. at London/a Londres 6. the/le .............

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

8. Number/sous NO G 74 9 0 3 7
St = 10, Signature \\) G\ CASS

3, (a0 ro~timbre,
MEIUCH G G

For the Secretary of State/ Pour le Secrétaire d’Etar

If this document is to be used in a country which is
not party to the Hague Convention of 5 October 1961,
it should ke neassutad ta the cnmenlar coctinn of the

I Faissa

missian reprsesnting that rountry,

+ A
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Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A.,

existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

con domicilio en rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos,
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facuitados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultadas are resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder gue cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

una sociedad organizada y

formular .

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
existing under the laws of Belgium.

domiciled at

rue de l'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium
hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all

the necessary steps for the said end; to file petitions,

declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

3 1 AUG 2004

iven and signed this

&va/f\//]‘fm _

Marcus r@:z/. WillianrDALTON
Attorney an thorised Official

ST I e e

NOTARY SHOLLD&EXE
IR BOSOYA, Hinao .
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
{ss

Hoy de de 200 , comparecio

, @ quien conozco y
de quien me consta que firmo el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A, la
compaiiia nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélgica, legalmente constituida
para un periodo de duracibn que aun no ha
terminado, que ejerce su objeto social;, conforme a
las leyes de

que el declarante esta

autorizado por dicha Compafiia para conferir este
poder; que el sello estampado por él al pie de tal
poder, en nombre y en representacién de la
expresada Compafiia, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento
estad comprendido dentro del de la sociedad.
El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en ,
con fecha , y certifica que de
conformidad con la legislacion de dicho Pais, la
anterior declaracion  juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Pubilic (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this
personally
came .
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belgium, domiciled at the City of Rixensart,
Belgium, legally constituted for a period of tenure
not yet expired, which exercises its corporate
purposes according to the laws of

, that the deponent s
authorized by said Company to confer this power of
attorney, that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof, and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles

day of , 200 ,

. of Incorporation of said Corporation executed at

, under date of ,
and hereby certifies that under the laws of said
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

o wa
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud:

(51) Int CI: AG1K 39/145

(22) Fecha de solicitud: 15-01-09 (71)Solicitante(s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS SA
(30) Prioridad ~ (31)  No. Prioridad  (32) Fecha (33) Pais
60/831,437 17-07-06 us
0618195.2 15-09-06 GB [(72) Inventor(es) HANON, Emmanuel, Jules y STEPHENNE,
0619090.4 27-09-06 GB Jean,
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  17-02-09 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 24/01/08
Fecha de presentacién de la solicitud: ~ 27/10/06 N° publicacion; WO 2008/009309 A1
No. de solicitud PCT/EP2006/010439
(54) Titulo: VACUNA DE INFLUENZA

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion nimero 1:

Una composicion de vacuna de influenza monovalente que comprende una baja cantidad de

antigeno de virus de influenza o preparacion antigénica de una cepa de virus de influenza,

que estd asociada con una pandemia o tiene el

potencial de estar asociada con una

pandemia, en combinacién con un adyuvante, en donde la baja cantidad de antigeno no

excede 15 pg de hemaglutinina (HA) por dosis, y en donde el adyuvante es una emulsién de

aceite en agua que comprende un aceite metabolizable, un esterol o un tocoferol, y un

agente de emulsificacion.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA _ PATENTEDEINVENCION __ PCT X MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 15/01/09

(51) Clasificacion [nternacional : AB1K 39/145

{71)Solicitante(s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

{72) Inventor(es) HANON, Emmanuel, Jules y STEPHENNE, Jean.,

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
60/831,437 17-07-06 us
0618195.2 15-09-06 GB
0619090.4 27-09-06 GB
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 17-02-09 (87)  Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la soficitud PCT Fecha: 24/01/08
Fecha de presentacion de la solicitud; 27/10/06 No. Publicacién : WO 2008/009309 A1
No. de solicitud PCT/EP2006/010439

(54) Titulo: “VACUNA DE INFLUENZA"
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H SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

LS . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO i
SUPERINTENDENCIA _ PATENTEDEINVENCION __ PCT X  MODELODE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 15/01/09

{51) Clasificacion Internacional : A61K 39/145

{71) Solicitante(s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es) HANON, Emmanuel, Jules y STEPHENNE, Jean,

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad - (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
60/831,437 17-07-06 us
0618195.2 15-09-06 GB
0619090.4 27-09-06 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 17-02-09 (87) Publicacién internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 24/01/08
Fecha de presentacion de la solicitud: 27/10/06 No. Publicacién ; WO 2008/009309 A1
No. De solicitud PCT/EP2006/010439

(54) Titulo: “VACUNA DE INFLUENZA”

(57) Resumen:
Reivindicacion namero 1:

Una composicion de vacuna de influenza monovalente que comprende una baja cantidad de antigeno de virus de influenza o preparacion antigénica de una
cepa de virus de influenza, que esta asociada con una pandemia ¢ tiene el potencial de estar asociada con una pandemia, en combinacién con un adyuvante, en
gonde la baja cantidad de antigeno no excede 15 ug de hemaglutinina {HA) por dosis, y en donde el adyuvante es una emulsién de aceite en agua que
comprende un aceite metabolizable, un esterol o un tocoferol, y un agente de emulsificacion.
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KMC/VB61987
International application No. . International filing date
PCT/EP2006/010439 (da_y,/month/year) 27/10/2006
Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

1.

2.

3.

4,

[x] The appiicant is hereby notified that the intemational search report and the written opinion of the International Searching
Authority have been established and are transmitted herewlth.

Filing o amendments and statement under Article 19:
The applicant Is entitied, if he so wishes, to amend the claims of the Intemnational Application (see Rule 46):
When? The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the
International Search Repont.

Where? Directly to the International Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed instructions, see the noles on the accompanying sheet.

[[] The applicant is hereby nofied that no_intemational search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the Intemationa! Searching Authority are transmitted herewith.

D With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notitied that:

the protest together with the decision thereon has been transmittad to the International Bureau together with the
applicant’s request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made,

Reminders

Shortly after the expiration of 18 months from the priarity dats, the intarnational application will be published by the
Internationat Bursau. If the applicant wishes to avold or postpona publication, a notice of withdrawal of the international
application, or of the priority elalm, must reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively,
before the completion of the technical preparations for intemational publication.

The applicant may submit comments on an informal basis on the written opinion of the Intemational Searching Authority to the
International Bureau. The international Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices unless an
international preliminary examination report has been or is to be established. These comments would also be made available to

the public but not before the expiration of 30 months from the priority date.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for interational preliminary
examination must be fited if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date (In some Offices aven later); otherwiss, tha applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for entry into the nationat phass before those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) will apply even if no demand is filed within 19
months.

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable tme limits, Office by Office, see the PCT Applicant’s
Guide, Volume I, National Chapters and the WIPQ Intarnet site,

—=~” _ Fax: (+31~70) 340-3016

Name and malling address of the Intarnational Searching Authorlty | Authorized officer

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2

NL-2280 HV Rijswijk Wolfgang-Peter SchieRl
. Q Tel, (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo i,

Form PCT/ISA/220 (October 2005)

{See notes on accompanying sheet)
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(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicants or agent's flla reference FOR FURTHER see Form PCT/SA220
KMC/VB61987 ACTION aswaell as, where applicable, item 5 below.
international application No. Intemational flling date (day/monthwyear) (Earligst) Priority Date (day/monthiyear)
PCT/EP2006/010439 . 27/10/20086 17/07/2006
Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and Is transmitied to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted 1o the International Bureau.

This international search report conslsts of a total of 04 sheets.
itts also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Baslis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language In which it was fiied

a translation of the international application into , which Is the language
of a translation fumished for the purposes of intemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. [_]  Witn regard to any nucleotide andfor amino acid sequence disclosed In the International appication, see Box No. i.
2. I:] Certain claims were found unsearchable (See Box No. |I)

Unity ot invention is lacking (see Box No Ilt)

»

With regard to the title,
the text is approved as submitied by ths applicant
[7]  thetext has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the epplicant

the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authorlty as it appears In Box No. tV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this intemational search report, submit comments to this Authority

6. Wiih regardto the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
[::] as suggested by the applicant )
[[]  asselected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. @ none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2005)
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and o methods of preparation. In particular, the invention relates 1o monovalent influcnza immunogenic compositions comprising
an influcnza antigen or antigenic preparation thereol from an influenza virus strain being associated with 4 pandemic outbreak or
having the potential 1o be associated with a pandemic outbreak, in combination with an oil-in-water cmulsion adjuvant comprising
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(PCT Rule 43bis.1)
Date of mailing
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Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER ACTION
see form PCTASAR220 " | See paragraph 2 below
International application No. Interational filing date (daymonthyear) ‘Priority date (daymonthirear)
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International Patent Classification (IPC) or both national classification and 1PC

INV. A61K39/145 A61K39/3¢9

Applicant
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

1. This opinion contains indications relating to the following items:
B4 BoxNo,|  Basis of the opinion
bd Box No. il Priority
[ Box No. Hl  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
[J Box No. IV  Lack of unity of invention
I BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement
O Box No. VI Certain documents cited
(3 Box No. VIl Certain defects in the international application
€] Box No. VIIl Certain observations on the international application
2. FURTHER ACTION '
if a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA”) excepl that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis{b) that written opinions of this International Searching Authority
will not be so considered.
If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires later.
For furt.her options, see Form PCTASAR220.
3. For further details, see notes to Form PCTASA220.
Name and mailing address of the ISA: Date of completion of Authorized Officer
: this opinion gt
. é LY
European Patent Office ; 3
@ 0-80298 Munich 10 Sommerfeld, Teresa i _0) ;
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2006/010439

Box No. | Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
& the international application in the tanguage in which it was fited

O  a transtation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to a}iy nucleotide andf/or amino acldl‘sequence disclosed in the interﬁétional application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
O - a sequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
O  on paper
O  in electronic form
¢. time of filingfurnishing:
(3 contained in the internationa! application as filed.
O filed together with the international application In electronic form.

{1 turnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. 1 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies Is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Box No. il Priority

1. & The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as ¥ no priority had been claimed duse to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2005)




WRITTEN OPINION OF THE Internationat application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2006010439

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims
No: Claims 1-44

Inventive step (I1S) Yes: Claims
‘ No: Claims 1-44
Industrial applicability (1A} Yes: .Claims 1-44

No: Claims

C-') 2. Citations and explanations
see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/010439

The foliowing documents have been cited in the search report:

D1: WO 01/22992 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG [BE]; SAECHSISCHES SERUMWERK
~ [DE]; HONDT ERI) 5 April 2001 (2001-04-05)

D2: WO 2005/107797 A (CHIRON CORP [US]; PODDA AUDINO {IT]); POPOVA OLGA [IT];
- PICCENETTI FRAN) 17 November 2005 (2005-11-17)

D3:  STEPHENSON I ET AL: "Boosting immunity to influenza HSN1 with MF59-adjuvanted H5N3
A/Duck/Singapore/97 vaccine in a primed-human population” VACCINE, BUTTERWORTH
SCIENTIFIC. GUILDFORD, GB, vol. 21, no. 15, 2 April 2003 (2003-04-02), pages 1687-1693,
XP004413557 ISSN: 0264-410X cited in the application

D4: HEHME N ET AL: "Immunogenicity of a monovalent, aluminum-adjuvanted influenza whole virus
vaccine for pandemic use” VIRUS RESEARCH, AMSTERDAM, NL, vol. 103, no. 1-2, July 2004
(2004-07), pages 163-171, XP002424576 ISSN: 0168-1702 cited in the application

D5:  DE DONATO S ET AL: "Safety and immunogenicity of MF58-adjuvanted influenza vaccine in the
elderly” VACCINE, BUTTERWORTH SCIENTIFIC. GUILDFORD, GB, vol. 17, no. 23-24,6
August 1999 (1999-08-086), pages 3094-3101, XP004173621 ISSN: 0264-410X cited in the
application

D6: WO 2006/100109 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE]; HANON EMMANUEL JULES [BE]
STEPHENNE J) 28 September 2006 (2006-09-28)

D7: WO 2006/100110 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE]; HANON EMMANUEL JULES [BE);
STEPHENNE J) 28 September 2006 (2006-09-28)

Introduction

The present application discloses monovalent influenza vaccine compositions with
low amount of antigen and with adjuvant in oil-in-water emulsion.

Section ll
Priority

Documents D6 and D7 are P,X documents and may or may not be citable depending
on priority being considered valid for the present application. Since the priority document is
not available for the present written opinion, priority will conditionally be considered valid
and documents D6 and D7 will not be cited.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)




WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/010439

SectionV
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability,

citations and explanations supporting such statement

1. Document D1 discloses monovalent influenza vaccines with low-dose antigen (e.g.
claim 1), specifically with less than 15 pg HA (claim 7). The vaccine composition can
be in an oil-in-water emulsion with squalene, alpha-tocopherol and Tween 80 (page
12 last paragraph; page 13 lines 6-9 further specifies the amounts). Claim 25 of D1
further teaches antigenic concentrations below 7.5 pg. At least strains H2N2, H5N1
and H1N1 are used in D1 (see e.g. Table on page 17, and claim 20). Purified whole

J influenza virus is disclosed in e.g. claim 2, while split influenza virus is disclosed on
page 7 lines 27-28. Production in eggs is also disclosed in e.g. ¢laim 1.
Thus document D1 appears to be novelty destroying for the subject-matter of present
‘ claims 1-44 (Art. 33(2) PCT).

2. In addition, also documents D2 and D3 appear to be novelty destroying for at least
claims 1, 3-6 and 10-44 (Art. 33(2) PCT).

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-Apri} 2005)
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VACUNA DE INFLUENZA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una formulacién de
vacuna de influenza monovalente y regimenes de vacunacién
para inmunizacion contra enfermedad de influenza, su uso en
medicina, en particular su uso en el aumento de respuestas
inmune a diversos antigenos, y a métodos de preparaciéon. En
particular, la presente invencién se refiere a composiciones
inmunogénicas de influenza monovalentes que comprenden un
antigeno de influenza o preparacion antigénica del mismo
procedente de una cepa de virus de influenza que esta asociada
con un desencadenamiento pandémico o que tiene el potencial
de estar asociado con un desencadenamiento pandémico, en
combinaciéon con un adyuvante de emulsion de aceite en agua
que comprende una aceite metabolizable, un esterol 0o un

tocoferol tal como alfa-tocoferol y un agente de emulsificacion.
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VACUNA DE INFLUENZA

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a formulaciones de
vacuna de influenza, y a regimenes de vacunacién para
inmunizar contra la enfermedad de influenza, a su uso en
medicina, en particular su uso en el aumento de respuestas
inmune a varios antigenos, y a métodos de preparaciéon. En
particular, la presente invencién se refiere a composiciones
inmunogénicas de influenza monovalentes, que comprenden una
baja cantidad de antigeno de virus de influenza o preparaciéon
antigénica del mismo, a partir de una cepa de virus de influenza
gue estd asociada con una pandemia, o tiene el potencial de
estar asociado con una pandemia, en combinacién con un
adyuvante de emulsién de aceite en agua.

Antecedentes de la Invencion

Los virus de influenza son uno de los virus mas ubicuos
presentes en el mundo, que afectan tanto a humanos como a
ganado. La influenza da como resultado una carga econémica,
morbididad e incluso mortalidad, las cuales son significativas.

El virus de influenza es un virus envuelto por ARN con un
tamafio de particula de aproximadamente 125 nm de didametro.
Consiste basicamente en un nucleocapsido interno o nlcleo de
acido ribonucleico (ARN) asociado con nucleoproteina, rodeado

por una envoltura viral con una estructura de bicapa de lipidos
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y glucoproteinas externas. La capa interna de la envoltura viral
estd compuesta predominantemente de proteinas de matriz, y la
capa externa en su mayoria de material lipido derivado del
receptor. El virus de influenza comprende dos antigenos de
superficie, las gluocoproteinas de neuraminidasa (NA) vy
hemaglutinina (HA), que aparecen como spikes, de 10 a 12 nm
de longitud, en la superficie de las particulas. Son estas
proteinas de superficie, particularmente la hemaglutinina, las
que determinan la especificidad antigénica de los subtipos de
influenza. Se clasifican varias cepas de acuerdo con la especie
de origen del receptor, sitio geografico y afio de aislamiento,
numero de serie, y para influenza A, mediante propiedades
serolégicas de los subtipos de HA y NA. Los 16 subtipos HA
(H1-H16) vy los nueve subtipos NA (N1-N9), han sido
identificados para viruses de influenza A [Webster RG y
asociados, Evolucion y Ecologia de Viruses de Influenza A.
Microbiol. Rev. 1992; 56: 152-179; Fouchier RA y asociados,
Caracterizacién de un Subtipo de Hemaglutinina A (H16) de
Virus de Influenza A Novedoso Obtenido de Gulls de Cabeza
Negra. J. Virol. 2005; 79-2814-2822). Los Viruses de todos los
subtipos Ha y Na han sido recuperados de aves acuaticas,
aunque unicamente tres subtipos HA (H1, H2 y H3) y dos
subtipos NA (N1 y N2) han establecido linajes estables en la
poblacién humana desde 1918. Unicamente un tipo de HA y uno

de NA son reconocidos por los viruses de influenza B.
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Los viruses de influenza A se desarrollan y pasan por
variabilidad antigénica en forma continua [Wiley D, Skehel J. La
estructura y la funciéon de la glucoproteina de membrana de
hemaglutinina del virus de influenza. Ann. Rev. Biochem. 1987;
56: 365-394]. Una carencia de la correccién de pruebas
efectivas de la polimerasa de ARN viral conduce a un alto rango
de errores de transcripciéon, que pueden dar como resultado
substituciones de aminoacido en glucoproteinas de la
superficie. Esto se denomina un “desplazamiento antigénico”. EIl
genoma viral segmentado permite un segundo tipo de variaciéon
antigenica. Si dos viruses infectan en forma simultanea una
célula huésped, el resurtimiento genético, denominado
“desplazamiento antigénico” puede generar un virus novedoso
con una nueva superficie o proteinas internas. Estos cambios
antigénicos, tanto “desplazamiento” como “cambios” son
impredecibles y pueden tener un impacto dramatico desde el
punto de vista inmunoldgico, ya que conducen eventualmente al
surgimiento de nuevas cepas de influenza y porque permiten
que el virus escape al sistema inmune, originando las bien
conocidas epidemias, casi anuales. Ambas de estas
modificaciones genéticas han originado nuevas variantes virales
responsables de las pandemias en humanos.

HA es el antigeno mas importante en la definicién de la
especificidad serolégica de las diferentes cepas de influenza.

Esta proteina 75-80 kD contiene numerosas determinantes

-
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antigénicas, varias de las cuales estan en regiones que pasan
por cambios de secuencia en diferentes cepas (determinantes
especificas de la cepa) y otras en regiones que son comunes
para muchas moléculas HA (comunes para los determinantes).

Los virus de influenza originan epidemias casi cada
temporada de invierno, con rangos de infeccién para el virus
tipo A o B tan altos como del 40% en un periodo de seis
semanas. La infeccién de influenza da como resultado varios
estados de enfermedad, desde wuna infeccion subclinica,
pasando por una infeccién leve del tracto respiratorio superior
hasta una neumonia viral severa. Las epidemias de influenza
tipicas originan incrementos en la incidencia de neumonia y en
enfermedades respiratorias inferiores, tal como se puede
comprobar por los rangos incrementados de hospitalizacién o
mortalidad. La severidad de la enfermedad se determina
principalmente por la edad del receptor, su estado inmune y el
sitio de infeccion.

Las personas mayores, de 65 afos y mas, son
especialmente vulnerables, abarcando del 80 al 90% de todas
las muertes relacionadas con influenza en paises desarrollados.
Los individuos con una enfermedad crénica subyacente, tienen
mas probabilidad de experimentar dichas complicaciones. Los
infantes joévenes, también padecen de diversas enfermedades.
Por consiguiente, estos grupos en particular necesitan ser

protegidos. Ademas de estos grupos en riesgo”, las
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autoridades de salud también recomiendan vacunar a los
proveedores de cuidados para la salud.

La vacunacién juega un papel importante para controlar
las epidemias de influenza anuales. Las vacunas de influenza
normalmente disponibles son ya sea vacunas de influenza
inactivadas o atenuadas vivas. Las vacunas flu desactivadas
estan compuestas de tres posibles formas de preparacion de
antigenos: virus completo inactivado, sub-viriénes, en donde las
particulas de virus purificadas son interrumpidas con detergente
y otros reactivos para solubilizar la envoltura de lipidos
(denominada vacuna de “deslizamiento”) o HA y NA purificadas
(vacuna de subunidad). Estas vacunas desactivadas se
administran en forma intramuscular (i.m.), subcutanea (s.c.) o
intranasal (i.n.).

Las vacunas de influenza para uso interpandémico, de
todos los tipos, normalmente son vacunas trivalentes.
Contienen generalmente antigenos derivados de dos cepas de
virus de influenza A, y una cepa de influenza B. Una dosis
inyectable de 0.5 ml estandar en la mayoria de los casos
contiene (al menos) 15 uyg de un componente de antigeno de
hemaglutinina de cada cepa, tal como se mide a través de una
inmunodifusiéon radial simple (SRD) (J. M. Wood y asociados:
Una técnicas de inmunodifusién radial simple mejorada para el
ensayo de antigeno de hemaglutinina de influenza: adaptacién

para la determinacion de potencia del virus completo
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desactivado y vacunas de subunidad. J. Biol. Stand. 5 (1997)
237-247; J. M. Wood y asociados, estudio de colaboraciéon
internacional de las técnicas de difusion radial simple y de
inmunoelectroforesis para el ensayo de antigeno de
hemaglutinina del virus de influenza J. Biol. Stand. 9 (1981)
317-330).

Las cepas de virus de influenza interpandémicas, que
seran incorporadas en una vacuna de influenza cada
temporada, son determinadas por la Organizacién Mundial de la
Salud, en colaboracién con autoridades de salud nacional y
fabricantes de vacunas. Las vacunas de Influenza
Interpandémicas normalmente disponibles se consideran
seguras en todos los grupos de edades (De Donato y asociados
1999, Vaccine, 17, 3094-3101). Sin embargo, existe poca
evidencia de que las vacunas de influenza normales trabajen en
ninos pequefos menores a dos afnos de edad. Ademas, los
rangos reportados de la eficacia de vacuna para la prevencién
de enfermedad de influenza confirmada tipica son de 23-72%
para personas de edad avanzada, los cuales son
significativamente menores a los rangos de eficacia de 60-90%
reportados para adultos mas jovenes (Govaert, 1994, J. Am.
Med. Assoc, 21, 166-1665; Gross, 1995, Ann Intern. Med. 123,
523-527). La efectividad de una vacuna de influenza ha
mostrado estar correlacionada con tituladores de suero de

anticuerpos de inhibicién de hemaglutinacién (HI) para la cepa
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viral, y diversos estudios han descubierto que los adultos de
mayor edad exhiben menores tituladores HI después de la
inmunizacién con influenza, que Ilos adultos mas jévenes
(Murasko, 2002, Experimental gerontology, 37, 427-439).

Una vacuna de influenza de subunidad adyuvantada con el
adyuvante MF59, en la forma de una emulsion de aceite en
agua, esta comercialmente disponible para la poblacién de edad
avanzada y el riesgo, y ha demostrado su capacidad para
inducir un mayor titulador de anticuerpo que el obtenido con la
vacuna de subunidad no adyuvantada .(De Donato y asociados.
1999, Vaccine, 17, 3094-3101). Sin embargo, en una ultima
publicacién, la misma vacuna no ha demostrado su perfil
mejorado en comparacidon con una vacuna de divisién no
adyuvantada (Puig-Barbera y asociados., 2004, Vaccine 23,
283-289)

A manera de antecedente, durante periodos
interpandémicos, los virus de influenza que circulan estan
relacionados con los de la epidemia anterior. Los viruses se
dispersan entre personas con diversos niveles de inmunidad
procedentes de infecciones anteriores en su vida. Dicha
circulacién, durante un periodo normalmente de 2 a 3 afos,
promueve la seleccién de nuevas cepas que han cambiado lo
suficiente para originar nuevamente una epidemia entre la
poblacién general; esto proceso es denominado

“desplazamiento antigénico”. Las “variantes de desplazamiento”
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pueden tener diferentes impactos en diferentes comunidades,
regiones, paises o continentes en un afo, aunque en otros
varios afios su impacto general es frecuentemente similar. En
otras palabras, las pandemias de influenza ocurren cuando
aparece un nuevo virus de influenza contra el cual la poblacién
humana no tiene inmunidad. Las epidemias de influenza tipicas
originan incrementos en incidencia de neumonia y
enfermedades del tracto respiratorio inferior, tal como se puede
comprobar por los rangos incrementados de hospitalizacién o
mortalidad. Las personas de edad avanzada o aquellas con
enfermedades crénicas subyacentes, son las que mas
probablemente experimentan dichas complicaciones, aunque los
ninos también pueden padecer de una enfermedad severa.

En intervalos no predecibles, los virus de influenza
novedosos surgen con un antigeno de superficie clave, la
hemaglutinina, de un subtipo totalmente diferente de las cepas
que circularon la temporada anterior. Aqui, los antigenos
resultantes pueden variar de 20% a 50% de la proteina
correspondiente de cepas que estuvieron circulando
previamente en los humanos. Esto puede dar como resultado
que el virus escape de la “inmunidad de rebafo” y se
establezcan pandemias. Este fendmeno es denominado
“desplazamiento antigénico”. Se considera que al menos las
pandemias anteriores han ocurrido cuando un virus de influenza

de una diferente especie, tal como un virus de influenza aviar o

S2.
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de porcino, ha cruzado la barrera de la especie. Si dichos virus
tienen el potencial de dispersarse de humano a humano, pueden
dispersarse a nivel mundial desde en unos cuantos meses hasta
en un ano, dando como resultado una pandemia. Por ejemplo,
en 1957, (la pandemia de Flu Asiatica) los viruses del subtipo
H2N2 fueron los viruses H1N1 reemplazados que habian estado
circulando en la poblacion humana desde al menos el afio de
1981, cuando el virus se aislé primero. EIl H2 HA y N2 NA
pasaron por un desplazamiento antigénico entre los afos de
1957 y 1968 hasta que el HA se reemplazé en 1968 (pandemia
de Flu de Hong-Kong) a través del surgimiento del subtipo de
influenza H3N2, después de 1Ilo cual N2 NA continuo
desplazandose junto con H3 HA (Nakajima y asociados., 1991,
Epidemiol. Infect. 106, 383-395).

Las caracteristicas de una cepa de virus de influenza que
proporciona el potencial de originar un desencadenamiento
pandémico son: que contenga una nueva hemaglutinina
comparada con |la hemaglutinina en las cepas en circulacién en
ese momento, la cual pueda o no estar acompafiada por un
cambio en el subtipo de neurominidasa; que tenga la capacidad
de ser transmitida en forma horizontal en la poblacién humana;
y sea patogénica para humanos. Una nueva hemaglutinina
puede ser una que no haya sido evidente en la poblacién
humana durante un periodo de tiempo prolongado,

probablemente un niumero de décadas, tal como H2. O puede
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ser una hemaglutinina que no haya estado en la circulacién en
la poblacién humana anteriormente, por ejemplo H5, H9, H7 o
H6 que se encuentran en las aves. En cualquier caso, la
mayoria, o al menos una gran proporciéon de, o incluso toda la
poblacién no ha encontrado previamente el antigeno y esta
inmunoldgicamente desprotegido para el mismo.

Se han llevado a cabo varios estudios clinicos para
evaluar la seguridad e inmunogenicidad en poblaciones no
preparadas, con vacunas candidatas monovalentes que
contienen una cepa pandémica, tal como las cepas H2N2 o
HON2 que no estan en circulacién. Los estudios han investigado
formulaciones de virus de divisibn o completas de diversas
concentraciones de HA (1.9, 3.8, 3.8, 7.5 6 15 yg HA por dosis),
con o sin una adyuvantaciéon de alum. Los virus de influenza del
subtipo H2N2 circularon desde el afio de 1957 hasta el afio de
1968, cuando fueron reemplazados por las cepas H3N2 durante
la “pandemia de Hong Kong”. Actualmente, los individuos que
nacieron después del ano de 1968 estan inmunolégicamente
desprotegidos a las cepas H2N2. Estos candidatos de vacuna
han mostrado ser inmunogénicos y bien tolerados. Los
resultados se reportan en las publicaciones de Hehme, N vy
asociados. 2002, Med. Microbiol. Immunol. 191, 203-208; en
Hehme N. y asociados. 2004, Virus Research 103, 163-171; y se
reportaron dos estudios con H5N1 (Bresson JL y asociados. The

Lancet. 2006:367 (9523): 1657-1664; Treanor JJ y asociados. N
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Engl J Med. 2006;354: 1343-1351). Otros estudios han
reportado resultados con vacunas de influenza adyuvantada con
MF59. Un estudio ha reportado que dos dosis de una vacuna de
influenza H5N3 adyuvantada con MF59, fueron reforzados con
inmunidad a influenza H5N1 en una poblacién preparada
(Stephenson y asociados., Vaccine 2003, 21, 1687-1693) y otro
estudio ha reportado respuestas de anticuerpo reactivas-
cruzadas a viruses H5N1 obtenidos después de tres dosis de la
vacuna HS5N3 de influenza adyuvantada con MF59 (Stephenson
y asociados., J. Infect. Diseases 2005, 191 , 1210-1215).

Las personas en riesgo en el caso de una pandemia de
influenza, pueden ser diferentes a los grupos de riesgo
definidos en cuanto a complicaciones, debido a la influenza de
la temporada. De acuerdo con WHO, el 50% de los casos
humanos originados por la cepa H5N1 de influenza aviar,
ocurrié en personas menores a los 20 afios de edad, el 90%
ocurrié entre los que tenian edades menores a los 40 afos.
(WHO, registro epidemiolégico semanal, 30 de Junio del 2006).

Durante una pandemia, los farmacos antivirales pueden no
ser suficientes para cubrir las necesidades del numero de
individuos en riesgo de influenza, y serdn mayores que en
periodos intrapandémicos, por consiguiente es esencial una
vacuna adecuada con el potencial de ser producida en grandes
cantidades y con una distribucion y potencial de administracion

eficientes. Por estas razones, las vacunas monovalentes, en
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lugar de las vacunas trivalentes estan siendo desarrolladas con
propositos pandémicos en un intento por reducir el volumen de
vacunas, principalmente ya que pueden ser necesarias dos
dosis de vacuna con el objeto de lograr niveles de anticuerpos
protectores en receptores inmunolégicamente desprotegidos
(Wood JM y asociados. Med Microbiol Immunol. 2002; 191: 197-
201. Wood JM y asociados. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci.
2001; 356:1953-1960).

Estos problemas pueden ser contrarrestados por |la
adyuvantacién, cuyo objeto es incrementar la inmunogenicidad
de la vacuna con el objeto de tener la capacidad de disminuir el
contenido de antigenos (almacenamiento de antigeno) y por lo
tanto incrementar el numero de dosis de vacunas disponibles.
El uso de un adyuvante, también puede traer una
inmunogenicidad débil poténcial del antigeno en la poblacién
desprotegida. Los ejemplos de lo anterior han mostrado utilizar
virus H2N2 o H9N2 desactivados completos, adyuvantados con
sal de aluminio (N. Hehme y asociados. Virus Research 2004,
103, 163-171). Las pruebas clinicas con la vacuna H5N1 de
subvirién plano o la vacuna del virus H5N1 de division
adyuvantado con hidroxido de aluminio, ya han sido llevadas a
cabo. Los resultados de estas pruebas indican que las vacunas
del virus H5N1 tanto planas como adyuvantadas son seguras
hasta una dosis de antigeno de 90 ug (probadas GUnicamente en

la vacuna de subvirion plana) (Bresson JL y asociados. The
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Lancet. 2006:367 (9523): 1657-1664; Treanor JJ y asociados. N
Engl J Med. 2006;354:1343-1351).

Por lo tanto aun son necesarias nuevas vacunas con
inmunogenicidad mejorada, en particular contra cepas
pandémicas débiles o no inmunogénicas o para individuos
inmunocomprometidos, tal como la poblacién de edad avanzada.
También se necesitan nuevas vacunas con un potencial de
proteccion cruzada, que se pueden utilizar como vacunas
prepandémicas o de acumulacion para preparar a una poblacién
inmunolégicamente desprotegida contra una cepa pandémica
antes o al momento de la declaracién de una pandemia. La
formulacién del antigeno de vacuna con adyuvantes potentes es
un método posible para aumentar las respuestas inmune a
antigenos de subvirion. Por consiguiente se proporcionan
formulaciones adyuvantes novedosas, las cuales permiten que
una formulacién de almacenamiento de antigenos produzca la
suficiente protecciéon (seroconversién de sujetos seronegativos
previamente a un titulador HI considerado como protector, 1:40
o un incremento de cuatro veces en el titulador) de todos los
grupos de edad.

Breve Descripcion de la Invencion

En un primer aspecto de la presente invencién, se
proporciona una composiciéon inmunogénica de influenza, en
particular una vacuna, que comprende una baja cantidad de

antigeno de virus de influenza o preparacién antigénica de una



10

15

20

25

15

cepa de virus de influenza, que esta asociada con una
pandemia o que tiene el potencial de estar asociado con una
pandemia, en combinacién con un adyuvante, en donde la
cantidad de antigenos baja no excede 15 uyg de hemaglutinina
(HA) por dosis, y en donde el adyuvante es una emulsién de
aceite en agua que comprende un aceite metabolizable, un
esterol o un tocoferol, tal como alfa tocoferol, y un agente de
emulsificacion. En forma adecuada la composicién de vacuna es
una composicion monovalente.

A lo largo del documento, se hara referencia a una cepa

.pandémica con una cepa de influenza que estad asociada o es

susceptible a estar asociada con el desencadenamiento de la
enfermedad de influenza, tal como cepas pandémicas de
influenza A. Las cepas pandémicas adecuadas son, pero no se
limitan a: H5N1, H9N2, H7N7, H2N2, H7N1 y H1N1. Otras cepas
pandémicas adecuadas en humanos son H7N3 (2 casos
reportados en Canada), H10N7 (2 casos reportados en Egipto) y
H5N2 (1 caso reportado en Japén).

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un
método para la producciéon de una composicién inmunogénica de
influenza, en particular una vacuna, para una situacion
pandémica o una situacion prepandémica, en donde el método
comprende mezclar en adiciones un antigeno de virus de
influenza o preparacién antigénica del mismo, a partir de una

cepa de virus de influenza simpie que estd asociada con una
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pandemia o tiene el potencial de ser asociada con wuna
pandemia, con un adyuvante de emulsién de aceite en agua, tal
como se definié anteriormente en la presente invencién, y que
proporcione unidades de vacuna que no contengan mas de 15
ug de antigeno de hemaglutinina de influenza, por dosis. EI
virus de influenza puede ser derivado de huevos, derivado de
plantas, derivado de cultivos celulares o puede ser producido
en forma recombinante. En forma adecuada el antigeno de virus
de influenza es derivado de huevos o derivado de cultivo
celular.

En un tercer aspecto, se proporciona una composicion
inmunogeénica tal como se define en la presente invencién, para
utilizarse en medicina.

Aun en otro aspecto, se proporciona el uso de (a) una baja
cantidad, tal como aqui se define, de un antigeno de virus de
influenza o preparaciéon antigénica del mismo a partir de una
cepa simple de influenza asociada con una pandemia o que
tiene el potencial de estar asociado con una pandemia, y (b) un
adyuvante de emulsién de aceite en agua, en la fabricacion de
una composicion inmunogénica, o un kit, para inducir al menos
uno de i) una respuesta inmune de célula T CD4 mejorada, ii)
una respuesta de memoria de célula B mejorada, iii) una
respuesta humoral mejorada, contra el antigeno de virus o
composicion antigénica en un humano. La respuesta inmune es

inducida en particular en un individuo o poblacién
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inmunocomprometida, tal como un adulto en alto riesgo o0 un
adulto de edad avanzada. En forma adecuada la composicion
inmunogénica es como se define en la presente invencidn.

También se proporciona el uso de un virus de influenza o
preparacién antigénica del mismo, y un adyuvante de emulsién
de aceite en agua en la preparacién de una composicidon
inmunogénica tal como aqui se define, para la vacunacion de
humanos de edad avanzada contra influenza.

En una realizaciéon especifica, la composicion
inmunogénica tiene la capacidad de inducir tanto una respuesta
inmune de célula T CD4 mejorada, como una respuesta de
célula de memoria B mejorada en comparacién con la obtenida

con el antigeno no adyuvantado o composiciéon antigénica. En

otra realizacion especifica, la composicion inmunogénica tiene

la capacidad de inducir tanto una respuesta inmune de célula T
CD4 mejorada como una respuesta humoral mejorada en
comparaciéon con la obtenida con el antigeno no adyuvantado o
composicién antigénica. En particular, la respuesta inmune
humoral o proteccién cumple con al menos uno, en forma
adecuada dos, normalmente los tres criterios de regulacién de
EU o FDA con respecto a la eficacia de la vacuna de influenza.
En forma adecuada, la respuesta(s) inmune o proteccién se
obtiene después de una, en forma adecuada dos, dosis de
vacuna. En forma especifica la respuesta(s) inmune o

proteccién cumple con al menos uno, en forma adecuada dos o
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los tres criterios de regulacion EU o FDA con respecto a la
eficacia de la vacuna de influenza después de una dosis de
vacuna adyuvantada. En forma especifica, al menos uno, en
forma adecuada dos criterios FDA o EU (se) cumplen después
de unicamente una dosis de vacuna. Los criterios de eficacia
para la composicion de acuerdo con la presente invencién, se
describen con mayor detalle mas adelante (ver tabla 1, y mas
adelante de acuerdo con la seccion de “criterios de eficacia”).
En forma adecuada la composicién se administra en forma
parenteral, en particular a través de la ruta intramuscular o
subcutanea.

En una realizacién adicional, se proporciona el uso de una
baja cantidad de un virus de influenza o preparacién antigénica
del mismo, en la fabricacién de una composiciéon inmunogénica
para la revacunacion de humanos vacunados previamente con
una composicién inmunogénica de influenza monovalente que
comprende un antigeno de influenza o preparacién antigénica
del mismo, a partir de una cepa de virus de influenza simple, la
cual estd asociada con una pandemia, o tiene el potencial de
estar asociada con una pandemia, en combinacién con un
adyuvante de emulsiéon de aceite en agua, tal como se define en
la presente invencién

En una realizacion especifica, la composicion utilizada
para la revacunacién puede ser no adyuvantada o puede

contener un adyuvante, en particular un adyuvante de emulsién
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de aceite en agua. En otra realizaciéon especifica, la
composicién inmunogénica para la revacunacién contiene un
virus de influenza o una preparacién antigénica del mismo que
comparte epitopes de célula T CD comunes con el virus de
influenza o preparacién antigénica del mismo, utilizada para la
primera vacunacién. La composicién inmunogénica para una
revacunacion puede contener una cantidad clasica (es decir de
aproximadamente 15 yg de HA) de la cepa pandémica variante.

En forma adecuada la revacunaciéon se realiza en sujetos
que han sido vacunados contra influenza en la temporada
anterior. En forma adecuada, se realiza la vacunaciéon con una
vacuna que comprende una cepa de influenza (por ejemplo
Vietman H5N1) el cual es del mismo subtipo que se utiliza para
la primera vacunacién (por ejemplo Vietnam H5N1). En una
realizacién especifica, se realiza la revacunacién con una cepa
de desplazamiento del mismo subtipo, por ejemplo Indonesia
HS5N1. En otra realizacion, la cepa de influenza utilizada para la
revacunacién es una cepa de desplazamiento, es decir,
diferente a la que se utiliza para la primera vacunacién, por
ejemplo, tiene un subtipo JA o NA diferente, tal como H5N2 (el
mismo subtipo HA que H5N1, aunque un diferente subtipo NA) o
H7N1 (diferente subtipo HA al H5N1 aunque el mismo subtipo
NA).

En forma adecuada l‘a primera vacunacién se realiza al

momento de la declaracién de una pandemia y se lleva a cabo
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posteriormente la revacunacion. En forma alternativa, la primera
vacunacion es parte de una estrategia prepandémica y se
realiza antes de la declaracién de una pandemia, como una
estrategia de preparacion, permitiendo de esta forma que el
sistema inmune sea preparado, con la revacunacién
subsecuente. Normalmente la revacunaciéon se realiza al menos
4 meses después de la primera vacunacion, en forma adecuada
6 U 8 a 14 meses después, en forma adecuada alrededor de 10
a 12 meses después o incluso en un periodo mas largo. En
forma adecuada, la revacunacion un afio después o incluso mas
de un afio después, tiene la capacidad de reforzar la respuesta
inmune de anticuerpos y/o celular. Esto es especialmente
importante, ya que pueden surgir ondas adicionales de infeccidon
algunos meses después del primer desencadenamiento de una
pandemia. Segun sea necesario, la revacunacion sé puede
realizar mas de una vez.

En forma adecuada la emulsién de aceite en agua
comprende un aceite metabolizable, un esterol o un tocoferol,
tal como un alfa tocoferol, y un agente emulsificante. En otra
realizaciéon especifica, el adyuvante de emulsion de aceite en
agua comprende al menos un aceite metabolizable en una
cantidad de 0.5% a 20% del volumen total, y tiene gotas de
aceite de las cuales al menos el 70% en intensidad tienen
diametros menores a 1 yum. En forma adecuada el tocoferol, tal

como alfa tocoferol, estd presente en una cantidad de 1.0% a
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20%. En particular en una cantidad de 1.0% a 5% del volumen
total de la composicién inmunogénica.

En un aspecto adicional de la presente invencién, se
proporciona el uso de un antigeno o preparacion antigénica de
una primera cepa de influenza pandémica en la fabricaciéon de
una composicion inmunogénica tal como se define en la
presente invencion para la proteccién contra infecciéon de la
influenza originada por una cepa de influenza variante.

En un aspecto especifico, se proporciona un método de
vacunacién de un individuo o poblaciobn de humanos
inmunocomprometidos, tal como adultos de alto riesgo o de
edlad avanzada, en donde el método comprende administrar al
individuo o poblaciébn wuna composicién inmunogénica de
influenza que comprende una baja cantidad de un antigeno de
influenza o preparacién antigénica del mismo, a partir de una
sola cepa de virus de influenza pandémica en combinacién con
un adyuvante de emulsion de aceite en agua, tal como aqui se
define.

Aln en otra realizacién, la presente invencién proporciona
un método para revacunar humanos, vacunados previamente
con una composiciéon inmunogénica de influenza monovalente
que comprende un antigeno de influenza o preparacion
antigénica del mismo a partir de una cepa de virus de influenza
pandémica simple, en combinacién con un adyuvante de

emulsién de aceite en agua, en donde el método comprende
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administrar al humano una composicién inmunogénica que
comprende un virus de influenza, ya sea adyuvantado o no
adyuvantado.

En una realizacion adicion'al, se proporciona un método
para vacunar a una poblacién o individuo humano contra una
cepa de virus de influenza pandémica, seguido de la
revacunacion del humano o poblaciéon contra una cepa de virus
de influenza variante, en donde el método comprende
administrar al humano, (i) una primera composicion que
comprende un virus de influenza o una preparacién antigénica
del mismo, a partir de una primera cepa de virus de influenza
pandémica y un adyuvante de emulsién de aceite en agua, y (ii)
una segunda composicién inmunogénica que comprende una
variante de la cepa del virus de influenza de la primera cepa de
virus de influenza. En una realizacion especifica, la cepa
variante estid asociada con una pandemia o tiene el potencial de
estar asociada con wuna pandemia. En otra realizacién
especifica, la cepa variante es parte de una composiciéon
multivalente que comprende, ademas de la variante del virus de
influenza pandémica, al menos una cepa de virus de influenza
en circulacion (de temporada). En particular, la cepa del virus
de influenza pandémica es parte de una composicion bivalente
o trivalente o tetravalente, que comprende ademas, una, dos o
tres cepas de temporada, respectivamente.

A lo largo del documento, se utilizardan de manera
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intercambiable el uso de una baja cantidad de antigeno de virus
de influenza pandémica en la fabricacion de una composicién
tal como aqui se define para la prevencion de infeccién o
enfermedad de influenza, y un método de tratamiento de
humanos utilizando la composicion.

Otros aspectos y ventajas de la presente invenciéon se
descr‘iben en forma adicional en la descripcion detallada de las
realizaciones preferidas que se encuentra mas adelante.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1: Distribuciéon de tamafo de particulas de gotas de
aceite en una emulsién de aceite en agua SB62 tal como se
mide mediante PCS. La figura 1A muestra medidas de tamaifo
1023 del lote SB62 con el Malvern Zetasizer 3000HS: A =
dilucién 1/10000 (Rec22 a Rec24) (Analisis en Contin y modelo
6ptico adaptado 1.5/0.01); B = Dilucién 1/20000 (Rec28 a
Rec30) (Analisis en Contin y modelo ébtico adaptado 1.5/0.01).
La figura 1B muestra una ilustracién esquematica del registro
22 (parte superior) y el registro 23 (parte inferior) mediante
intensidad.

Figura 2: Experimentos con urones. Figura 2A: Prueba de
inhibicion de hemaglutinacién (GMT) en urones inmunizados con
diferentes dosis de H5N1 A/Vietnam. Figura 2B: Datos PCR
H5N1 promedio (grafica de la izquierda) y datos de titulacién de
virus promedio (grafica de la derecha) de tejidos de pulmoén

procedentes de urones el dia de la muerte o eutanizacién (los
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datos PCR se expresan como Unidades de Dilucion de Control
(CDU) los cuales se determinaron a partir de una curva
estandar producida de una reserva de virus que se diluyé en
serie, pasando cada dilucidén por extraccion de acido nucleico y
amplicacién PCR Tagman en la misma forma que las muestras
de prueba. Los datos de titulacién del virus se expresan en la
forma de TCIDso/g de tejido.

Figura 3: Respuestas de anticuerpo de neutralizacién anti-
A/lndonesia en urones inmunizados con diferentes dosis de
H5N1 A/Vietnam.

Figura 4: Revision de la fabricacion de los volumenes
monovalentes de influenza.

Figura 5: Hoja de flujo de formulacién del volumen de
antigeno final.

Figura 6: Pruebas clinicas humanas con un rango-dosis de
antigeno de virus de division H5N1, adyuvantado o no con
AS03. GMT’s (con 95% CI) del anticuerpo anti-HA en los dias
en los puntos de tiempo 0, 21 y 42.

Figura 7: Prueba clinica humana con un rango de dosis de
antigeno de virus de divisibn HS5N1, adyuvantada o no con
AS03. Rangos de seroconversién (con 95% CIl) para anticuerpo
anti-HA el dia 21 y dia 42 posterior a la vacunacion.

Figura 8: Prueba clinica humana con una dosis-rango de
antigeno de virus de divisién H5N1, adyuvantado o no con

AS03. Rangos de seroproteccion (con 95% CIl para el anticuerpo

\o



10

15

20

25

25

anti-HA en cada uno de los puntos de tiempo (dia 0, dia 21 y
dia 42).

Figura 9: Prueba clinica humana con una dosis-rango de
antigeno de virus de division H5N1, adyuvantado o no con
ASO03. factor de Seroconversion (con 95% Cl|) para el anticuerpo
anti-HA en los dias posteriores a la vacunacién (dia 21 y 42).

Figura 10: Tituladores de neutralizacion (GMT: Figura
10A; rangos de seroconversiéon: Figura 10B) para la cepa H5N1

Vietnam. HN4

no adyuvantado 3.8 g HA; HN8 = no
adyuvantado 7.5 yg HA; HN4AD = adyuvantado con AS033.8 ug
HA; HN8AD = adyuvantado con AS03 7.5 ug HA.

Figura 11: Respuesta especifica CD 4 a |la cepa H5N1
Vietnam. HN4 = no adyuvantado 3.8 wug HA; HN8 = no
adyuvantado 7.5 yg HA; HN4AD = adyuvantado con AS03 3.8 ug
HA; HN8AD = adyuvantado con AS03 7.5 ug HA.

Descripcién Detallada de la Invencidén

Los inventores de la presente invenciéon han descubierto
que una formulacién de influenza que comprende una baja
cantidad de un virus de influenza o preparaciéon antigénica del
mismo asociada con una pandemia o0 susceptible a asociarse
con una pandemia, junto con un adyuvante de emulsiéon de
aceite en agua que comprende un aceite metabolizable, un
heter6logo, un tocoferol, tal como alfa tocoferol, y un agente de
emulsificacion, tuvo la capacidad de mejorar la respuesta

inmune humoral, y/o la respuesta inmune de célula T y/o
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respuesta de memoria de célula B contra el antigeno o
composicién antigénica en un humano o poblacién, en
comparacion con la obtenida con el virus no adyuvantado o
preparacion antigénica del mismo. Permitieron lograr la
protecciéon contra la morbididad/mortalidad originada por una
cepa influenza homéloga. Las formulaciones adyuvantadas con
un adyuvante de emulsiéon de aceite en agua tal como aqui se
define, se utilizaron en forma conveniente para inducir la
respuesta de célula CD4-T anti-influenza con la capacidad de
detectar epitopes de influenza presentadas por moléculas MHC
clase Il. Las formulaciones adyuvantadas con un adyuvante de
emulsiéon de aceite en agua tal como aqui se define, se
utilizaron convenientemente para inducir una respuesta inmune
reactiva cruzada, es decir, inmunidad detectable (humoral y/o
celular) contra una cepa variante o contra un rango de cepas
relacionadas. Las formulaciones adyuvantadas seran efectivas
de manera conveniente para dirigir el sistema inmune trasmitido
por humoral y/o célula, con el objeto de incrementar la
capacidad de respuesta contra cepas de influenza homdlogas y
de desplazamiento (’al momento de la vacunacion e infeccion).
También se utilizaran en forma conveniente para inducir una
estrategia de preparacion cruzada, es decir, inducir una
memoria inmunolégica “preparada que facilita la respuesta al
momento de la revacunaciéon (una dosis) con una cepa variante.

Las composiciones de influenza pandémica adyuvantadas
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de acuerdo con la presente invencion tienen diversas ventajas:

1) Inmunogenicidad mejorada: permitiran mejorar la
respuesta inmune débil a cepas de influenza menos
inmunogénicas a un nivel mayor al obtenido con formulaciones
no adyuvantadas.

2) El uso de adyuvantes puede superar la inmunogenicidad
débil potencial del antigeno en una poblacién desprotegida;

3) Pueden conducir a inmunogenicidad mejorada en
poblaciones especificas, tal como en personas de edad
avanzada (normalmente arriba de 60 afios de edad) a niveles
observados en personas mas joévenes con edades de 18 a 60
anos (respuesta de anticuerpo y/o célula T);

4) Pueden conducir a un perfil de proteccién cruzada
mejorado; reactividad cruzada mejorada, proteccién cruzada
contra cepas de influenza variantes (desplazadas) que permiten
el establecimiento de una estrategia de preparacion cruzada, en
donde se pueden utilizar con vacunas prepandémicas,
permitiendo ademas que se requiera Unicamente una dosis de
una vacuna pandémica para mejora la proteccidén contra la cepa
pandémica (en circulacién);

5) Alcanzar cualesquiera todas de estas ventajas
adicionales con una dosis de antigeno reducida, asegurara una
capacidad incrementada en el caso de emergencia o para la
preparacion de una situacion pandémica (almacenamiento de

antigenos en la situacién pandémica).
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Se podran apreciar otras ventajas a partir de la
descripcion y la seccién de ejemplos que se encuentra mas
adelante. Las composiciones para utilizarse en la presente
invencion, pueden tener la capacidad de proporcionar una mejor
seroproteccion contra influenza después de la revacunacion, tal
como se evalua a través del numero de sujetos humanos que
cumplen con correlaciones. de protecciones de influenza.
Ademas, la composicion para utilizarse en la presente invencién
también puede tener la capacidad de inducir una mayor
respuesta humoral o respuesta de memoria de célula B después
de la primera vacunacién de un sujeto humano, y una mayor
respuesta después de la revacunacidén, en comparaciéon con la
composicion no adyuvantada.

Las composiciones adyuvantadas reivindicadas también
pueden tener la capacidad, no UuUnicamente de inducir, sino
también de mantener niveles protectores de anticuerpos contra
la cepa de influenza presente en la vacuna, en mas individuos
que lo que se obtiene con la composiciéon no adyuvantada.

Por lo tanto, aun en otra realizacion, la composicion
reivindicada tiene la capacidad de asegurar una respuesta
inmune persistente contra una enfermedad relacionada con
influenza. En particular, por el término persistencia se entiende
una respuesta inmune de anticuerpo HI que tiene la capacidad
de cumplir con criterios de regulacién después de al menos tres

meses, en forma adecuada después de al menos 6 meses,
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después de la vacunaciéon. En particular, la composicién
reivindicada tiene la capacidad de inducir niveles protectores
de anticuerpos tal como se mide a través del rango de
proteccién (ver tabla 1) en >50%, en forma adecuada >60% de
los individuos. >70% de individuos en forma adecuada >80% de
individuos o en forma adecuada >90% de individuos de la cepa
de influenza pandémica presente en la vacuna, después de al
menos tres meses. En un aspecto especifico, se obtienen
niveles protectores de anticuerpos de >90% al menos 6 meses
después de la vacunacién contra la cepa de influenza de la
composicién de vacuna.

De acuerdo con aspectos adicionales de la presente
invencion, la composicion reivindicada tiene la capacidad de
inducir la seroproteccion y seroproteccién a un mayor grado que
el proporcionado por los requerimientos de los Estados Unidos
para cepas de influenza de vacuna. Esto se describira con
mayor detalle mas adelante (ver tabla 1 y mas adelante en la
seccion de “criterio de eficacia”).

Cepas y antigenos virales de influenza

En una realizacién, un virus de influenza o preparaciéon
antigénica del mismo para utilizarse de acuerdo con la presente
invencion, puede ser un virus de influenza de divisién o
preparacion antigénica de virus de divisién del mismo. En una
realizacion alternativa, la preparacion de influenza puede

contener otro tipo de antigeno de influenza desactivado, tal
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como virus completo desactivado o HA y NA (vacuna de
subunidad) recombinante y/o purificado o un virosoma ‘de
influenza. En wuna realizaciobn aun adicional, el virus de
influenza puede ser una preparacién de influenza atenuada
viva.

Un virus de influenza de divisién o preparacion antigénica
de virus de divisién del mismo para utilizarse de acuerdo con la
presente invencién, es en forma adecuada una preparaciéon de
virus desactivado, en donde las particulas de virus se
interrumpen con detergentes u otros reactivos para solubilizar
la envoltura de lipidos. El virus de divisibn o preparaciones
antigenos del virus de divisién del mismo, se prepara en forma
adecuada mediante fragmentacién del virus de influenza
completo, ya sea infeccioso o desactivado, con concentraciones
de solubilizacién de solventes organicos o detergentes, y la
eliminaciéon subsecuente de todo o la mayoria del agente y
parte o la mayor parte del material lipido viral. Por el término
preparacién antigénica de virus de division del mismo, se
entiende una preparacién de virus de divisién que puede haber
pasado por cierto grado de purificacién en comparacion con el
virus de divisién, y retiene al mismo tiempo la mayor parte de
las propiedades antigénicas de los componentes del virus de
division. Por ejemplo, cuando se producen huevos, el virus de
division puede ser agotado de las proteinas de contaminacién

mediante huevos, o cuando se producen en células de cultivo,
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el virus de divisién puede ser agotado de los contaminantes de
la célula huésped. Una preparacion antigénica de virus de
division puede comprender componentes antigénicos de virus de
divisién de mas de una cepa viral. Las vacunas que contienen el
virus de divisién (denominada “vacuna de divisién de influenza”)
o las preparaciones antigénicas de virus de division contienen
generalmente una proteina de matriz residual y nucleoproteinas
y algunas veces lipidos, asi como las proteinas de envoltura de
membrana. Dichas vacunas de virus de division, normalmente
contendran la mayor parte o todas las proteinas estructurales
de virus, aunque no necesariamente en las mismas
proporciones en que ocurren en el virus completo.

Como alternativa, el virus de influenza puede estar en la
forma de una vacuna de virus completa. Esto puede probar ser
una ventaja con respecto a la vacuna de virus de divisién para
una situacion pandémica, ya que evita la incertidumbre con
respecto ha si la vacuna del virus de divisiébn puede ser
producida en forma exitosa para una nueva cepa de virus de
influenza. Para algunas cepas, los detergentes convencionales
utilizados para producir el virus de divisiobn pueden dadar el
virus y convertirlo inutilizable. Aunque siempre existe la
posibilidad de utilizar diferentes detergentes y/o desarrollar un
proceso diferente para producir una vacuna de division, esto
puede tomar tiempo, el cual puede no estar disponible en una

situacién pandémica. Ademas del mayor grado de certidumbre
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con un método de virus completo, también existe una mayor
capacidad de produccién de vacunas que con el virus de
division, ya que se pierden cantidades considerables de
antigeno durante los pasos de purificacién adicionales
necesarios para preparar una vacuna de division adecuada.

En otra realizacion, la preparacion del virus de influenza
estd en la forma de una vacuna de influenza de subunidad
purificada. Las vacunas de influenza de subunidad
generaimente contienen las dos proteinas de envoltura
mayores, HA y NA y pueden tener una ventaja adicional con
respecto a las vacunas de viriobn completas, ya que
generalmente son menos reactogénicas, particularmente en
vacunas de jovenes. Las vacunas de subunidad pueden ser
producidas ya sea en forma recombinante o purificadas a partir
de particulas virales interrumpidas.

En otra realizacion, la preparacién del virus de influenza
estad en la forma de una virosoma. Los virosomas con vesiculas
unilaminares, esféricas que retienen las glucoproteinas de
envoltura viral funcional HA y NA en una conformacion
auténtica, intercaladas en |la membrana de bicapa de
fosfolipidos de los virosomas.

El virus de influenza o preparacién antigénica del mismo
puede ser derivada de huevos o derivadas de cultivo celular.
También se pueden producir en otros sistemas tales como

células de insectos, plantas, levaduras o bacterias o pueden
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producirse en forma recombinante.

Por ejemplo, el antigeno de virus de influenza o
preparaciones antigénicas del mismo de acuerdo con |la
presente invencién, se pueden derivar del método de huevos
embrionados convencional, creciendo el virus de influenza en
huevos y purificando el fluido alantoico recolectado. Los huevos
pueden acumularse en grandes numeros en poco tiempo. Como
alternativa, se pueden derivarse de cualesquiera de Ilos
métodos de nueva generacién que utilizan cultivo de tejido para
crecer el virus o expresar los antigenos de superficie del virus
de influenza recombinante. Los substratos de célula adecuado
para crecer el virus incluyen por ejemplo, células de rifién de
perro tal como MDCK o células de un clon de MDCK, células
tipo MDCK, células de rifiébn de mono tal como células AGMK
que incluyen células Vero, lineas celulares de cerdo adecuadas,
o cualquier otro tipo de célula de mamifero adecuada para la
produccién del virus de influenza con propésitos de vacunas.
Los substratos de célula adecuados también incluyen células
humanas, por ejemplo células MRC-5 o Per-C6. Los substratos
de celula adecuados no se limitan a lineas celulares; por
ejemplo células primarias tales como fibroblastos de embriéon de
pollo y lineas de célula aviar, también estan incluidos.

El antigeno de virus de influenza o preparacién antigénica
del mismo se puede producir a través de cualquiera de un

namero de procesos comercialmente aplicables, por ejemplo, el
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proceso de flu de divisién descrito en la Patente No. DD 300
833 y DD 211 444, incorporada a la presente invencion como
referencia. Tradicionalmente se produjo el flu de divisién
utilizando un tratamiento de solvente/detergente, tal como
fosfato de tri-n-butilo o dietiléter en combinacién con Tween™
(conocido como divisién "Tween-éter-) y este proceso se utilizo
aun en algunas instalaciones de produccién. Otros agentes de
division ahora empleados, incluyen detergentes o enzimas
proteoliticas o sales biliares, por ejemplo, desoxicolato de
sodio tal como se describe en la Patente No. DD 155 875,
incorporada a la presente invencion como referencia. Los
detergentes que se pueden utilizar como agentes de divisién
incluyen detergentes catidénicos, por ejemplo bromuro de amonio
de trimetil cetilo (CTAB), otros detergentes i6nicos tales como
laurilsulfato, taurodesoxicolato, o detergentes no iénicos tales
como los descritos anteriormente, incluyendo Triton X-100 (por
ejemplo en un proceso descrito en la Publicacién de Lina vy
asociados, 2000, Biologicals 28, 95-103) y Triton N-101, o
combinaciones de cualesquiera de dos o0 mas detergentes.

El proceso de preparaciéon para una vacuna de division
puede incluir un namero de diferentes pasos de filtracién y/o
separacion tal como ultracentrifugacion, ultrafiltracion,
centrifugacion de zona, y pasos de cromatografia (por ejemplo,
intercambio de iones) en una variedad de 'combinaciones, y

opcionalmente un paso de desactivacién, por ejemplo, con
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calor, formaldehido o pg-propiolactona o U.V. los cuales se
pueden llevar a cabo antes o después de la division. El proceso
de divisiéon puede llevarse a cabo en un proceso por lotes,
continto o semi-continuo. En la Publicacién de Patente WO
02/097072, se describe un proceso de division y purificacién
adecuado para una composicion inmunogénica de divisién.

Las preparaciones de antigeno de vacuna flu de divisidén
adecuadas, de acuerdo con la presente invencién comprenden
una cantidad residual de Tween 80 y/o Triton X-100 que
permanece del proceso de produccién, aunque se pueden
agregar o sus concentraciones ser ajustadas después de la
preparacion del antigeno de divisién. En forma adecuada se
encuentran tanto Tween 80 como Triton X-100. Los rangos
adecuados para las concentraciones finales de estos
tensoactivos no i6nicos en las dosis de vacuna son: Tween 80:
0.01 a 1%, en forma adecuada aproximadamente 0.1% (v/v)
Triton X-100: 0.001 a 0.1 (% p/v), en forma adecuada 0.005 a
0.02% (p/v).

En una realizacion especifica, la concentracion final de
Tween 80 fluctia de 0.045% a 0.09% p/v. En otra realizacién
especifica, elgantigeno se proporciona como una mezcla
concentrada al doble, la cual tiene una concentracién Tween 80
que fluctia de 0.045%-0.2% (p/v) y tiene que ser diluida dos
veces al momento de la formulacién final, con el adyuvantado (o

el amortiguador en la formulacién de control).
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En otra realizacion especifica, la concentraciéon final de
Triton X-100 fluctua de 0.005%-0.017% p/v. En otra realizacién
especifica, el antigeno se proporciona como una mezcla
concentrada al doble, la cual tiene una concentracién Triton X-
100 que fluctia de 0.005% a 0.034% (p/v) y tiene que ser
diluida dos veces al momento de la formulacién final, con el
adyuvantado (o el amortiguador en la formulacion de control).

En forma adecuada, la preparacion de influenza se
prepara en la presencia de un bajo nivel de conservador, en
particular tiomersal, o en forma adecuada en la ausencia de
tiomersal. En forma adecuada a la preparacion de influenza
resultante es estable en la ausencia de conservadores de
organomercurio, en particular la preparacién no contiene
tiomersal residual. En particular la preparaciéon de virus de
influenza no comprende un antigeno de hemaglutini'na
estabilizado en la ausencia de tiomersal, o en bajos niveles de
tiomersal (generalmente 5 ug/ml o menos). En forma especifica
la estabilizacién de la cepa de influenza B se lleva a cabo a
través de un derivado de alfa tocoferol, tal como succinato de
alfa tocoferol, (también conocido como succinato de vitamina e,
por aproximadamente VES). Dichas preparaciones y métodos
para prepararios se describen en la Publicacion de Patente WO
02/097072.

Como alternativa, especialmente para contenedores de

dosis multiple, el tiomersal o cualquier otro conservador esta
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presente con el objeto de reducir los riesgos de contaminacion.
Esto es particularmente de importancia para vacunas
pandémicas, disefiadas para vacunar a tantas personas como
sea posible en el menor tiempo posible.

Una composicion adecuada para re-vacunacion contiene
tres antigenos de virién de division desactivados preparados a
partir de las cepas recomendadas por WHO de la temporada de
influenza adecuada, ademas de una cepa de influenza
pandémica.

En una realizacién, el virus de influenza o preparacion
antigénica del mismo y el adyuvante de emulsién de aceite en
agua estan contenidos en el mismo contenedor. Es referido
como “un método viral”. En forma adecuada un frasco es una
jeringa llena previamente. En una realizacion alternativa, el
virus de influenza o preparacién antigénica del mismo y el
adyuvante de emulsion de aceite en agua estan contenidos en
contenedores o en frascos o0 unidades separadas y se mezclan
en adiciones brevemente antes o al momento de Ila
administracién al sujeto. Se hace referencia como (método de
dos frascos). A manera de ejemplo, cuando la vacuna es una
vacuna de 2 componentes para un volumen de dosis total de
dosis inyectada de 0.5 ml, los antigenos concentrados (por
ejemplo, los antigenos de virién de division desactivados
concentrados) pueden presentarse en un frasco (330 ul)

(contenedor de antigenos, tal como un frasco) y una jeringa
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llena previamente que contiene el adyuvante (400 wul)
(contenedor de adyuvante tal como una jeringa). Normalmente,
la vacuna pandémica es una dosis inyectada de 0.5 ml y los
frascos de dosis multiple contienen una mezcla de 1:1
frasco:frasco antes de que se inyecte al primer sujeto. Como
alternativa, la vacuna pandémica es una dosis inyectada de
frasco:jeringa de 1.0 ml. Al momento de la inyeccién, el
contenido del frasco que contiene los antigenos de virién de
divisién desactivados concentrados se elimina del frasco
utilizando la jeringa que contiene el adyuvante seguido de un
mezclado suave de la jeringa. Antes de la inyeccidon, la aguja
utilizada es reemplazada por una aguja intramuscular y el
volumen es corregido a 530 wul. Una dosis de la vacuna de
influenza adyuvantada reconstituida candidata, corresponde a
530 ul.

En forma adecuada la vacuna candidata de influenza
pandémica adyuvantada es una vacuna de 2 componentes que
consiste en 0.5 ml de antigeno de virion de divisién desactivado
concentrados presentados en un frasco de vidrio tipo | y de una
jeringa de vidrio tipo | llena previamente que contiene 0.5 ml
del adyuvante. Como alternativa, la vacuna es una vacuna de 2
componentes presentada en 2 frascos (uno para el antigeno,
uno para el adyuvante, de 10 dosis cada uno, para la mezcla
antes de la administracién al primer paciente y el subsecuente

almacenamiento a una temperatura de 4°C durante un periodo
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de tiempo corto (por ejemplo hasta una semana) para la
administracion subsecuente. Al momento de la ilnyeccién, el
contenido de la jeringa llena previamente que contiene el
adyuvante se inyecta en el frasco que contiene los antigenos de
virion de divisién desactivados trivalentes, concentrados.
Después de mezclar el contenido, se extrae en la jeringa y la
aguja es reemplazada por una aguja intramuscular. Una dosis
de la vacuna candidata de influenza adyuvantada, reconstituida
corresponde a 0.5 ml. Cada dosis de vacuna de 0.5 ml contiene
1.9 ug, 3.8 ug, 7.5 ug, 15 y o 30 ug de hemaglutinina (HA) o
cualquier cantidad adecuada de HA que pueda haber sido
determinada de modo que la composicion de vacuna cumpla con
los criterios de eficacia aqui definidos. Una dosis de vacuna de
1 ml (0.5 ml de adyuvante mas 0.5 ml de preparacién de
antigeno) también es adecuada.

De acuerdo con la presente invencién, la cepa de
influenza en la composicién inmunogénica monovalente tal como
aqui se define estd asociada con una pandemia, o tiene el
potencial de estar asociada con una pandemia. Dicha cepa
también puede ser referida como “cepas pandémicas” en el
texto que se encuentra mas adelante. En particular, cuando la
vacuna es una vacuna multi-valente para revacunacién, tal
como una vacuna bivalente o trivalente o cuadrivalente, al
menos una cepa estd asociada con una pandemia o tiene el

potencial de estar asociada con una pandemia.
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Las cepas adecuadas son pero no se limitan a: H5N1,
HON2, H7N7, H2N2, H7N1 y H1N1. Otras cepas pandémicas en
humanos: H7N3 (2 casos reportados en Canada), H10N7 (2
casos reportados en Egipto) y H5N2 (1 caso reportado en
Japén).

El virus de influenza o preparacion antigénica del mismo
para re-vacunacién, es en forma adecuada multi-valente tal
como bivalente o trivalente o cuadrivalente o contiene incluso
mas cepas de influenza. En forma adecuada el virus de
influenza o preparacién antigénica del mismo para re-
vacunacion es trivalente o cuadrivalente, teniendo un antigeno
a partir de tres diferentes cepas de influenza, estando al menos
una asociada con una pandemia o teniendo el potencial de estar
asociada con un desencadenamiento pandémico. En forma
adecuada la composicién de re-vacunacién comprende una cepa
pandémica, la cual puede ser una variante de una cepa
pandémica presente en la composicién para la primera
vacunacion, y otras tres cepas, normalmente las cepas de
circulacién clasicas.

Como alternativa, la estrategia de vacuna pre-pandémica
adecuada comprende la inmunizacién peridédica (tal como cada
1-2 anos) con diferentes cepas pandémicas potenciales con la
meta de mantener y ampliar las respuestas a estos viruses con
el tiempo. Por ejemplo, en una realizacién, la primera

vacunacion se realiza con la vacuna monovalente adyuvantada
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reivindicada que comprende una cepa pandémicé tal como H5N1
en un afio, seguido de una composicion adyuvantada que
comprende una diferente cepa de influenza pandémica, tal como
HION2 en el siguiente punto de tiempo (por ejemplo después de
6 meses, un afio o dos afos) posteriormente seguido de
vacunaciéon con una composicion adyuvantada que comprende
aun otra cepa de influenza pandémica tal como H7N7, y asi
sucesivamente. Ya que es posible anticipar a) la temporizacién
de una pandemia potencial y b) la cepa pandémica especifica
estd estrategia depende de que la composicion adyuvantada
reivindicada proporcione una seguridad incrementada para
maximizar la magnitud y ampliacion de las respuestas inmune
protectoras en el momento adecuado. En estas estrategias, el
adyuvante es tal como se define en la presente invencién.

Las caracteristicas de una cepa de virus de influenza que
proporciona el potencial de originar una pandemia o un
desencadenamiento de una enfermedad de influenza asociada
con la cepa de influenza pandémica son: que contenga una
nueva hemaglutinina comparada con la hemaglutinina en las
cepas en circulacion en ese momento, y por consiguiente casi
todas las personas estén inmunolégicamente desprotegidas;
tenga la capacidad de ser transmitida en forma horizontal en la
poblaciébn humana; y sea patogénica para humanos. Una
hemaglutinina nueva puede ser una que no haya sido evidente

en la poblacion humana durante un periodo de tiempo
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prolongado, probablemente un niumero de décadas tal como H2.
O puede ser una hemaglutinina que no haya estado en
circulacién en la poblacién humana anteriormente, por ejemplo
H5, H9, H7 6 H6. Las cuales se encuentran en aves. En
cualquier caso, la mayoria o al menos gran parte de, o incluso
toda la poblacion, no ha encontrado previamente el antigeno y
esta inmunolégicamente desprotegido para el mismo.
Actualmente, el virus de influenza A que ha sido identificado
por la WHO como uno que potencialmente puede originar una
pandemia en humanos, es el virus de influenza variar H5N1
altamente patogénico. Por consiguiente, la vacuna pandémica
de acuerdo con la presente invencién comprenderd en forma
adecuada el virus H5N1.

Ciertas partes generalmente estan en un riesgo
incrementado de quedar infectadas con influenza en una
situacion pandémica. Las personas de edad avanzada, los
enfermos crénicos y los nifios pequefios, son particularmente
susceptibles, aunque muchos adultos jévenes y aparentemente
personas saludables también estédn en riesgo. Para la influenza
H2, la parte de la poblacién nacida después del afio 1968 esta
con un riesgo incrementado. Es importante que estos grupos
sean protegidos en forma efectiva tan pronto como sea posible
y en una forma simple.

Otro grupo de personas que estan en riesgo incrementado

son los viajeros. Las personas actualmente viajan mas que
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nunca antes, y las regiones en donde surgen la mayoria de los
viruses nuevos, China y el Sur Este de Asia, se han vuelto
destinos de viaje populares en los ultimos afos. Este cambio en
los patones de viajes, permite que nuevos viruses lleguen
alrededor del globo en cuestion de semanas en lugar de en
meses o afios.

Por lo tanto para estos grupos de personas, existe una
necesidad particular de vacunas para proteger contra influenza
en wuna situacién pandémica o una situaciéon pandémica
potencial. Las cepas pandémicas adecuadas son, pero sin
limitarse a: H5N1, HON2, H7N7, H7N1, H2N2 y H1N1. Otras
cepas pandémicas en humanos: H7N3 (2 casos reportados en
Canada), H10N7 (2 casos reportados en Egipto) y H5N2 (1 caso
reportado en Japédn).

Adyuvante de emulsién de aceite en agua

La composicion adyuvante de la presente invencién,
contiene un adyuvante de emulsiéon de aceite en agua, en forma
adecuada la emulsion comprende un aceite metabolizable en
una cantidad de 0.5% a 20% de volumen total, y tiene gotas de
aceite de las cuales al menos el 70% por intensidad, tiene
diametros menores a 1 um.

Con el objeto de que cualquier composicion de aceite en
agua sea adecuada para administracion a humanos, la fase de
aceite del sistema de emulsiéon tiene que comprende un aceite

metabolizable. El significado del término, aceite metabolizable,
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es bien conocido en la técnica. El término metabolizable, se
puede definir como “tiene la capacidad de transformarse a
través de un metabolismo” (Dorland's Illustrated Medical
Dictionary, W.B. Sanders Company, 25° ediciéon (1974)).A El
aceite puede ser cualquier aceite vegetal, aceite de pescado,
aceite de animal o aceite sintético, el cual no sea toxico para el
receptor y tenga la capacidad de ser transformado por el
metabolismo. Las nueces, semillas y granos son fuentes
comunes de aceites vegetales. Los aceites sintéticos también
son parte de la presente invencién y pueden incluir aceites
comercialmente disponibles tales como NEOBEE® y otros. Un
aceite metabolizable particularmente adecuado es escualeno. El
escualeno (2,6,10,15,19,23-Hexametil-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno) es un aceite insaturado que se encuentra en
grandes cantidades en aceite de higado de tiburén, y en
menores cantidades en aceite de oliva, aceite de germen de
trigo, aceite de aros y levadura, y también es un aceite
particularmente adecuado para utilizarse en la presente
invencion. El escualeno es un aceite metabolizable en virtud del
hecho de que es un intermediario en la biosintesis de colesterol
(Merck index, 10° Edicion, entrada No. 8619).

Las emulsiones de aceite en agua per se, son bien
conocidas en la solucién y han sido sugeridas para ser dutiles
como composiciones adyuvantes (EP 399843; WO 95/17210).

En forma adecuada el aceite metabolizable esta presente
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en una cantidad de 0.5% a 20% (concentracion final) del
volumen total de la composiciébn inmunogénica, en forma
adecuada una cantidad de 1.0% a 10% del volumen total, en
forma adecuada en una cantidad de 2.0% a 6.0% del volumen
total.

En una realizacién especifica, el aceite metabolizable esta
presente en una cantidad final de aproximadamente 0.5%, 1%,
3.5% 6 5% del volumen total de la composicién inmunogénica.
En otra realizaciéon especifica, el aceite metabolizable estéa
presente en una cantidad final de 0.5%, 1%, 3.57% 6 5% del
volumen total de la composicion inmunogénica. La cantidad
adecuada de escualeno es de aproximadamente 10.7 mg por
dosis de vacuna, en forma adecuada de 10.4 a 11.0 mg por
dosis de vacuna.

En forma adecuada los sistemas de emulsiéon de aceite en
agua de la presente invencion, tienen un tamafo de gota de
aceite pequeiio dentro del rango de submicras. En forma
adécuada los tamanos de gota fluctuaran de 120 a 750 nm, en
forma adecuada tamafos de 120 a 600 nm de diametro.
Normalmente ia emulsién de aceite en agua contiene gotas de
aceite, de las cuales al menos el 70% en intensidad son
menores a 500 nm de diametro, en particular al menos 80% en
intensidad son menores a 300 nm de diametro, en forma
adecuada al menos 90% en intensidad estan dentro del rango

de 120 a 200 nm de diametro.
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El tamafro de gota de aceite, por ejemplo, diametro, de
acuerdo con la presente invencién, se proporciona por
intensidad. Existen varias formas de determinar el didmetro del
tamafio de gota de aceite en intensidad. La intensidad de mide
a través del uso de un instrumento de dimension, en forma
adecuada mediante dispersion de luz dinamica tal como Malvern
Zetasizer 4000 o en forma adecuada Malvern Zetasizer 3000HS.
Un procedimiento detallado reproporciona en el ejemplo 11.2.
Una primera posibilidad es determinar el diametro promedio z
ZAD mediante dispersién de luz dinadamica (espectroscopia de
correlacion PCS-Photon); este método proporciona ademas el
indice de polidispersidad (PDI), y tanto el ZAD como el PDI se
calculan con el algoritmo de acumulacién. Estos valores no
requieren el conocimiento del indice de refraccién de particula.
Un segundo medio es calcular el diametro de la gota de aceite,
determinando la distribucién de tamafo de particula completa a
través de otro algoritmo, ya sea el Contin, o NNLS, o el
“Malvern” automatico (el algoritmo por default proporcionado
por el instrumento de dimension). La mayor parte del tiempo, ya
gque el indice de refrlaccién de particula de un composiciéon
compleja es desconocido, unicamente se toma en cuenta la
distribucién de intensidad, y si es necesario, el promedio de
intensidad que se origina a partir de esta.distribucién.

La emulsién de aceite en agua de acuerdo con la presente

invencion comprende un esterol o un tocoferol, tal como un alfa
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tocoferol. Los esteroles son bien conocidos en la técnica, por
ejemplo colesterol es bien conocido, y, por ejemplo, se describe
en la Publicacion de Merck Index, 11° Edicién, pagina 341, en
la forma de un esterol que ocurre naturalmente encontrado en
grasa animal. Otros esteroles adecuados incluyen pg-sitosterol,
estigmasterol, ergosterol y ergocalciferol. EI esterol se
encuentra en forma adecuada en una cantidad de 0.01% a 20%
(p/v) del volumen total de la composicion inmunogénica, en
forma adecuada en una cantidad de 0.1% a 5% (p/v). En forma
adecuada, cuando el esterol es colesterol, se encuentra en una
cantidad de entre 0.02% y 0.2% (p/v) del volumen total de la
composiciéon inmunogénica, normalmente en una cantidad de
0.02% (p/v) en un volumen de dosis de vacuna de 0.5 ml, o
0.07% (p/v) en un volumen de dosis de 0.5 ml de vacuna o 0.1%
(p/v) en un volumen de dosis de vacuna de 0.7 ml.

En forma adecuada el alfa-tocoferol o un derivado del
mismo, tal como succinato de alfa-tocoferol esta presente. EI
alfa-tocoferol estd presente en una cantidad de entre 0.2% vy
5.0% (v/v) del volumen total de la composicion inmunogénica,
en forma adecuada en una cantidad de 2.5% (v/v) en un
volumen de dosis de vacuna de 0.5 ml, o 0.5% (v/v) en un
volumen de dosis de vacuna de 0.5 ml 6 1.7- 1.9% (v/v), en
forma adecuada 1.8% en 0.7 ml de volumen de dosis de vacuna.
A manera de aclaracién, las concentraciones proporcionadas en

v/v pueden ser convertidas en concentraciéon en p/v, aplicando
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el siguiente factor de conversiéon: una concentracion de 5% (v/v)
alfa-tocoferol es equivalente a una concentraciéon de 4.8% (p/v)
alfa-tocoferol. Una cantidad adecuada de alfa-tocoferol es de
aproximadamente 11.9 mg por dosis de vacuna, en forma
adecuada de 11.6 a 12.2 mg por dosis de vacuna.

La emulsion de aceite en agua comprende un agente de
emulsificaciéon. El agente de emulsificacion puede encontrarse
en una cantidad de 0.01 a 5.0% en peso de la composicion
inmunogénica (p/p), en forma adecuada presente en una
cantidad de 0.1 a 2.0% en peso (p/p). La concentracién
adecuada es de 0.5 a 1.5% en peso (p/p) de la composicién
total.

El agente de emulsificacién puede ser en forma adecuada
mono-oleato de sorbitano de polioxietileno (Tween 80). En una
realizacion especifica, un volumen de dosis de vacuna de 0.5 ml
contiene 1 % (p/p) Tween 80, y un volumen de dosis de vacuna
de 0.7 ml contiene 0.7% (p/p) Tween 80. En otra realizacién
especifica la concentracion de Tween 80 es de 0.2% (p/p). Una
cantidad adecuada de polisorbato 80 es de aproximadamente
4.9 mg por dosis de vacuna, en forma adecuada de 4.6 a 5.2 mg
por dosis de vacuna.

En forma adecuada la dosis de vacuna comprende alfa-
tocoferol en una cantidad de aproximadamente 11.9 mg por
dosis de vacuna, escualeno en una cantidad de 10.7 mg por

dosis de vacuna, y polisorbato 80 en una cantidad de
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aproximadamente 4.9 mg por dosis de vacuna.

El adyuvante de emulsién de aceite en agua puede ser
uti!izado con otros adyuvantes o inmuno-estimulantes, y por
consiguiente una realizacion importante a la presente invencidn
es una formulacion de aceite en agua que comprende escualeno
u otro aceite metabolizable, un tocoferol, tal como alfa
tocoferol, y tween 80. La emulsion de aceite en agua también
puede contener 85 y/o Lecitina. Normalmente la emulsiéon de
aceite en agua comprendera de 2 a 10% de escualeno del
volumen total de la composicién inmunogénica, de 2 a 10% de
alfa tocoferol y de 0.3 a 3% Tween 80, y puede producirse de
acuerdo con -el procedimiento descrito en la Publicacion de
Patente WO 95/17210. En forma adecuada escualeno: alfa
tocoferol es igual o menor a 1 ya que esto proporciona una
emulsién mas estable. Span 85 (trioleato de sorbitano de
polioxietileno) también puede estar presente, por ejemplo en un
nivel de 1%.

Propiedades inmunogénicas de la composicion
inmunogénica utilizadas para la primera vacunacion de la
presente invencion

En la presente invencion, la composicion de influenza
monovalente tiene l|la capacidad de inducir una respuesta
inmune de célula T CD4 mejorada contra al menos un
antigeno(s) del componente o composicion antigénica en

comparacion con la respuesta inmune de célula T CD4 obtenida
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con la composicién correspondiente, la cual en forma no
adyuvantada, es decir, no contiene cualquier adyuvante
exogeno (en lo sucesivo es referido como “composicién plana”).
En una realizacion especifica, la respuesta inmune de célula T
CD4 mejorada, es contra la cepa de influenza pandémica.

Por el término “respuesta inmune de célula T CD4
mejorada” se entiende que la respuesta CD4 mayor es obtenida
en un paciente humano después de la administracion de la
composicién inmunogénica adyuvantada que la obtenida
después de la administracién de la misma composicién sin
adyuvante. Por ejemplo, se obtiene una respuesta de célula T
CD4 superior en un paciente humano al momento de la
administracién de una composiciéon inmunogénica que
comprende un virus de influenza o preparacién antigénica del
mismo, junto con un adyuvante de emulsién de aceite en agua
que comprende un aceite metabolizable, un tocoferol, tal como
alfa tocoferol, y un agente de emulsificacién, en comparacioén
con la respuesta inducida después de la administracién de una
composicién inmunogénica que comprende un virus de influenza
0 preparacién antigénica del mismo el cual no esta
adyuvantado. La formulacién sera utilizada en forma
conveniente para inducir la respuesta de célula CD4-T anti-
influenza con la capacidad de detectar los epitopes de influenza
presentados por las moléculas MHC clase II.

En forma adecuada, respuesta inmunoldégica inducida por

B
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una composicion de influenza de divisién adyuvantada para
utilizarse en la presente invencki()n, es mayor a la respuesta
inmunolégica inducida por cualquier vacuna convencional de
influenza no adyuvantada, tal como la vacuna de influenza de
sub-unidad o la vacuna de virus de influenza completa.

En particular pero no en forma exclusiva la “la respuesta
inmune de célula T CD4 mejorada” se obtiene en un paciente
inmunolégicamente no preparado, es decir, un paciente que es
seronegativo al virus de influenza o antigeno. Esta
seronegatividad puede ser el resultado de que el paciente
nunca haya enfrentado dicho virus o antigeno (denominado
paciente “desprotegido”) o, como alternativa, haya fallado en
responder al antigeno una vez encontrado. En forma adecuada
la respuesta inmune de célula T CD4 mejorada se obtiene en un
sujeto inmur)o—comprometido tal como una persona de edad
avanzada, normalmente con al menos 50 afos de edad,
normalmente 65 afnos de edad o mas, o un adulto menor a los
65 afnos de edad con una condiciobn médica de alto riesgo
(adulto de “alto riesgo”) o un nifio menor a dos afos de edad.

La respuesta inmune de célula T CD4 mejorada puede
evaluarse midiendo el numero de células que producen
cualesquiera de las siguientes citocinas:

* células que producen al menos dos diferentes citocinas
(CD40L, IL-2, IFNy, TNFa)

* células que producen al menos CD40L y otra citocina (IL-
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2, TNFa, IFNy)

» células que producen al menos IL-2 y otra citocina
(CD40L, TNFa, IFNy)

» celulas que producen al menos IFNy y otra citocina (IL-2,
TNFa, CD40L)

* células que producen al menos TNFa y otra citocina (IL-
2, CD40L, IFNy).

Habra una respuesta inmune de célula T CD4 mejorada,
cuando las células que producen cualesquiera de las citocinas
anteriores, esté en una mayor cantidad después de Ila
administracién de la composicion adyuvantada, en comparacién
con la administracion de la composicion no adyuvantada.
Normalmente al menos una, en forma adecuada al menos dos de
las cinco condiciones mencionadas anteriormente, seran
satisfechas. En wuna realizacién particular, las células que
producen las cuatro citocinas estaran presentes en wuna
cantidad mayor en el grupo adyuvantado en comparaciéon con el
grupo no adyuvantado.

En una realizaciéon especifica, una respuesta inmune de
célula T CD4 mejorada puede conferirse a través de la
composiciéon de influenza adyuvantada de la presente invencion,
y también puede obtenerse idealmente después de una sola
administracion. El método de dosis simple sera extremadamente
relevante, por ejemplo en implicar rapidamente una situacién de

desencadenamiento. En ciertas circunstancias, especialmente
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para la poblacion de edad avanzada, o en el caso de nifos
jovenes (menores a 9 afios de edad) quienes estan vacunados
por primera contra influenza, o en el caso de una pandemia,
puede ser benéfico administrar dos dosis de la misma
composicién para dicha temporada. La segunda dosis de la
misma composicion (aun considerada como “composiciéon para
la primera vacunacién”) puede administrarse durante Ila
respuesta inmune primaria en curso, y se separa en forma
adecuada. Normalmente la segunda dosis de la composicién se
proporciona a las pocas semanas O aproximadamente en un
mes, por ejemplo 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas, 0 6 semanas después de la primera dosis, para
ayudar a preparar el sistema inmune en individuos con faltas de
respuesta o con una respuesta deficiente. En un aspecto
especifico, la primo-vacunacion estad seguida de un curso de
vacunacion subsecuente de un producto de vacuna adyuvantada
que contiene una cepa de influenza heterdloga.

En una realizacion especifica, la administracion de la
composiciéon inmunogénica induce en forma alternativa o
adicional una respuesta de célula de memoria-B mejorada en
pacientes a los que se les administra la composicién
inmunogénica adyuvantada en comparacién con la respuesta de
célula de memoria-B inducida en individuos inmunizados con la
composicién no adyuvantada. Se pretende que una respuesta de

célula de memoria-B mejorada signifique wuna frecuencia

*
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incrementada de leucocitos de sangre periférica B con la
capacidad de diferenciacién en las células de plasma de
secrecion de anticuerpos al momento de encontrar antigenos,
tal como se mide a través de la estimulacién de diferenciacidon
in vitro (ver secciones de ejemplo, por ejemplo los métodos de
memoria de célula B Elispot).

En una realizacién especifica aun adicional, la vacunacibén
con la composicién para la primera vacunacidén, adyuvantada,
no tiene un impacto medible en la respuesta CD8.

En forma adecuada, la composiciéon reivindicada'
comprende un virus de influenza o preparacién antigénica del
mismo formulado con un adyuvante de emulsién de aceite en
agua, en particular un adyuvante de emulsién de aceite en agua
que comprende un aceite metabolizable, un esterol o0 un
tocoferol, tél como alfa tocoferol, y un agente de emulsificacion,
sera efectiva para promover respuestas de célula T en una
poblacién de humanos inmuno-comprometidos. En forma
adecuada, la administraciéon de wuna dosis simple de Ila
composicién inmunogénica para la primera vacunacién, tal como
se describe en la presente invencién tendra la capacidad de
proporcionar una mejor seroproteccion, tal como se evalua a
través de las correlaciones de proteccién para vacunas de
influenza, después de la re-vacunaciéon contra influenza, que la
vacunacion con una vacuna de influenza no adyuvantada. La

formulacién adyuvantada reivindicada, también inducird una
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respuesta inmune de célula T CD4 mejorada contra el virus de
influenza en comparacién con la obtenida con la formulacién no
adyuvantada. Esta propiedad puede estar asociada con una
capacidad de respuesta incrementada al momento de la
vacunacion o infeccion vis-a-vis y la exposicién antigénica de
influenza. Ademas esto se puede asociar con una capacidad de
respuesta asociada, es decir, una mayor capacidad de
responder contra cepas de influenza variantes. Esta respuesta
mejorada en forma cualitativa y/o cuantitativa, puede ser
benéfica en todas las poblaciones en el caso de pandemias, y
especialmente en una poblacién humana inmuno-comprometida,
tal como la poblacion de personas de edad avanzada (65 afos
de edad y mayores), y en particular, la poblacién de adultos de
edad avanzada de alto riesgo. Esto puede ser benéfico para la
poblacion de infantes también (con edades menores a los 5§
anos, en forma adecuada menores a 2 afnos de edad). Esta
respuesta mejorada sera benéfica para utilizarse para preparar,
por ejemplo, a partir de vacunas de acumulacién que contiene
una variante de desplazamiento, antes o al momento del
desencadenamiento pandémico. Esto puede dar como resultado
la reduccion del rango de morbilidad y mortalidad general y
prevenir las admisiones de emergencia a los hospitales por
neumonia, y otras enfermedades tipo influenza. Ademas, se
permite inducir una respuesta de célula CD4 T que es mas

persistente con el tiempo, por ejemplo, aun presente después
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de un afo de la primera vacunacién, en comparacién con la
respuesta inducida con la formulacién no adyuvantada.

En forma adecuada la respuesta inmune de célula T CD4,
tal como la respuesta inmune de célula T CD4 mejorada
obtenida en un sujeto no preparado, implica la induccién de una
respuesta auxiliar de célula T CD4 de reaccion cruzada. En
particular, se incrementa la cantidad de células T CD4 reactivas
cruzadas. Por el término respuesta CD4 ’"reactiva cruzada” se
entiende epitopes que comparten direccion de célula T CD4
entre cepas de influenza.

Normalmente, las vacunas de influenza disponibles son
efectivas unicamente contra cepas infecciosas del virus de
influenza que tienen hemaglutinina con caracteristicas
antigénicas similares. Cuando el virus de influenza infeccioso
(en circulacién) ha pasado por cambios menores (tal como una
mutacion de punta o una acumulacién de mutaciones de punta
que da como resultado cambios de aminoacidos, por ejemplo)
en las glucoproteinas de la superficie, en particular
hemaglutinina (cepa de virus variante de desplazamiento
antigénico) la vacuna aun podra proporcionar cierta proteccioén,
aunque también puede proporcionar Unicamente una proteccién
limitada, ya que las variantes recientemente creadas pueden
escapar a la inmunidad inducida por la infeccién o vacunacién
de influenza previa. El desplazamiento antigénico es

responsable de las epidemias anuales que ocurren durante
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periodos inter-pandémicos (Wiley & Skehel, 1987, Ann. Rev.
Biochem. 56, 365-394). La induccion de las células T CD4 de
reaccién cruzada proporciona una ventaja adicional a la
composicién de la presente invencién, ya que puede
proporcionar también proteccién cruzada, en otras palabras
proteccién contra infecciones heterélogas, es decir infecciones
originadas por una cepa de influenza en circulaciéon la cual es
una variante (por ejemplo, un desplazamiento) de la cepa de
influenza contenida en la composicion inmunogénica. Esto
puede ser conveniente cuando la cepa en circulacion es dificil

de propagarse en huevecillos, o producirse en cultivo celular,

convirtiendo el uso de una cepa desplazada en una alternativa

de operacién. Esto también puede ser conveniente cuando el
sujeto que recibié una primera y una segunda vacunacién varios
meses o0 un afio después, y la cepa de influenza en Ila
composicién inmunogénica utilizada para una segunda
inmunizacién, es una cepa de variante de desplazamiento de la
cepa utilizada en la composicion utilizada para la primera
vacunacion.

La composicion inmunogénica de influenza adyuvantada
tal como aqui se define, tiene por consiguiente, una mayor
capacidad de inducir seroproteccién y células T CD4 de
reaccién cruzada en sujetos de edad avanzada vacunados. Esta
caracteristica puede estar asociada con una mayor capacidad

de responder contra una cepa variante de la cepa presente en

Bp
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la composicion inmunogénica. Esto puede probar ser wuna
ventaja importante en una situacion pandémica. Por ejemplo,
una composicién inmunogénica de influenza monovalente que
comprende cualquiera de H5, una de las cepas H2, a H9, H7 o
H6 puede proporcionar una mayor capacidad de responder
contra una variante pandémica, es decir, una cepa de
desplazamiento de la cepa(s) pandémica, ya sea al momento de
la vacunacién subsecuente con, o al momento de la infeccidén a
través de dicha cepa de desplazamiento.

Deteccién de células T CD4 de reaccién cruzada después
de vacunacién con la vacuna de influenza

Después de la administracion de vacuna de influenza
trivalente clasica (3 semanas), existe un incremento sustancial
en la frecuencia de células T CD4 de sangre periférica que
responden a la preparacion de cepa antigénica (virus completo
o antigeno de divisién) que es homodloga a la que se encuentra
en la vacuna ((H3N2: A/Panama/2007/99, H1N1: A/ Nueva
Caledonia/20/99, B: B/Shangdong/7/97) (ver Ejemplo Ill). Se
puede apreciar un incremento comparado en frecuencia, si las
células T CD4 de sangre periférica son re-estimuladas con
cepas de influenza clasificadas como cepas de desplazamiento
(H3N2: A/Sydney/5/97, H1N1 : A/Beijing/262/95, B:
B/Yamanashi/166/98).

En contraste, si las células T CD4 de sangre periférica son

re-estimuladas con cepas de influenza clasificadas como cepas

81
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de desplazamiento (H2N2: A/Singapore/1/57, H9N2: A/Hong.

kong/1073/99) a través de un experto en el campo, no existe un
incremento observable después de la vacunacion.

Las células T CD4 que tienen la capacidad de reconocer
cepas de influenza tanto homélogas como de desplazadas, han
sido nombradas en la presente descripcién como “reactivas
cruzadas”. Las composiciones de influenza adyuvantadas tal
como aqui se describe, han tenido la capacidad de mostrar una
reactividad cruzada heterosubtipica, ya que existe wuna
reactividad cruzada observable contra las cepas de influenza
desplazadas. Tal como se indicé anteriormente, la capacidad de
una formulacién de vacuna pandémica para ser efectiva contra
cepas pandémicas de desplazamiento, puede probarse en una
caracteristica importante en el caso de pandemias.

En forma consistente con las observaciones anteriores, los
epitopes de célula T CD4 compartidos por diferentes cepas de
influenza, han sido identificados en humanos (Gelder C vy
asociados, 1998, Int Immunol. 10(2):211-22; Gelder CM vy
asociados, 1996 J Virol. 70(7):4787-90; Gelder CM y asociados,
1995 J Virol. 1995 69(12):7497-506).

Debido a sus propiedades inmunogénicas, la composicidon
reivindicada tendra la capacidad de establecer una estrategia
de vacunacidén pro-activa contra el riesgo de una pandemia de
influenza humana, incluyendo la acumulacién de la vacuna pre-

pandémica con el objeto de preparar de mejor manera contra el

B2
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desencadenamiento de una pandemia.

En forma especifica, la vacuna pre-pandémica es una que
ha sido producida, por ejemplo a través del uso de genéticas
inversas, utilizando una cepa de H5N1 (flu aviar) similar a las
normalmente circulantes en la poblacion de aves. La inmunidad
desarrollada en respuesta a la vacuna pre-pandémica, permitira
que el sistema inmune sea “preparado” o “educado” en
anticipacion, y de esta forma se permita un desarrollo mas
rapido de respuestas inmune protectoras después de encontrar
la cepa del \virus pandémico real, que conduce a wuna
susceptibilidad disminuida a una cepa pandémica relacionada
de la influenza. Una vez que la pandemia ha sido declarada por
WHO, la cepa pandémica final identificada (serd una cepa de
desplazamiento), la vacuna pre-pandémica también permitira
una respuesta‘ inmune mas rapida a la vacuna pandémica
cuando esta ultima se vuelve disponible.

En una realizacién especifica, la composicion adyuvantada
puede ofrecer el beneficio adicional de proporcionar una mejor
proteccién contra cepas en la circulacién que han pasado por
un cambio mayor (tal como una recombinacién genética, por
ejemplo, entre dos diferentes especies) en la hemaglutinina
(desplazamiento antigénico) contra lo cual no tiene eficacia las
vacunas disponibles.

Otros adyuvantes

La composicién puede comprender un adyuvante adicional,
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en particular un adyuvante de ligando TRL-4, en forma
adecuada un derivado no ft(')xico de lipido A. Un ligando TRL-4
adecuado es el lipido A de monofosforilo 3 de-O-acilado (3D-
MPL). Otros ligandos TLR-4 adecuados son lipopolisacarido
(LPS) y derivados, MDP (dipéptido de muramilo) y proteina F de
RSV.

En una realizacién, la composicion puede incluir ademas
un ligando 4 de receptor tipo Toll (TLR), tal como un derivado
no téoxico de lipido A, particularmente lipido A de monofosforilo
o mas particularmente lipido A de monofosforilo 3-desacilado
(3D - MPL).

3D-MPL se vende bajo el nombre comercial de MPL® por
Corixa corporation ahora GSK (en la presente invencién MPL) y
promueve principalmente respuestas de célula T CD4+ con un
fenotipo IFN-y (Th1). Puede producirse de acuerdo con los
métodos descritos en la Publicacién de Patente GB 2 220 211
A. Quimicamente es una mezcla de un lipido A de monofosforilo
3-desacilado con 3, 4, 5 o 6 cadenas aciladas. En particular, en
las composiciobnes de la presente invencidon, se utiliza una
particula pequefna 3 D-MPL. La particula pequefia 3D-MPL tiene
un tamanfo de particula de modo que puede ser filtrada estéril a
través de un filtro de 0.22 ym. Dichas preparaciones se
describen en lia Publicacién de Patente W094/21292 y en el
Ejemplo II.

Se puede utilizar 3D-MPL, por ejemplo, en una cantidad de
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1 a 100 yg (p/v) por dosis de composicidon, en forma adecuada

en una cantidad de 10 a 50 uyg (p/v) por dosis de composicion.

‘Una cantidad adecuada de 3D-MPL es por ejemplo cualquiera

de 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 6 50 ug (p/v)
por dosis de composicién. En forma adecuada, la cantidad 3D-
MPL fluctaa de 25 a 75 ug (p/v) por dosis de composicion.
Normalmente una dosis de composicién fluctuara de
aproximadamente 0.5 ml a aproximadamente 1 ml. Una dosis de
vacuna tipica es de 0.5 ml, 0.6 ml, 0.7 ml, 0.8 ml, 0.9 m| 6 1 ml.
En una realizacion adecuada, una concentracién final de 50 ug
de 3D-MPL esta contenida por ml de composicién de vacuna, o
25 ug por 0.5 ml de dosis de vacuna. En otras realizaciones
adecuadas, una concentracion final de 35.7 ug 6 71.4 ug de 3D-
MPL esta contenida por ml de composicién de vacuna. En forma
especifica, un volumen de dosis de vacuna de 0.5 ml contiene
25 ug 6 50 yg de 3D-MPL por dosis.

La dosis de MPL tiene la capacidad de aumentar una
respuesta inmune a un antigeno en un humano. En particular,
una cantidad de MPL adecuada es la que mejora el potencial
inmunolégico de la composiciébn en comparacién con la
composicion no adyuvantada, o en comparacién con la
composicion adyuvantada con otra cantidad MPL, y al mismo

tiempo es aceptable desde un perfil de reactogenicidad.
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Los derivados sintéticos de lipido A son conocidos, siendo
algunos descritos como antagonistas TLR-4, e incluyen pero no
se limitan a:

oOM174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-[(R)-3-
dodecanoiloxitetra-decanoilamino]-4-o-fosfono-£-D-
glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxitetradecanoilamino]-a-D-
glucopiranosildihidrogenfosfato), (WO 95/14026)

oM 294 DP (38, 9R)-3--[(R)-
dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo0-5-aza-9(R)-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1,10-
bis(dihidrogenofosfato) (WO99 /64301 y WO 00/0462)

oM 197 MP-Ac DP (3S-, 9R)-3-[(R)-
dodecanoiloxitetradecanoilamino]-oxo-S-aza-9-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1-dihidrogenofosfato
10-(6-aminohexanoato) (WO 01/46127)

Otros ligandos TLR-4 adecuados, son por ejemplo,
lipopolisacaridos y sus derivados, dipéptido de muramilo (MDP)
o proteina F del virus sincitial respiratorio.

Otro ivnmuno-estimulante adecuado para utilizarse en la
presente invencion es Quil A y sus derivados. Quil A es una
preparacién de saponina aislada del arbol de Quilaja Saponaria
Molina de América del Sur y se describié primero en la
Publicacion de Dalsgaard y asociados, en 1974 (“Saponin
adjuvants”, Archiv. fir die gesamte Virusforschung, Vol. 44,

Springer Verlag, Berlin, p243- 254) por tener actividad

8l
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adyuvante. Los aumentos purificados de Quil A han sido
aislados mediante HPLC, lo cual retiene la actividad adyuvante
sin la toxicidad asociada con Quil A (EP 0 362 278), por
ejemplo QS7 y QS21 (también conocidos como QA7 y QA21).
QS-21 es una saponina natural derivada de la corteza de
Quillaja saponaria Molina, que induce células T CD8+
citotéxicas (CTLs), células Th1 y una respuesta de anticuerpo
IgG2a predominante y es una saponina adecuada dentro del
contexto de la presente invencidn.

Las formulaciones particulares de QS21 han sido descritas
y son particularmente adecuadas, estas formulaciones
comprenden ademas un esterol (WO96/33739). La parte que
forma saponinas de la presente invencion, puede estar en la
forma de una emulsiéon de aceite en agua (WO 95/17210).
Re-vacunacién y composicion utilizada para re-vacunacién
(composicion de refuerzo)

Un aspecto de la presente invencion proporciona el uso de
un antigeno de influenza en la fabricacién de una composicion
inmunogénica de influenza para la re-vacunacién de humanos
vacunados previamente con una composicion de influenza
monovalente, ta.l como se describe en la presente invenciéon o
con la composicion de influenza monovalente que comprende
una cepa de influenza variante, formulada con un adyuvante de
emulsién de aceite en agua, tal como aqui se define.

Normalmente la re-vacunaciéon se realiza al menos 6

e
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meses después de la primera vacunacion en forma adecuada de
8 a 14 meses después, en forma adecuada alrededor de 10 a 12
meses después.

La composiciobn inmunogénica para re-vacunacion (la
composiciéon de refuerzo) puede contener cualquier tipo de
preparacion de antigenos, ya sea desactivados, recombinantes
o atenuados vivos. Puede contener el mismo tipo de
preparacién de antigenos, es decir, virus de influenza de
divisiobn o preparacion antigénica de virus de influenza de
division del mismo, un virion completo, una vacuna de HA y NA
purificada (sub-unidad) o un virosoma, en la forma de la
composicion inmunogénica utilizada para la primera vacunacion.
Como alternativa la composicion de refuerzo puede contener
otro tipo de antigeno de influenza, es decir, virus de influenza
de division o preparaciéon antigénica de virus de influenza de
division del mismo, un viriobn completo, una vacuna HA y NA
purificada (sub-unidad) o un virosoma, que el utilizado para la
primera vacunacién. En forma adecuada se utiliza una vacuna
de virus de divisién o de virién completo.

Por consiguiente, en una realizacién, la presente
invencion proporciona el uso de un virus de influenza o
preparacion antigénica del mismo en la fabricacion de una
composicién inmunogénica para la re-vacunaciéon de humanos
vacunados previamente con una composicién inmunogénica

pandémica monovalente tal como aqui se describe.

E
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La composicion de refuerzo puede ser adyuvantada o no
adyuvantada. En wuna realizacién la composicién para re-
vacunacion no estd adyuvantada y es una vacuna de influenza
clasica que contiene tres antigenos de virion de divisidon
desactivados preparados a partir de las cepas recomendadas
por WHO de la temporada de influenza adecuada, tal como
Fluarix™/ag-Rix®/Influsplit® administradas en forma
intramuscular.

En otra realizaciéon, la composicion para re-vacunacion
esta adyuvantada. En forma adecuada la composicién de
refuerzo comprende un adyuvante de emulsién de aceite en
agua, en particular un adyuvante de emulsién de aceite en agua
que comprende un aceite metabolizable, un esterol o un
tocoferol, tal como alfa tocoferol, y un agente de emulsificacién.
En forma especifica, el adyuvante de emulsién de aceite en
agua comprende al menos un aceite metabolizable en una
cantidad de 0.5% a 20% de volumen total, y tiene gotas de
aceite de las cuales al menos el 70% en intensidad tienen
didmetros menores a 1 um. Como alternativa, la composicion de
refuerzo comprende un adyuvante de alum, ya sea hidroxido de
aluminio o fosfato de aluminio o una mezcla de ambos.

En una realizacién, la primera vacunacion se realiza con
una composicion de influenza pandémica tal como aqui se
define, en forma adecuada una composicién de influenza de

division, y la re-vacunacién se realiza como se indica a
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continuacion.

En una realizacién especifica, la composicidon
inmunogénica para re-vacunacién contiene un virus de influenza
0 preparacion antigénica del mismo, que comparte epitope de
célula T CD4 comunes con el virus de influenza o preparacién
antigénica del mismo utilizados para la primera vacunacién. Un
epitope de célula T CD4 comun, esta proyectado para significar
péptidos/secuencias/epitopes de diferentes antigenos que
pueden ser reconocidos por la misma célula CD4 (ver ejemplos
de los epitopes descritos en: Gelder C y asociados, 1998, Int
Immunol. 10(2):211-22; Gelder CM y asociados, 1996 J Virol.
70(7):4787-90; Gelder CM y asociados, 1995 J Virol. 1995
69(12):7497-566).

En una realizaciéon de acuerdo con la presente invencién,
la composicion de refuerzo es una composicion de influenza
monovalente que comprende una cepa de influenza que esta
asociada con una pandemia o que tiene el potencial de estar
asociada con una pandemia. Las cepas adecuadas son, pero no
se limitan a: H5N1, HON2, H7N7, H2N2, H7N1 y H1N1. La cepa
puede ser la misma que, o una de las que estan presentes en la
composicién utilizada para la primera vacunaciéon. En una
realizacién alternativa, la cepa puede ser una cepa variante, es
decir una cepa de desplazamiento, de la cepa presente en la
composicidn utilizada para la primera vacunacién.

En otra realizacién especifica, la composicién para re-
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vacunacién es wuna vacuna de influenza multivalente. En
particular, cuando la composiciéon de refuerzo es una vacuna
multivalente tal como wuna vacuna bivalente, trivalente o
cuadrivalente, al menos una cepa esta asociada con una
pandemia o tiene el potencial de estar asociada con una
pandemia. En una realizacién especifica, dos o0 mas cepas en la
composicién de refuerzo son cepas pandémicas. En otra
realizacion especifica, la al menos una cepa pandémica en la
composicién de refuerzo es del mismo tipo que, o uno de los
que se encuentran en la composicidén utilizada para la primera
vacunacién. En una realizacion alternativa, ‘Ia al menos una
cepa puede ser una cepa variante, es decir, una cepa de
desplazamiento, de al menos una cepa pandémica presente en
la composicidén utilizada para la primera vacunacion.

Por consiguiente, en otro aspecto de Ila presente
invencion, se proporciona el uso de un virus de influenza o
preparacién antigénica del mismo, a partir de una primera cepa
de influenza pandémica, en la fabricacién de una composicién
inmunogeénica tal como aqui se define, para la protecciéon contra
infecciones de influenza originadas por una cepa de influenza la
cual es una variante de la primera cepa de influenza.

Por consiguiente en un aspecto de la presente invencién,
se proporciona el uso de:

(a) un virus de influenza o una preparacidén antigénica del

mismo, a partir de una primera cepa de influenza, vy



10

15

20

25

69

(b) un adyuvante de emulsién aceite en agua, tal como
aqui se define

en la fabricacion de una composicién inmunogénica tal
como aqui se define, para la proteccion contra infecciones de
influenza originadas por una cepa de influenza la cual es una
variante de la primera cepa de influenza.

La composicion para re-vacunacion puede estar
adyuvantada o no.

Normalmente una composicion de refuerzo, cuando se
utiliza, se administra en la siguiente temporada de influenza,
por ejemplo, aproximadamente un afio después de la primera
composicién inmunogénica. La composicion de refuerzo también
puede ser administrada cada afio subsecuente (tercera, cuarta,
quinta vacunacién y asi sucesivamente). La composicion de
refuerzo puede ser la misma que la composicion utilizada para
la primera vacunacién. En forma adecuada, la composicién de
refuerzo contiene un virus de influenza o preparacion antigénica
del mismo la cual es una cepa variante del virus de influenza
utilizado para la primera vacunaciéon. En particular, las cepas
virales de influenza o preparacion antigénica de las mismas son
seleccionadas de acuerdo con el material de referencia
distribuido por la organizacion Mundial de la Salud de modo que
sean adaptadas a la cepa de influenza que esta en circulacion
en el ano de la re-vacunacion. En forma adecuada, la primera

vacunacion se realiza al momento de la declaraciéon de una
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pandemia y la re-vacunacién se realiza después. En forma
adecuada, la re-vacunacion se realiza con una vacuna que
comprende una cepa de influenza (por ejemplo, H5N1 Vietnam)
la cual es del mismo subtipo que el utilizado para la primera
vacunacion (por ejemplo, H5N1 Vietnam). En una realizacién
especifica, la re-vacunacién se realiza con una cepa de
desplazamiento del mismo sub-tipo, por ejemplo HS5N1
Indonesia. En otra realizacion, la cepa de influenza utilizada la
re-vacunacion es una cepa de desplazamiento, es decir, es
diferente a la utilizada para la primera vacunaciéon, por ejemplo,
tiene un difere.nte subtipo HA o NA, tal como H5N2 (el mismo
subtipo HA de H5N1 pero diferente subtipo NA) o H7N1
(diferente subtipo de HA a H5N1 pero el mismo subtipo NA).

El antigeno de influenza o composicién antigénica
utilizada en la re-vacunacion, comprende en forma adecuada un
adyuvante o una emulsién de aceite en agua, adecuada tal
como se describiéo anteriormente. El adyuvante puede ser un
adyuvante de emulsién del aceite en agua tal como se describid
anteriormente, el cual es adecuado, opcionalmente conteniendo
un adyuvante adicional tal como un ligando TLR-4, tal como 3D-
MPL o una saponina, o puede ser otro adyuvante adecuado tal
como alum o alternativas de alum, tal como polifosfazeno por
ejemplo.

En forma adecuada, la re-vacunaciéon induce, cualquiera

de dos o todas de las siguientes caracteristicas: (i) una
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respuesta CD4 mejorada contra el virus de influenza o
preparacién antigénica del mismo, o (ii) una respuesta de
memoria de célula B mejorada o (iii) una respuesta humoral
mejorada, en comparacion con la respuesta equivalente
inducida después de una primer vacunaciéon con el virus de
influenza no adyuvantado o preparacién antigénica del mismo.
En forma adecuada la respuesta inmunoldogicas es inducida
después de la re-vacunacion con el virus de influenza
adyuvantado o preparacion antigénica del mismo, tal como aqui
se define, son mayores a las respuestas correspondientes
inducidas después de la re-vacunacién con la composiciéon no
adyuvantada. En forma adecuada la respuesta inmunolégica es
inducida después de la re-vacunacién con un virus de influenza
de division, no adyuvantado, son mayores en la poblacién
vacunada por primera vez con la composiciéon de influenza de
division, adyuvantada, que la respuesta correspondiente en la
poblacién vacunada por primera vez con la composicién de
influenza dividida, no adyuvantada.

En un aspecto de acuerdo con la presente invencion, la re-
vacunacion de los sujetos con una composicién de refuerzo que
comprende un virus de influenza de un adyuvante de emulsion
de aceite en agua que comprende un aceite metabolizable, un
esterol o un tocoferol, tal como alfa tocoferol, y un agente de
emulsificacién, tal como se describe anteriormente, mostraran

tituladores de anticuerpos superiores a los valores
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correspondientes dentro del grupo de personas vacunadas por
primera vez con la composicion no adyuvantada y reforzadas
con la composicién no adyuvantada. El efecto del adyuvante en
aumentar la respuesta de anticuerpos en la re-vacunacion, es
especialmente importante en la poblacién de edad avanzada, la
cual se sabe que tiene una baja respuesta a la vacunacién o
infeccion por el virus de influenza. En particular, el beneficio
asociado con la composicién adyuvantada estara marcado en
términos de mejoria de la respuesta de célula T CD4 después
de la re-vacunacion.

La composicién adyuvantada de la presente invencién,
tendrd la capacidad de inducir una mejor capacidad de
respuesta cruzada contra la cepa desplazada (la cepa de
influenza de la siguiente temporada de influenza) en
comparacién con la proteccion conferida con la vacuna de
control. La capacidad de respuesta cruzada ha mostrado una
mayor persistencia en comparacién con la obtenida con Ila
formulacién no adyuvantada. El efecto de adyuvante es mejorar
la capacidad de respuesta cruzada contra la cepa desplazada,
es importante en una situacién pandémica.

En una realizaciéon adicional, la presente invencién se
refiere a un régimen de vacunacion en el cual la primera
vacunacion se realiza con una composicién de influenza, en
forma adecuada o una composicion de influenza de division,

que contiene una cepa de influenza que puede originar
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potencialmente una pandemia, y la re-vacunacién se realiza con
una composicién, ya sea monovalente o multivalente, que
comprende al menos una cepa de circulacion, ya sea una cepa
pandémica o una cepa clasica.

Epitope CD4 en HA

El desplazamiento antigénico reside principalmente en
regiones de epitope de las proteinas de superficie viral de
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Se sabe que
cualquier diferencia en los epitopes de célula B y CD4 entre las
diferentes cepas de influenza, que son utilizadas por el virus
para evadir la repuesta de adaptacion del sistema inmune de
receptor, jugaradn un papel importante en la vacunaciéon de
influenza.

Los epitopes de célula T CD4 compartidos por diferentes
cepas de influenza, han sido identificado en humanos (ver por
ejemplo las Publicaciones de: Gelder C y asociados, 1998, Int
Immunol. 10(2):211-22; Gelder CM y asociados, 1996 J Virol.
70(7):4787-90; y Gelder CM y asociados, 1995 J Virol. 1995
69(12):7497-506).

En una realizacion especifica, la re-vacunaciéon se realiza
utilizando una composicién de refuerzo que contiene un virus de
influenza o preparaciéon antigénica del mismo que comparte
epitopes de células T CD4 comunes con el antigeno de virus de
influenza o preparaciéon del mismo utilizado para la primera

vacunacion. La presente invencién se refiere por lo tanto al uso
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de una composicién inmunogénica que comprende un virus de
influenza pandémica o preparacion antigénica del mismo y un
adyuvante de emulsion de aceite en agua en particular un
adyuvante de emulsién de aceite en agua que comprende un
aceite metabolizable, un esterol o un tocoferol, tal como alfa
tocoferol, y un agente de emulsificacién, en la fabricacién de un
componente-primera vacunacion de wuna vacuna de dosis
multiples, comprendiendo ademas la vacuna de dosis multiple,
como una dosis de refuerzo, un virus de influenza o preparacion
antigénica del mismo que comparte epitopes de célula T CD4
comunes con el antigeno de virus de influenza pandémica o la
preparacion antigénica del virus del mismo de la dosis
administrada en la primera vacunacion.

Medios de vacunacién

La composicion de la presente invencién puede
administrarse a través de cualquier ruta de administracién
adecuada, tal como intradérmica, mucosa, por ejemplo
intranasal, oral, intramuscular o subcutanea. En la técnica se
conocen otras rutas de administracion.

La ruta de administraciéon intramuscular es particularmente
adecuada para la composicion de influenza adyuvantada. La
composiciébn de acuerdo con la  presente invencién puede
presentarse en un contenedor de mono-dosis 0o como
alternativa, un contenedor de dosis multiple, particularmente

adecuado para una vacuna pandémica. En el caso de un
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conservador anti-microbiano, tal como tiomersal, estad presente
normalmente para evitar la contaminaciéon durante el uso. Una
concentracion de tiomersal de 5 wg/0.5 ml de dosis (por
ejemplo, 10 yg/ml) 6 10 ug/0.5 ml dosis (por ejemplo, 20 ug/ml)
esta presente en forma adecuada. Se puede utilizar un aparato
de administracién |IM adecuado, tal como un aparato de
inyeccion de chorro de liquido libre de aguja, por ejemplo el
Biojector 2000 (Bioject, Portland, OR). Como alternativa un
aparato de inyector de pluma, tal como se utiliza para la
adhinistracién de epinefrina, en el hogar, puede utilizarse para
permitir la auto-administracién de la vacuna. El uso de dichos
aparatos de administracion puede ser particularmente adaptable
a campafas de inmunizacion a gran escala, tal como puede
requerirse durante una pandemia.

La administracién transdérmica es otra ruta adecuada.
Cualquier aparato adecuado puede ser  utilizado para
administracion intradérmica, por ejemplo, aparatos de aguja
corta tales como los descritos en las Publicaciones de Patente
4,886,499, US5.190,521, US 5,328,483, US 5,527,288, US
4,270,537, US 5,015,235, US 5,141, 496, US 5,417,662. Las
vacunas intradérmicas también pueden ser administradas a
través de aparato que limitan la longitud de penetracidén
efectiva de una aguja dentro de la piel, tal como los descritos
en las Publicaciones de Patente WQ099/34850 y EP1092444,

incorporada a la presente invencion como referencia, y las
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equivalentes funcionales de las mismas. También son
adecuados aparatos de inyeccién a chorro que administran
vacunas liquidas a la dermis a través de un inyector de chorro
de liquido o a través de una aguja que perfora el extracto
corneo y produce un chorro que llega a la dermis. Los aparatos
de inyeccion a chorro se describen por ejemplo en las
Publicaciones de Patente US 5,480,381, US 5,599,302, US
5,334,144, US 5,993,412, US 5,649,912, US 5,569,189, US
5,704,911, US 5,383,851, US 5,893,397, US 5,466,220, US
5,339,163, US 5,312,335, US 5,503,627, US 5,064,413, US
5,520, 639, US 4,596,556, US 4,790,824, US 4,941, 880, US
4,940,460, WO 97/37705 y WO 97/13537. También son
adecuados aparatos de administracion balisticos de
polvo/particulas que utilizan gas comprimido para acelerar la
vacuna en forma de polvo a través de las capas externas de la
piel a la dermis. Ademas, se pueden  utilizar células
convencionales en el método de manto clasico de Ila
administracién intradérmica.

Otra ruta de administracion adecuada es la ruta
subcutanea. Cualquier aparato adecuado puede ser utilizado
para administracion subcutdnea, por ejemplo una aguja clasica.
En forma adecuada, se utiliza un servicio de inyector de chorro
libre de aguja, tal como el publicado en las Publicacién de
Patente WO 01/05453, WO 01/05452, WO 01/05451, WO

01/32243, WO 01/41840, WO 01/41839, WO 01/47585, WO
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01/56637, WO 01/58512, WO 01/64269, WO 01/78810, WO
01/91835, WO 01/97884, WO 02/09796, WO 02/34317. En forma
adecuada el aparato se llena previamente con la formulaciéon de
vacuna liquida.

Como alternativa, la vacuna se administra en forma
intranasal. Normalmente la vacuna se administra en forma local
al area nasofaringea, en forma adecuada sin ser inhalado en los
pulmones. Es deseable utilizar un aparato de suministro
intranasal, que suministra la formulacién de vacuna al area
nasofaringea, sin, o0 sustancialmente sin ingresar a |los
pulmones.

Los aparatos adecuados para administracion intranasal de
las vacunas de acuerdo con la presente invenciéon son aparatos
de rocio. Los aparatos de rocio nasal comercialmente
disponibles incluyen Accuspray™ (Becton Dickinson). Los
nebulizadores producen un rocio muy fino que puede ser
inalado facilmente en los pulmones y por consiguiente no llegan
de manera eficiente a la mucosa nasal. Por consiguiente no se
prefieren los nebulizadores.

Los aparatos de rocio adecuado para uso intranasal son
aparatos para los cuales el desempeno del aparato no depende
de la presion aplicada por el usuario. Estos aparatos son
conocidos como aparatos de umbral de presién. El liquido es
liberado a la boquilla dnicamente cuando se aplica una presion

de umbral. Estos aparatos hacen mas facil lograr un rocio con
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un tamafo de gota regular. Los aparatos de umbral de presion
adecuados para utilizarse con la presente invencién son
conocidos en la técnica y se describen por ejemplo en las
Publicacion de Patente de WO 91/13281 y EP 311 863 B y EP
516 636, incorporadas a la presente invencion como referencia.
Dichos aparatos estan comercialmente disponibles en Pfeiffer
GmbH y también se describen en la Publicacion de Bommer, R.
Pharmaceutical Technology Europe, Septiembre 1999,

Los aparatos intranasales adecuados producen gotas
(medidas utilizando agua como el liquido) dentro del rango de 1
a 200 ym, en forma adecuada 10 a 120 ym. Debajo de 10 ym
existe el riesgo de inhalacion, por consiguiente es deseable
tener no mas del 5% de gotas con un tamafio menor a 10 ym.
Las gotas con tamanos superiores a 120 ym no se dispersan
también como las gotas mas pequefas, por lo que es deseable
tener no mas de aproximadamente el 5% de gotas que exceden
un tamano de 120 ym.

La administraciébn de bi-dosis es una caracteristica
adecuada adicional de un sistema de administracién intranasal
para utilizarse con las vacunas de acuerdo con la presente
invencion. Los aparatos de bi-dosis contienen dos sub-dosis de
una dosis de vacuna; una sub-dosis para administracién a cada
fosa nasal. Generalmente, las dos sub-dosis estan presentes en
una camara simple y la construccién del aparato permite la

administracion eficiente de una sub-dosis simple a la vez. Como
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alternativa, el aparato de mono-dosis puede utilizarse para
administrar las vacunas de acuerdo con la presente invencion.

Como alternativa, la ruta de administracién epidérmica o
transdérmica también estd contemplada en la presente
invencion.

En un aspecto de la presente invencidén, la composicidén
inmunogénica adyuvantada para la primera administracién
puede ser proporcionada en forma intramuscular, y la
composiciéon de refuerzo, ya sea adyuvantada o no, se puede
administrar a través de wuna ruta diferente, por ejemplo
intradérmica, subcuténéa, o intranasal. En una realizacidon
especifica, la composiciéon para la primera administracion
contiene una cantidad HA menor a la 15 ug para la cepa de
influenza pandémica, y la composicién de refuerzo puede
contener una cantidad estandar de 15 ug o, en forma adecuada
una baja cantidad de HA, es decir 15 uyg, la cual dependiendo
de la ruta de administracion, puede proporcionarse en un
volumen menor.

Poblaciones para vacunar

La poblaciéon objetivo para vacunar es toda la poblaciéon,
es decir, adultos jovenes sanos (con edades de 18 a 60),
adultos mayores'(normalmente con edades superiores a los 60
afnos) o nifos/infantes. La poblacién objetivo puede en
particular estar inmuno comprometida. Los humanos inmuno-

comprometidos, generalmente tiene menor capacidad de
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responder a un antigeno, en particular a un antigeno de
influenza, en comparacién con ios adultos saludables.

En un aspecto de acuerdo con la presente invencion, la
poblacién objetivo es una poblacién la cual no esta preparada
contra influenza, ya sea esta desprotegida (tal como vis a vis
una cepa pandémica) o ha fallado en responder previamente a
la infeccion o vacunacién de influenza. En forma adecuada la
poblacién objetivo son personas de edad avanzada, en forma
adecuada de edades de 60 a 65 anos y mas, adultos mas
jovenes de alto riesgo (es decir de entre 18 y 60 afios de edad),
tal como personas que trabajan en instituciones de salud, o los
adultos jovenes con un factor de riesgo tal como enfermedad
cardiovascular, pulmonar o diabetes. Otra poblaciéon objetivo
son todos los nifios de 6 meses de edad y mayores,
especialmente nifios de 6 a 23 meses de edad, que
experimentan un rango de hospitalizacién relacionado con
influenza relativamente alta.

Regimenes de vacunacidén, criterios de dosificaciéon vy
eficacia

En forma adecuada las composiciones inmunogénicas de
acuerdo con la presente invencién, son una dosis inyectable 0.5
ml estandar, en la mayoria de los casos, y contienen menor de
15 yg de un componente de antigeno de hemaglutinina de una
cepa de influenza pandémica, tal como se midié a través de

inmuno-difusion radial simple (SRD) (J. M. Wood y asociados,:
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J. Biol. Stand. 5 (1977) 237-247; J. M. Wood y asociados, J.
Biol. Stand. 9 (1981) 317-330). En forma adecuada el volumen
de dosis de vacuna esta entre 0.5 ml y 1 ml, en particular un
volumen de dosis de vacuna estandar de 0.5 mi, o 0.7 ml. Se
llevard a cabo una ligera adaptacién del volumen de dosis en
forma rutinaria dependiendo de la concentracion de HA en la
muestra de volumen original, y dependiendo también de la ruta
de administraciéon, siendo las dosis menores administradas a
través de una ruta intranasal o intradérmica.

En forma adecuada la composicién inmunogénica contiene
una baja cantidad de antigeno HA, por ejemplo cualquiera de 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 ug hasta HA por cepa
de influenza o que no excede 15 yg de HA por cepa. Dicha baja
cantidad de la cantidad de HA puede ser tan baja como
practicamente factible proporcionada para que se permita
formular una vacuna que cumpla con los criterios de eficacia
internacionales, por ejemplo criterios de eficacia EU o FDA, tal
como se describe mas adelante (ver tabla 1 y los parametro
especificos establecidos). Una baja cantidad adecuada de HA
es entre 1 a 7.5 ug por cepa de influenza HA, en forma
adecuada entre 3.5 a 5 uyg tal como 3.75 o 3.8 ug de HA por
cepa de influenza, normalmente aproximadamente de 5 ug de
HA por cepa de influenza. Otra cantidad adecuada de HA es
entre 0.1 vy 5 ug de HA por cepa de influenza, en forma

adecuada entre 1.0 y 2 yg de HA por cepa de influenza tal como
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1.9 ug de HA por cepa de influenza.

En forma conveniente, una dosis de vacuna de acuerdo
con la presente invencién, en particular una baja cantidad de
vacuna HA, puede proporcionarse en un menor volumen que las
vacunas de flu de division inyectadas convencionales, las
cuales generalmente son de 0.5, 0.7 6 1 ml por dosis. Las bajas
dosis de volumen de acuerdo con la presente invencién, son en
forma adecuada de bajo de 500 ul, normalmente de bajo de 300
ul'y en forma adecuada no mayores a aproximadamente 200 uyl o
menos por dosis.

Por lo tanto, una dosis de vacuna de volumen bajo
ademada de acuerdo con un aspecto de la presente invencion,
es una dosis con una baja dosis de antigeno en un volumen
bajo, por ejemplo aproximadamente 15 uyg o aproximadamente
7.5 uyg HA o aproximadamente 3.0 yg HA (por cepa) en un
volumen de aproximadamente 200 ul.

El medicamento de influenza de la presente invencion
cumple en forma adecuada con ciertos criterios para vacunas
internacionales. Los estandares se aplican internacionalmente
para medir la eficacia de las vacunas de influenza. Se evaldan
las variables seroldégicas de acuerdo con los criterios de la
Agencia Europea para la Evaluaciéon de Productos Medicinales
para uso humano (CHMP/BWP/214/96, Committee for
Proprietary Medicinal Products (CPMP). Note for harmonization

of requirements for influenza vaccines, 1997.
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CHMP/BWP/214/96 circular N° 96-0666:1-22) para pruebas
clinicas relacionadas con los procedimientos de obtenciéon de
licencias anuales de vacunas de influenza (tabla 1). Los
requerimientos son diferentes para poblaciones de aduitos (18 a
60 afos) y para poblaciones de adultos mayores (mayores de 60
afos) (tabla 1). Para vacunas de influenza de inter-pandémicas,
al menos una de las evaluaciones (factor seroconversién, rango
de seroconversion, rango de seroprotecciéon), deben cumplir con
los requerimientos Europeos, para todas las cepas de influenza
incluidas en la vacuna. La proporcion de tituladores igual o
mayor a 1:40 se considera la mas relevante, debido a que estos
tituladores se espera que se correlacionen de mejor forma con
la proteccion [Beyer W 'y asociados, 1998. Clin Drug
Invest.;15:1-12].

Tal como se especifica en la Publicacion de “lineamiento
para la estructura de dosificacién y contenido para la solicitud
de autorizacién de comercializacién de vacunas de influenza
pandémica. (CHMP/VEG/4717/03, 5 de abril de 2004), en la
ausencia de los criterios especificos para vacunas de influenza
derivadas de cepas que no estan en circulacién, se anticipa que
una vacuna candidata pandémica debe (al menos) tener una
capacidad de provocar suficientes respuestas inmunolégicas
para cumplir en forma adecuada con los tres estandares
normales ajustados para vacunas existentes en los sujetos

adultos y de edad avanzada no preparados, después de dos
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dosis de vacun.a.

Las composiciones de la presente invenciéon cumplen en
forma adecuada al menos con uno de dichos criterios para la
cepa pandémica incluida en la composicion (siendo un criterio
suficiente para obtener la aprobacidén), en forma adecuada al
menos dos, o normalmente al menos los tres criterios para
proteccién tal como se establecen en la tabla 1.

Tabla 1 (criterios CHMP)

18 a 60 arios > de 60 afios
Rango de seroconversion* > 40% > 30%
Factor de conversion** >25 >2.0
Rango de proteccion** > 70% > 60%

* Rango de seroconversion se define como la proporcion
de sujetos en cada grupo que tiene un titulador post-vacunacién
protector > 1:40. EIl rango de seroconversién simplemente es el
% de sujetos que tienen un titulador H! antes de la vacunacioéon
de <1:10 y > 1:40 después de la vacunacién. Sin embargo, si el
titulador inicial es =>1:10 entonces existen necesidades de
incrementos de al menos cuatro veces en la cantidad de
anticuerpo después de la vacunacioén.

** El factor de conversién se define como el incremento en
veces en tituladores promedios geométricos HI de suero (GMTs)
y después de la vacunacién para cada cepa de vacuna.

***El rango de proteccion esta definido como la proporcién

de sujetos quienes fueron ya sea seronegativos antes de la

(VAN
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vacunacion y tienen un titulador HI post-vacunacion (protector)
de 21:40 o quienes fueron seropositivos antes de la vacunacién
y tienen un incremento significativo de 4 veces en la post-
vacunacién del titulador, normalmente se aceptan como
indicando proteccion.

Un rango de proteccién del 70% es definido por la
autoridad reguladora de salud Europea (CHMP - Comité para
Productos Medicinales por Uso Humano) es uno de los tres
criterios normalmente requeridos para ser cumplidos para una
vacuna de influenza de temporada anual, y en donde el CHMP
también espera encontrar una vacuna candidata pandémica. Sin
embargo, el modelo matematico ha indicado que la vacuna que
es unicamente el 30% eficiente contra ciertas cepas
desplazadas, también serda benéfica para ayudar a reducir la
magnitud de una pandemia (Ferguson y asociados, Nature
2006).

La FDA ha publicado un lineamiento de desplazamiento
(disponible en Office de Communication, Training y
Manufacturers Assistance (HFM-40), 1401 Rockville Pike, Suite
200N, Rockville, MD 20852-1448, o llamando al 1-800-835-4709
6 301-827-1800, o a través de la Internet en el sitio
http://www.fda.gov/cber/quidelines.htm) en los Datos Clinicos
Necesarios para Soportar la Licencia de Vacunas de Influenza
Pandémicas, y los criterios propuestos también estan basados

en los criterios CHMP. Los puntos de extremo adecuados

Aog



10

15

20

25

86

incluyen en forma similar: 1) el porcentaje de sujetos que
logran un titulador de anticuerpo HI > 1:40, y 2) rangos de
seroconversiéon, definidos como un surgimiento de cuatro veces
en la post-vacunacion de titulador de anticuerpo HI. EIl titulador
promedio geométrico (GMT) debe estar incluido en los
resultados. Estos datos y los intervalos de confiabilidad de 95%
(Cl) de loe estimados de punta de estas evaluaciones deben ser
proporcionados.

Por consiguiente en un aspecto de la presente invencidn,
se proporciona una composicion, método o uso tal como aAqui se
reivindica, en donde la respuesta inmune o proteccién indicada
por la administracion de la composicion pandémica
contemplada, cumple con los tres criterios de regulacién de los
Estados Unidos para la eficacia de vacunas de influenza. En
forma adecuada, al menos uno, en forma adecuada dos o tres
de los siguientes criterios se cumplen para la cepa pandémica
de la composicion:

- un rango de seroconversion de >50%, de >60%, de
>70%, en forma adecuada de >80% o >90% en la poblacidén
adulta (con edades de 18-60), y/o en forma adecuada también
en la poblacién de adultos mayores (con edades >60 afos);

- un rango de proteccion de >75%, de >80%, de >85%, en
forma adecuada de >90% en poblacion adulta (con edades de
18-60), y/o adecuados también en la poblacién de adultos

mayores (con edades de >60 afos);
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- un factor de conversion de >4.0, de >5.0, de >6.0, de
>7.0, de >8.0, de >9.0 o de 10 o arriba de 10 en la poblacién
adulta (con edades de 18 a 60), y/o adecuados también en la
poblacién de adultos mayores (con edades de >60 afios).

En una realizaciéon especifica la composicion de acuerdo
con la presente invencion cumplira tanto con un "rango de
seroconversion de >60%, 6 >70%, o en forma adecuada >80% vy
un rango de proteccién de >75%, en forma adecuada de >80%
en la poblacién adulta. En otra realizacién especifica la
composicion de acuerdo con la presente invencién cumplira
tanto con un factor de conversién de >5.0, o0 >7.0 o en forma
adecuada >10.0 como con un rango de seroconversién de >60%,
0 >70%, o en forma adecuada >80% en la poblacién de adultos.
En otra realizacién especifica, la composicién de acuerdo con la
presente invencion cumplira tanto con un factor de conversion
de >5.0, o >7.0 o en forma adecuada >10.0, y un rango de
proteccién de >75%, en forma adecuada >80% en la poblacién
de adultos. En otra realizacion especifica, la composicién de
acuerdo con la presente invencion cumplird tanto con un factor
de conversién de 10.0 o mayor, un rango de seroconversién de
80% o mayor, y un rango de protecciéon de 80% o mayor.

En otra realizacién, la vacuna reivindicada cumplirada con un
rango de seroproteccion de al menos el 30% contra cepas
desplazadas, en forma adecuada al menos 40%, 6 >50% 6 >60%

contra cepas desplazadas. En forma adecuada el rango de
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seroproteccion sera de >70%, o en forma adecuada >80% contra
cepas de desplazamiento.

En forma adecuada cualquiera o todos Ilos criterios
también cumplen para otras poblaciones, tal como en nifios y en
poblaciones inmuno-comprometidas.

En forma adecuada la respuesta(s) anterior es(son)
obtenidas después de una dosis, o normalmente después de dos
dosis. Es una ventaja particular de la composicion reivindicada,
que la respuesta inmune se obtenga después Unicamente de
una dosis de vacuna adyuvantada. Por consiguiente, se
proporciona en un aspecto de la presente invencion, el uso de
una preparacién de antigeno de virus de influenza pandémica
no vivo, en particular una preparacion de virus de influenza de
division, en la fabricacién de una composicién de vacuna para
una vacunacion de una dosis contra influenza, en donde la
vacunacion de una dosis genera una respuesta inmune que
cumple con al menos uno, en forma adecuada dos o tres de los
requerimientos reguladores internacionales para vacunas de
influenza. En otra realizacion particular, la vacunacién de una
dosis también, o en forma adicional, genera una respuesta
inmune de célula T CD4 y/o respuesta de memoria de célula B
gue es mayor a la obtenida con la vacuna no adyuvantada. En
una realizacién particular la respuesta inmune es una respuesta
de anticuerpo reactiva cruzada o una respuesta de célula T CD4

reactiva cruzada, o ambas. En una realizacion especifica el
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paciente humano es inmunolégicamente desprotegido (es decir,
no tiene inmunidad persistente) a la cepa de la condiciéon. En
forma especifica, la composicién de vacuna contiene una baja
cantidad de antigeno HA. En forma especifica, la composicién
de vacuna es tal como se define en la presente invencion. En
particular, las propiedades inmunogénicas de la composicién de
vacuna son como se definié en la presente invencién. En forma
adecuada la vacuna se administra en forma intramuscular.

Con respecto a la composiciéon para re-vacunaciéon, cuando
es una composicion multivalente, al menos dos o los tres
criterios tendran que ser cumplidos para todas las cepas,
particularmente para una nueva vacuna, tal como una nueva
vacuna para administrarse a través de una ruta diferente. Bajo
algunas circunstancias, seran suficientes dos criterios. Por
ejemplo, puede ser aceptable que se cumplan dos de tres
criterios en todas las cepas, aunque el tercer criterio sea
cumplido por algunas, aunque no todas las cepas (por ejemplo
dos de tres cepas).

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona
un método para disefilar una vacuna para enfermedades
conocidas por ser curadas o tratadas a través de la activacién
de célula T CD4+, que comprende

1) seleccionar un antigeno que contiene epitopes CD4+
epitopes, y

2) combinar el antigeno con un adyuvante de emulsion de

.



10

15

20

25

90

aceite en agua tal como se describe en la presente invencion,

en donde la vacuna al momento de la administracién en el
mamifero, tiene la capacidad de inducir una respuesta de célula
T CD4 aumentada en el mamifero.

Las ensenanzas de todas las referencias en la presente
solicitud, incluyendo las solicitudes de patente y las patentes
otorgadas, estan incorporadas en su totalidad a la presente
invencion como referencia. Cualquier solicitud de patente a la
cual esta solicitud reclame prioridad, esta incorporando su
totalidad a la presente como referencia en la forma aqui
descrita para las publicaciones y referencias.

Para evitar duda, Ilos términos que comprende”,
‘comprende” y “comprendiendo” de la presente invencion
proyectados por los inventores, seran sustituibles
opcionalmente con los términos “que consiste en”, “consiste en”
y “consistente en”, respectivamente, en cualquier caso.

La presente invenciéon se describira en forma adicional a
través de la referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.

El Ejemplo |, describe métodos de lectura inmunoldgicas
utilizados en estudios de hurones y humanos.

El Ejemplo Il, describe la preparacién y caracterizacion de
una emulsién de aceite en agua y formulaciones adyuvantes
utilizadas en los estudios ejemplificados.

El' Ejemplo IlIl, muestra una evaluaciéon pre-clinica de

vacunas de influenza adyuvantadas y no adyuvantadas en

.
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hurones. A

El Ejemplo |V describe una prueba clinica en una
poblacién de adultos con edades de 18 a 60 afos con una
vacuna que contiene una preparacion de antigeno de influenza
de divisién de una cepa H5N1 pandémica y un adyuvante AS03.
Ejemplo | - Métodos de Lectura Inmunolédgica

1.1. Métodos en hurones

Los métodos adecuados se proporcionan a continuacién y
son utilizados en forma rutinaria para experimentos llevados a
cabo con cepas de temporada. El lector experto comprendera
que puede ser necesaria cierta adaptacion u optimizacion
dependiendo de la cepa de influenza utilizada.

I.1.1. Prueba de Inhibicibn de Hemaglutinacién (HI)

Procedimiento de prueba

Los tituladores del anticuerpo anti-hemaglutinina para la
cepa de virus de infl‘uenza se determinan utilizando la prueba
de inhibicion de hemaglutinacién (HI). El principio de la prueba
HI esta basado en la capacidad de los anticuerpos contra anti-
influenza especificos para inhibir la hemaglutinacién de células
de globulos rojos de caballo (RBC) a través de la hemaglutinina
Qe virus de influenza (HA). Después de un pre-tratamiento de
suero (coélera, RDE, desactivacién con calor,...), se incubaron
diluciones de dos veces de suero con 4 wunidades de
hemaglutinaciéon de la cepa de influenza. Los globulos rojos de

caballo (adaptacion: pavo o caballo) posteriormente fueron
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agregados y se registro la inhibiciébn de aglutinacion. Los
tituladores se expresan como el reciproco de la diluciobn mas
alta de suero que inhibié completamente la hemaglutinacion. Ya
gue la primera diluciéon de suero fue de 1:10, se calificd un nivel
indetectable como un titulador igual a 5. Se pueden encontrar
mas detalles en la secciéon 1.2.1. que se encuentra mas
adelante.

1.1.2. Monitoreo de temperatura corporal

Se registrdé la temperatura corporal por medio de sensores
de temperatura (Star Oddi, Iceland) implantados el Dia 14 bajo
anestesia con una mezcla de cetamina-ropun-atropina (2,5%-
0,25%-0,025%) a través de una pequefia incisiéon en la linea
alba en la cavidad peritoneal. La herida se cerré con costuras y
se reviso diariamente.

1.2.3. Titulacién viral

Se recolectaron muestras faringeas, nasales y rectales de
todos los animales. Se colocaron los individuales en el medio
de transporte de virus de 3 ml (VTM; PBS estéril o solucién
isotonica adecuada tal como BSS de Hank que contiene
antibiéticos (100 unidades/ml penicilina, 100 Hug/mli
estreptomicina) y ya sea el 2% de suero de bovino fetal o el
0.5% de gelatina) y se almacenaron a una temperatura de -80°C
hasta el analisis. Después de la necropsia, se pesaron
secciones craneoventrales, craneodorsales, caudoventrales vy

caudodorsales del pulmén derecho de cada animal, y se
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almacenaron a una temperatura de -80°C hasta el analisis. Las
secciones de puimén fueron homogeinizadas en 3 ml VTM. Se
determinaron los tituladores virales por medio de un PCR
TagMan especifico de H5N1 y el cultivo de titulacién de virus en
células de riidn canino Madine Darby (MDCK).

Para el PCR TagMan, se extractaron H5N1 Flu RNAs de
muestras de hurdn y posteriormente se amplificaron mediante
ensayo RT-PCR cuantitativol utilizando sebadores y sondas
designados en una region conservada del genoma de influenza.
Los datos se expresaron como Unidades de Dilucién de Control
(CDU) y TCIDso programa de tejido de pulmén o por ml de
muestra, respectivamente. Se determinaron Ias'Unidades de
Dilucién de Control (CDU) - CDUs a partir de una curva
producida de una reserve de virus la cual se diluyd en serie,
con cada dilucion pasando por extraccion de acido nucleico y
amplificacién PCR Tagman en la misma forma que las muestras
de prueba.

Para el cultivo viral, se transfirieron diluciones en serie
adecuada a la muestras a placas de micro-titulacion que
contienen medio y células MDCK y posteriormente se incubaron
a una temperatura de 35°C durante de 5 a 7 dias. Después de la
incubacién, se determinaron los tituladores de derrame viral
mediante “Reed y Muench” y se expresaron como Log TCID50

por gramo de tejido de pulmédn o por ml de muestra.
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1.1.4. Ensayo de Anticuerpo de Neutralizaciéon

Se Ilevaroh a cabo medidas de anticuerpo de
neutralizacién en muestras de suero congelado, descongeladas.
La neutralizacién de virus a través de Ilos anticuerpos
contenidos en suero, se determind en un ensayo de micro-
neutralizacion. Los sueros se utilizaron sin tratamiento
adicional en el ensayo. Cada suero se probd por triplicado. Se
mezcldé una cantidad estandarizada de virus con diluciones en
serie de suero y se incubaron para permitir el enlace de los
anticuerpos al virus. Posteriormente se agregd o una
suspension celular que contiene una cantidad definida de
células MDCK a la mezcla de virus de anti-suero y se incubd a
una temperatura de 33°C. Después del periodo de incubacién,
se visualizdé la replica del virus mediante hemaglutinacién de
globulos rojos de pollo. EI titulador de neutralizacién del 50%
de un suero, fue calculado a través del método de Reed vy
Muench (Am. J; Hyg.1938, 27: 493-497).
1.2. Ensayos para evaluar la respuesta inmune en humanos

1.2.1 Ensayo de Inhibicién de Hemagqlutinacion

La respuesta inmune fue determinada midiendo Ilos
anticuerpos HI utilizando el método descrito por WHO
Collaborating Centre for influenza, Centres para Disease
Control, Atlanta, E.U.A. (1991).

Se realizaron medidas de titulador de anticuerpo en

muestras de suero congelado, descongeladas con un
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micrométodo validado estandarizado y en forma detallada
utilizando 4 unidades de inhibicion de hemaglutinacién (4 HIU)
de los antigenos adecuados y 0.5% de suspension de eritrocito
de ave de corral (o 0.5% de cisne y caballos para H5N1). Se
eliminaron los inhibidores de suero no especificos mediante
tratamiento térmico y enzimas de destruccion mediante
receptor.

Los sueros obtenidos fueron evaluados para los niveles de
anticuerpo HI. Comenzando con una dilucién inicial de 1:10, se
prepar6é una serie de dilucion (por un factor de 2), hasta una
dilucion final de 1:20480. El punto extremo de titulacion se
tomé como el paso de dilucién mas alto que mostré la inhibicion
completa (100%) de hemaglutinacién. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado.

Adaptacion para H5N1

Descripcién especifica de HI utilizando eritrocitos de
caballo

Las glucoproteinas (hemaglutininas) estan localizadas en
la envoltura viral, y tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos
(glébulos rojos) de muchas especies, por ejemplo pollo.

Se llevé a cabo la prueba de inhibicién de hemaglutinacién
en dos pasos:

1. Reaccién de anticuerpo-antigeno: el antigeno de
influenza (DTA, antigeno de prueba de dialisis) reacciona con

los anticuerpos del suero del sujeto.
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2. Aglutinacién de antigeno excesiva: el antigeno excesivo
reacciona con glébulos rojos agregados.

Los eritrocitos de caballo son utilizados para cepa H5N1
Pandémicas.

0.5 % (concentracidén final) de una suspensiéon de gldébulos
rojos de caballo en amortiguador de fosfato que contiene 0.5 %
BSA (albumina de suero de bovino, concentracién final).

Esta suspensién se preparé diariamente lavando los
globulos rojos con el mismo amortiguador de fosfato y un paso
de centrifugacién subsecuente (10 minutos, 2000 rpm). Este
paso de lavado se repote una vez. Después de la adicion de los
glébulos rojos de caballos a la mezcla de reaccion del suero del
paciente/sujeto y la suspensiéon del virus, las placas tienen que
ser incubadas a temperatura ambiente (RT, 20°C +/-2°C)
durante dos horas debido al bajo rango de sedimentacién de los
glébulos rojos de caballo. |

1.2.2. Ensayo de Inhibicién de Neuraminidasa

El ensayo se llevdo a cabo en placas de micro-titulacion
recubiertas con fetuina. Se prepard una serie de diluciéon al
doble de anti-suero y se mezclé con una cantidad estandarizada
de influenza A, H3N2, H1 N1 ¢ influenza B. La prueba estuvo
basada en la actividad biolégica de la neuraminidasa que libera
en forma enzimatica acido neuraminico de la fetuina. Después
de la disociacion del acido neuraminico terminal, se descubrio

la pB-D-glactosa-N-acetil-galactosamina. Se agregdé a |los
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depositos aglutinina de cacahuate etiquetada con peroxidasa de
rabano (HRP) de Arachis hypogaea, que enlaza especificamente
a las estructuras de galactosa. La cantidad de aglutinina
enlazada puede detectarse y cuantificarse en una reaccién de
substrato con tetra-metilbenzidina (TMB). La dilucién de
anticuerpo mas alta que aun inhibe Ila actividad de
neuraminidasa viral en al menos el 50%, se indica como el
titulador NI.

1.2.3. Ensayo de Anticuerpo de Neutralizacién

Se llevaron a cabo medidas de anticuerpo de
neutralizacion en muestras de suero congelado, descongelados.
La neutralizacion del virus mediante anticuerpos contenidos en
el suero, se determina en un ensayo de micro-neutralizacion.
Los sueros son utilizados en tratamiento adicional en el ensayo.
Cada suero es probado por triplicado. Se mezclé una cantidad
estandarizada de virus con diluciones en serie de suero y se
incubaron para permitir el enlace de los anticuerpos al virus.
Posteriormente se agregd a la mezcla de virus y anti-suero una
suspensién celular que contiene una cantidad definida de
células MDCK, y se incub6 a una temperatura de 33°C. Después
del periodo de incubacidén, la replica del virus se visualiz6
mediante hemaglutinacién de glébulos rojos de pollo. EI
titulador de neutralizacién al 50% de un suero, se calculd a
través del método de Reed y Muench (Am.J;Hyg.1938, 27: 493-

497).
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1.2.4. Inmunidad Transmitida por célula evaluada mediante

Citometria de Flujo de Citocina (CFC)

Se pueden reestimular células T CD4 y CD8 especificas de
antigeno de sangre periférica in vitro para producir IL-2,
CD40L, TNF-alfa y IFN, si se incuban con su antigeno
correspondiente. En consecuencia, las células T CD4 y CD8
especificas del antigeno pueden enumerarse mediante
citometria de flujo siguiendo etiquetacidon de inmuno-
fluorescencia convencional del fenotipo celular asi como
produccién de citocinas intracelulares. En este estudio, se
utiliza el antigeno de vacuna de influenza como antigeno para
re-estimular las células T especificas de influenza. Los
resultados se expresan como una frecuencia de células T CD4 o
CD8 positivas-citocina(s) dentro de la sub-poblacidén de célula T
CD4 o CD8 T.

1.2.5. Células B de memoria mediante ELISPOT

La tecnologia de ELISPOT permite la cuantificacién de las
células de B de memoria especificas de wun antigeno
determinado. Las células B de memoria pueden inducirse para
diferenciarse en células de plasma in vitro después del cultivo
con CpG durante 5 dias. Las células de plasma especifico de
antigeno generadas in vitro posteriormente pueden ser
enumeradas utilizando el ensayo ELISPOT. En sintesis, se
incubaron células de plasma generadas in vitro en placas de

cultivo recubiertas con antigeno. Las células de plasma

de
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especificas de antigenos forman manchas de
anticuerpo/antigeno, las cuales pueden ser detectadas mediante
un procedimiento inmune-enzimatico convencional, en este
estudio, las cepas de la vacuna de influenza o inmunoglobulinas
anti-humanas se utilizan para recubrir las cajas de cultivo con
el objeto de enumerar el anticuerpo especifico de influenza o
células de plasma de secrecion IgG, respectivamente. Los

resultados se expresan como una frecuencia de células de

plasma que secretan anticuerpo especifico de influenza dentro

de las células de plasma que producen IgG.

1.2.6. Métodos Estadisticos

1.2.6.1. Puntos Extremos Primarios

- Porcentaje, intensidad y relacién con la vacunaciéon de
signos y sintomas locales y generales solicitados durante un
periodo de seguimiento de 7 dias (es decir el dia de vacunacién
y 6 dias posteriores) después de la vacunaciéon y en general.

« Porcentaje, intensidad y relacién' con la vacunacién de
signos y sintomas locales y generales no solicitados durante un
periodo de seguimiento de 21 dias (es decir el dia de
vacunaciéon y 20 dias subslecuente) después de la vacunacién y
en general.

* Surgimiento de eventos adversos severos durante todo el
estudio.

1.2.6.2. Puntos de extremos secundarios

Para la respuesta inmune humoral:
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Variables observadas:

» Los dias 0 y 21: inhibicién de hemaglutinacién de suero
(HI) y anticuerpo NI, probados por separado contra cada una de
las tres cepas de virus de influenza representadas en la vacuna
(anticuerpos anti-H1N1, anti-H3N2 y anti-B).

* En los dias 0 y 21: tituladores de anticuerpo de
neutralizacién, probados por separado contra cada una de las
tres cepas del virus de influenza representadas en la vacuna.

Variables derivadas (con intervalos de confiabilidad del
95%)

+ Tituladores por medios geométricos (GMTs) de
anticuerpos HI de suero con intervalos de confiabilidad de 95%
(95% CI) pre y post-vacunacién.

« Rangos de seroconversién con 95% Cl el dia 21.

* Factores de conversion** con 95% CI el dia 21

* Rangos de seroproteccién*** con 95% Cl el dia 21

» GMTs de anticuerpo NI de suero (con intervalos de
confiabilidad de 95%) en todos los puntos extremos.

* El rango de conversiéon definida como el porcentaje de
vacunas de quienes tienen al menos un incremento de 4 veces
en tituladores HIl de suero el dia 21 en comparacion con el dia
0, para cada cepa de vacuna.

** Factor de conversion definido como el incremento en
veces en GMTs HI de suero el dia 21 en comparacién con el dia

0, para cada cepa de vacuna.
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***Rango de proteccién definida como el porcentaje de
vacunas con un titulador Hi de suero = 40 después de la
vacunacion (para cada cepa de vacuna) que normalmente es
aceptado como indicando proteccién.

Para la respuesta inmune transmitida por célula (CMI)

Variable observada

En los dias 0 y 21: frecuencia de células CD4/CDS8
positiva-citocina por 10° en diferentes pruebas. Cada prueba
cuantifica la respuesta de las células T CD4/CD8 a:

« Antigeno de influenza de péptido (pf) (la naturaleza y
origen preciso de estos antigenos necesita ser
proporcionada/explicada).

* Antigeno de influenza de division (sf)

* Antigeno de influenza completo (wf).

Variables derivados:

» células que producen al menos dos diferentes citocinas
(CD40L, IL-2, IFNy, TNFa)

» células que producen al menos CD40L y otra citocina (IL-
2, TNFa, IFNy)

+ células que producen al menos I[L-2 y otra citocina
(CD40L, TNFa, IFNy)

* células que producen al menos IFNy y otra citocina (IL-2,
TNFa, CD40L)

* células que producen al menos TNFa y otra citocina (IL-

2, CD40OL, IFNy).

12y



10

15

20

25

102

1.3.5.3. Analisis de inmunogenicidad

El analisis de inmunogenicidad estuvo basado en el
cohorte vacunado total. Para cada grupo de tratamiento, se
calcularon los siguientes parametros (con intervalos de
confiabilidad de 95%):

« Tituladores promedio geométricos (GMTs) de tituladores
de anticuerpo Hl y NI los dias 0 y 21

* Tituladores promedio geométricos (GMTs) de tituladores
de anticuerpo de neutralizaciéon los dias 0y 21.

+ Factores de conversion el dia 21.

* Rango de seroconversion (SC) el dia 21 definido como el
porcentaje de vacunas que tienen al menos un incremento de 4
veces en los tituladores Hl de suero el dia 21 en comparacién
con el dia 0.

+ Rangos de proteccion el dia' 21 definidos como el
porcentaje de vacunas con un titulador HI de suero =1:40.

» La frecuencia de linfocitos T CD4/CD8 que secretan en
respuesta, se resumid (estadisticas descriptivas) para cada
grupo de vacunacioén, en cada punto de tiempo (dia 0, dia 21) y
para cada antigeno (Influenza de péptido (pf), influenza de
division (sf) e influenza completa) (Wf)).

+ Estadisticas descriptivas en diferencia individual entre
las respuestas de punto de tiempo (Post-Pre) para cada grupo
de vacunacion y cada antigeno (pf, sf, y wf) en cada una de las

5 diferentes pruebas.
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*+ Se utilizé una prueba no paramética (prueba de Kruskall-

Wallis) para comparar las diferencias de ubicacién entre los

“tres grupos y el valor-p estadistico que calculo para cada

antigeno en cada una de las 5 diferentes pruebas. Todas las
pruebas de significancia tuvieron dos rabos. Los valores-p
menores 0 iguales a 0.05 se consideraron como
estadisticamente significativos.

Ejemplo Il - Preparacion y caracterizacion de Ila
emulsion de aceite en agua y formulaciones adyuvantes.

A menos que remanifieste lo contrario, la emulsiéon de
aceite/agua utilizada en los ejemplos subsecuentes estuvo
compuesta de una fase organica elaborada de 2 aceites (alfa-
tocoferol y escualeno), y una fase acuosa de PBS que contiene
Tween 80 como un agente emulsificante. A menos que se
manifieste |lo contrario, la formulaciones de adyuvante de
emulsién de aceite en agua utilizados en los ejemplos
subsecuentes, se elaboraron comprendiendo el siguiente
componente de emulsion de aceite en agua (concentraciones
finales proporcionadas): 2.5% de escualeno (v/v), 2.5% de alfa-
tocoferol (v/v), 0.9% de monooleato de sorbitano de
polioxietileno (v/v) (Tween 80), ver Publicacién de Patente WO
95/17210. Esta emulsién, denominada AS03 en los ejemplos
subsecuentes, se prepar6 tal como se indica en un concentrado

de dos veces.

Wt
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I1.1. Preparacion de emulsion SB62

II. 1.1. Preparacion de escala de laboratorio

Se disolvié Tween 80 en solucién salina amortiguada con
fosfato (PBS) para proporcionar una solucién al 2% en el PBS.
Para proporcionar 100 ml de una emulsién concentrada al
doble, se vortizaron para mezclarse completamente 5g de alfa
tocoferol DL y 5 ml de escualeno. Se agregaron 90 ml de una
solucion de PBS/Tween y se mezclaron completamente. La
emulsion resultante se paso posteriormente a través de una
jeringa y finalmente fue microfluidizada utilizando una maquina
de micro-fluidos M110S. Las gotas de aceite resultantes tienen
el tamafno de aproximadamente 120-180 nm (expresado como
promedio Z medido mediante PCS). Los otros componentes de
adyuvante/antigeno se agregaron a la emulsién en una mezcla
simple.

I1.1.2. Preparaciéon escalada

La preparacion de la emulsion SB62 se llevé a cabo
mezclando bajo agitacion fuerte de una fase de aceite
compuesta de componentes hidrofébicos (a-tocoferol vy
escualeno) y una fase acuosa que contiene los componentes
solubles en agua (Tween 80 y PBS mod (modificado), pH 6.8).
Mientras se agitaba, la fase de aceite (volumen total 1/10) se
transfirié a la fase acuosa (volumen total 9/10), y la mezcla se
agito durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente la mezcla resultante se sometié a fuerzas de

Iy



10

15

20

25

105

corte, impacto y cavitacién en la cadmara de interacciéon de un
microfluizados (15000 PSI - 8 ciclos) para producir gotas de
sub-micras (distribucién entre 100 y 200 nm). EI pH resultante
es entre 6.8 + 0.1. La emulsién SB62 se esterilizd
posteriormente mediante filtraciéon a través de una membrana de
0.22 um vy la emulsién de vofumen estéril se almacenéd
refrigerada en contenedores Cupac a una temperatura de 2 a
8°C. Se enjuagé el gas inerte estéril (nitrogeno o argon) en el
volumen muerto del contenedor de volumen final de la emulsién
SB62 durante al menos 15 segundos.

La composicion final de la emulsién SB62 es tal como se
indica a continuacion:

Tween 80: 1.8 % (v/v) 19.4 mg/ml; Escualeno: 5 % (v/v)
42.8 mg/ml; a-tocoferol: 5 % (v/v) 47.5 mg/ml;, PBS-mod: NaCl
121 mM, KCI 2.38 mM, Na2HPO4 7.14 mM, KH2PO4 1.3 mM; pH
6.8 £ 0.1.

I1.2. Mediciéon de la dispersion de luz dinamica del tamaio
de gota del aceite

11.2.1 Introducci6én

El tamafo del diametro de las gotas de aceite se
determin6o de acuerdo con el siguiente procedimiento y bajo las
siguientes condiciones experimentales. La medida del tamafo
de gota se proporciona como una medida de intensidad y se

expresa como un promedio z medido mediante PCS.
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11.2.2. Preparacién de la muestra

Las medidas de tamafio se han Ilevado a cabo en un
adyuvante de emulsion de aceite en agua: SB62 preparado
siguiendo el método de escalado, AS03 y AS03+MPL (50 ug/ml),
siendo al menos dos preparados justo antes de utilizarse. La
composicion de las muestras se proporciona mas adelante (ver
seccion 11.2.4). Las muestras se diluyeron 4000 x - 8000x en
PBS 7.4. Como un control, se diluyeron 100 nm de los
estandares del tamafio de particula PL-Nanocal (catalogo No.
6011-1015) en 10 mM NacCl. |

11.2.3. Medidas de tamaiio Malvern Zetasizer 3000HS

Todas las medidas de tamafo se llevaron a cabo con
Malvern Zetasizer 3000HS. Se midieron las muestras en una
cubeta de plastico para el analisis Malvern en una dilucién
adecuada (normalmente en una diluciobn de 4000x a 20000x
dependiendo de la concentracién de la muestra), y con dos
modelos Opticos.

- ya sea indice refractivo de particula real de 0 y uno
imaginario de 0.

- o indice refractivo de particula real de 1.5 y uno
imaginario de 0.01 (el modelo 6ptico adaptado para la emulsién,
de acuerdo con los valores encontrados en la literatura).

Las condiciones técnicas fueron:

- longitud de onda laser: 532 nm (Zeta3000HS).

- energia de laser: 50 mW (Zeta3000HS).

/N
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- luz dispersada detectada en 90° (Zeta3000HS).

- temperatura: 25°C,

- duracion: determinacién automatica mediante |la
difuminacion,

- numero:v 3 medidas consecutivas,

- didmetro de promedio-z: mediante analisis de
acumulaciones,

- distribuciéon de témaﬁo: mediante el método Contin o el
método Automatico.

El algoritmo Malvern Automatico utiliza una combinacién
de acumulaciones, algoritmos Contin y minimos cuadrados no
negativos (NNLS).

La distribucion de intensidad puede convertirse en la
distribucién de volumen, debido a la teoria Mie.

11.2.4. Resultados (ver tabla 2)

Analisis de acumulaciones (diametro de promedio Z):

Tabla 2

Muestra Dilucién Registro Rango de conteo ZAD Polidispersidad

SB62 5000 1 7987 153 0.06
2 7520 153 0.06
3 6586 152 0.07
Promedio 7364 153 0.06

SB62 (Ejemplo Vi) 8000 1 8640 151 0.03
2 8656 151 0.00
3 8634 150 0.00
Promedio 8643 151 0.01

SB62+MLP 25 ug (*) 8000 1 8720 154 0.03
2 8659 151 0.03
3 8710 152 0.02
Promedio 8697 152 0.02

(') Preparado como se indica a continuacion: Agua para inyeccion, PBS concentrado 10x, 250 yl de emulsion

SB62 y 25 ug de MPL se mezclan juntos para alcanzar un volumen final de 280 ul.
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El tamafo de diametro de promedio z (ZAD) se pesa a
través de la cantidad de luz dispersada mediante cada tamafo
de particulas en la muestra. Este valor esta relacionado con un
analisis monomodal de la muestra y se utiliza principalmente
con propositos de capacidad de reproduccioén.

El rango de control (CR) es una medida de la Iluz
dispersada: corresponde a miles de fotones por segundo.

El indice de poli-dispersidad (Poly) es el ancho de la
distribucion. Esta es una medida sin dimensién de la amplitud
de distribucién.

Analisis Contin y automatico:

Se han elaborado otras dos preparaciones SB62 (AS03
concentrado al doble) y se evaluaron de acuerdo con el
procedimiento explicado anteriormente con las siguientes
modificaciones menores:

Las muestras se midieron en una cubeta de plastico paran
analisis Malvern, en dos diluciones determinadas para obtener
un valor de rango de conteo o6ptimo: 10000x y 20000x para
Zetasizer 3000HS, los mismos modelos 6pticos que se utilizaron
en el ejemplo anterior.

Los resultados se muestran en la tabla 3.

N3]
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Tabla 3
SB62 Dilucién IR Andlisis en Contin Anélisis en Automatico
(promedio en nm) (promedio nm)
Real Imaginario Intensidad Volumen | Intensida | Volumen
d
1022 1/10000 0 0 149 167 150 -
1.5 0.01 158 139 155 143
1/20000 0 0 159 200 155 196
1.5 0.01 161 141 147 -
1023 1/10000 0 0 158 198 155 -
1.5 0.01 161 140 150 144
1/20000 0 0 154 185 151 182
1.5 0.01 160 133 154 -

“% o«

cuando los valores obtenidos no fueron coherentes.

En la figura 1 se muestra una representacién esquematica
de esos resultados para la formulacion 1023. Tal como se
puede apreciar, la gran mayoria de las particulas (por ejemplo,
al menos 80%) tiene un diametro menos a 300 nm en
intensidad.

II. 2.5 Conclusién general

Se midi6o la formulacion SB62 en diferentes diluciones con
Malvern Zetasizer 3000HS y dos modelos 6pticos. El tamario de
particula ZAD (por ejemplo, intensidad promedio mediante
analisis de acumulaciéon) de las formulaciones evaluadas
anteriores, fue de alrededor de 150-155 nm.

Cuando se utiliza el algoritmo de acumulaciones no
observamos influencia de la dilucién en el ZAD vy la poli-

dispersidad.
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Ejemplo 11l - evaluaciéon pre-clinica de una vacuna de
influenza de division pandémica adyuvantada (que
comprende la cepa H5N1) en hurones
I1l. 1. Légica y objetivos

La infeccidén de influenza en el modelo de hurén mimetiza
cercanamente la influenza humana, con respecto tanto a la
sensibilidad a la infeccién, como a la respuesta clinica. EI
hurén es extremadamente sensibie a infeccién con virus tanto
de influenza A como de influenza B, sin adaptacion previa de
las cepas virales. Por consiguiente, proporciona un excelente
sistema modelo para estudios de proteccion conferidos por
vacunas de influenza administradas. Este estudio investigd la
eficacia de vacunas de divisién H5N1 adyuvantadas con ASO03
para proteger hurones contra un estimulo letal con la cepa
homéloga H5N1  A/Vietnam/1194/2004 o con una cepa
heteréloga A/lndonesia. El objetivo de este experimento fue
demostrar la eficacia de una vacuna de influenza adyuvantada
en comparacién con hurones inmunizados con PBS o el
adyuvante solo.
iii.2. Diseho experimental

111.2.1. Tratamiento/qrupo (tabla 4)

Se inyectaron en forma intramuscular 36 hurones macho
adultos jovenes fuera de crianza (Mustela putorius furo) (6
hurones/grupo) con la edad de aproximadamente 8 meses (peso

corporal 0.8-1.5 kg), los dias 0 y 21 con wuna dosis
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completamente humana (500 wu! de dosis de vacuna). Se
inmunizaron cuatro grupos de hurones (n = 6) con cuatro
diferentes concentraciones de A/Vietnam/1194/2004 (NIBRG-14)
(15, 5.0, 1.7 y 0.6 ug HA) en combinacion con AS03 (dosis
humana estandar, 250 ul/dosis). Dos grupos de control
consistieron en animales tratados con placebo y AS03. Se
recolectaron los sueros el dia 21 y 42 para analisis de
respuestas sexolégicas. Los tituladores de anticuerpo para el
virus homoélogo fueron determinados mediante ensayo de
inhibiciobn de hemaglutinacién (tituladores HI). EI dias 49 todos
los animales fueron estimulados mediante ruta intranasal con
una dosis de 10° TCIDsg de la cepa homotipica
A/Vietnam/1194/04. Durante el curso del estimulo, se
recolectaron muestras nasales, de la garganta y rectales para
evaluar el derrame del virus. Después de la necropsia, se
pesaron las secciones craneoventrales, craneodorsales,
caudoventrales y caudodorsales del pulmén derecho de cada
animal y se almacenaron a una temperatura de -80°C hasta el
analisis. Se determinaron los tituladores virales por medio del
PCR TagMan especifico de H5N1 y el cultivo de titulacién del
virus en celulas MDCK. Se expresaron los datos como Unidades
de Dilucion de Control (CDU) y TCIDs, por gramo de tejido de
pulmén o por ml de muestra, respectivamente. Se determinaron
los CDU a partir de una curva estandar producida de una

reserva de virus la cual se diluyé en serie, pasando cada
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Tagman en la misma forma que las muestras de prueba.

Tabla 4

Grupo Antigeno +/-
adyuvante

Dosificacién

Ruta/programa

Otro tratamiento

1 PBS

iIMdia0y21

Estimulo H5N1
(A/Vietnam/1194/04) Dia
49

2 H5N1 AS03

15 ug HA

IMdiaOy21

Estimulo H5N1
(A/Vietnam/1194/04) Dia
49

3 H5N1 AS03

5 ug HA

IMdia0Oy21

Estimulo H5N1
(A/Vietnam/1194/04) Dia
49

4 H5N1 AS03

1.7 ug HA

IM dia 0y 21

Estimulo H5N1
(A/Vietnam/1194/04) Dia
49

5 H5N1 AS03

0.6 ug HA

IM dia 0 y 21

Estimulo H5N1
(A/Vietnam/1194/04) Dia
49

6 AS03 solo

IMdia 0y 21

Estimulo H5N1
(A/Vietnam/1194/04) Dia
49

I11.2.2. Preparacién de las formulaciones de vacuna

111.2.2.2. H5N1 de divisién adyuvantado con un adyuvante
de emulsion de aceite en agua ASO3A en una dosis de 500 ul

Versién 1

Se prepard previamente un amortiguador pre-mezclado en
el amortiguador de volumen final (PBS pH 7.4) que contiene
Tiomersal, Tween 80 y Triton X100 en cantidades que toman en
cuenta sus concentraciones en la cepa. EI dia de las
inmunizaciones, 15 - 5 - 1.7 6 0.6 uyg de la cepa H5N1 se
agregaron al amortiguador pre-mezclado. Después de 30
minutos de agitacion, se agregaron 250 ul de la emulsion SB62.

La formulacién se agité durante 30 minutos. Las inyecciones
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ocurren a la hora después del final de la formulacion.
Version 2

En forma adecuada, la formulacioén se prepara como se
indica a continuacion. Se agregaron Tween 80, Triton X100 y
Tiomersal al amortiguador de volumen final en cantidades que
toman en cuenta sus concentraciones en la cepa. Después de 5
minutos de agitaciéon, se agregaron 15 - 6 - 1.7 6 0.6 ug de la
cepa H5N1. Después de 30 minutos de agitacion, se agregaron
250 ul de la emulsion SB62. La formulacion se agité durante 30
minutos. Las inyecciones ocurrieron a la hora después del final
de la formulacién.
111.2.2.3. AS03A en dosis de 500 ul

Versién 1

Se mezclaron 250 ul de emulsién SB62 con 250 ul de PBS
pH 6.8, se agitaron durante 5 minutos y se almacenaron a una
temperatura de 4°C hasta su administracion.

Version 2

En forma adecuada, se preparo la formulacién como se
indica a continuacion. Se mezclaron 250 yl de emulsién SB62
con 250 ul de PBS pH 6.8 y se agitaron durante 5 minutos. Las
inyecciones ocurrieron a la hora después del final de la
formulacién.

Nota: En cada formulacién, se agregé PBS concentrado 10
veces para alcanzar la isotonicidad y se concentré6 una vez en

el volumen final. Se calculé el volumen H2O para alcanzar el
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volumen objetivo.

i11.2.3. Lecturas (tabla 5)

Tabla 5
Lectura Punto de tiempo Método de analisis
5 Proteccion D+5 posterior al estimulo % de proteccion (numero de hurones

vivos/nimero de hurones total por grupo)

Tituladores HI Dia 42 Ensayo de inhibicion de hemaglutinacion

Derrame viral Dia 49 a dia 54 Cultivo de titulacion de virus en MDCK
para muestras de garganta y tejido de
pulmén

Telemetria Dia 49 a dia 54 Temperatura corporal

10 111.3. Resultados y conclusiones

La tabla 6 resume los datos de broteccién, los tituladores

Hl y la carga viral en tejido de pulmén y muestras faringeas

obtenidas en hurones después del estimulo con una cepa H5N1
homéloga.

15 Tabla 6. Proteccion de hurones vacunados con HS5N1

adyuvantados con H5N1 contra estimulo con virus de influenza

H5N1 homodlogos.

20
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Régimen de vacunacion Carga viral (No./No. total)°
No. de muertes/ No. | Tituladores HI° Tejido de Muestras
total (% de .
proteccion)® pulmén (%) faringeas (%)
PBS 4/5 (20) - 6/5 (100) 5/5 (100)
ASO03 solo 6/6 (0) - 6/6 (100) 6/6 (100)
H5N1 adyuvantado con AS03 216 (67) + 4/6 (67) 2/6 (33)
(0.6 pg)
H5N1 adyuvantado con AS03 1/5 (80) + 1/5 (20) 1/5 (20)
(1.7 ug)
H5N1 adyuvantado con AS03 (5 0/6 (100) +++ 2/6 (33) 2/6 (33)
49)
H5N1 adyuvantado con AS03 0/6 (100) +++ 1/6 (17) 1/6 (17)
(15 ug)

 Un animal inmunizado con PBS y uno inmunizado con 1.7 ug HA de la vacuna adyuvantada fueron

neutralizados durante el curso de la vacunacion (dia 25). No hubo enlace aparente entre la
vacunacién y estas mortalidades.

® Tituladores HI promedio geométricos (D42): +++ (> 160), ++ (60-160) + (40-60), - (< 40).

° Numeros de animales con carga viral determinada mediante cultivo viral > 102 TCIDso por gramo de

tejido o por ml de muestra.

111.3.1. Datos de proteccion

Antes el estimulo con H5N1, se eutanizaron dos animales.

Un animal inmunizado con PBS, fue eutanizado debido a la

pérdida de peso excesiva durante el curso de la vacunacién (dia
1.7 ug HA de la vacuna

14). Un animal inmunizado con

adyuvantada fue eutanizado debido a la pérdida de peso
excesiva durante el curso de la vacunacién (dia 25). No hubo
enlace aparente entre la vacunacion y estas mortalidades.

El estimulo con A/Vietnam/1194/04 en hurones vacunados
mostré una

ASO03,

con vacunas H5N1 adyuvantadas con

proteccién dependiente de la dosis de antigeno o curva de
supervivencia (tabla 6). Todos los animales inmunizados con 5
6 15 ug HA de la vacuna adyuvantada con AS03 fueron

protegidos contra el estimulo letal. De manera importante, los
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tituladores HI promedio contra virus A/Vietnam/1194/2004
homoélogo fueron > 40 en todos los grupos de hurones
inmunizados con vacunas adyuvantadas con ASO03, incluyendo
en los grupos que han recibido las dosis menores, con una
proteccién de 66.67 y 80.00% obtenida contra el estimulo
homologo en hurones inmunizados con 0.6 y 1.7 ug de la
vacuna de division H5N1 adyuvantada con ASO03,
respectivamente. Todos los hurones inmunizados con PBS o el
adyuvante soélo exhibieron una carga viral superior a 10°
TCIDso/g de tejido de pulmén, y todos los animales derramaron
altos niveles de virus en la faringe a lo largo del curso de la
infeccibn. De manera inversa, la administracion de vacunas
adyuvantadas con ASO3 redujo la carga de virus en la mayoria
de los animales, debajo de una valor de umbral de 102 TCIDso
por gramo de tejido de pulmén o por ml de fluido procedente de
las muestras faringeas (tabla 6). Unicamente uno o dos hurones
por grupo inmunizados con vacunas adyuvantadas con ASO03,
tuvieron cargas virales de moderadas a altas (>10% TCIDso).

Se llevé a cabo un analisis estadistico en estos datos que
condujo a las siguientes conclusiones:

- todas las dosis de vacuna fueron estadisticamente
diferentes a los controles.

- valores p (prueba exacta de Fischer) fluctuaron de
0.0276 para la dosis mas baja a 0.0006 para la dosis mas alta

- la dosis estimada para inducir el 90% de protecciéon fue

14
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estimada en este modelo para ser de 2.9 ug
- la dosis mas baja para inducir el 100% de proteccién se
estimé en este modelo para estar entre 2.9 y 5 ug.

111.3.2. Respuestas humorales (tituladores HI)

La respuesta inmune humoral a la vacunacién, se midi6
después de cada inmunizacion en los dias 21 y 42. Las
muestras de suero se probaron mediante la prueba de inhibicidon
de hemaglutinacion (HI) utilizando eritrocitos de caballo. Los
resultados se presentan en la tabla 6.

Las formulaciones de divisiobn HSN1 monovalentes
adyuvantadas con AS03, indujeron las respuestas HI mas fuerte
a la cepa homébloga en comparacion con hurones inmunizados
con PBS o ASO03 solos. Se observé un efecto de dosis de
antigenos con los tituladores HI mas altos obtenidos en hurones
inmunizados con las dosis de antigeno mas altas (15 6 5 yg HA
de la vacuna adyuvantada) en comparacion con la respuesta
inmune inferior en hurones que reciben las dos dosis mas bajas
(1.7 6 0.8 ug HA de la vacuna adyuvantada).

Tal como se muestra en la tabla 6 y en la figura 2A, se
encontrdé una correlacion entre tituladores Hi y la proteccién en
hurones, estimulados con A/Vietnam H5N1. Los tituladores HI
mayores a 40, parecieron correlacionarse con la proteccion en
hurones inmunizados con vacunas de division H5N1

adyuvantadas con ASO03.
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111.3.3. Respuestas humorales (tituladores de anticuerpo de

neutralizacién)

La respuesta inmune humoral a la vacunacién, también fue
probada mediante el ensayo de neutralizacién después de cada
inmunizacion los dias 21 y 42. Los resultados se presentan en
la figura 3.

Las formulaciones de division HS5N1 monovalentes
adyuvantadas con ASO03, indujeron las respuestas de anticuerpo
de neutralizacion mas fuertes a las cepa heterdloga, en
comparacién con los hurones inmunizados con PBS o ASO03
s6lo. Se observé un efecto de dosis de antigeno con los
tituladores HI mas altos obtenidos en hurones, inmunizados con
dosis de antigeno mas altas (15 6 5 yg HA de la vacuna
adyuvantada) en comparacion con wuna respuesta inmune
inferior en hurones que reciben las dos dosis mas bajas (1.7 o
0.8 yg HA de la vacuna adyuvantada).

111.3.4. Derrame viral después de estimulo homdlogo H5N1

A/Vietnam

El derrame viral se llevé a cabo mediante cultivo viral y
PCR TaqMan en tejido de pulmdédn y muestras nasales/de
gargantal/rectales.

Tal como se muestra en la tabla 6, la proteccién también
fue observada en términos de reduccion de carga viral en
tejidos de pulmén y muestras faringeas en hurones inmunizados

con vacunas de divisién H5N1 adyuvantadas con ASO03 (la
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mayor parte de los animales con 102 TCIDs, por gramo de tejido
o por ml de muestra). Todos los hurones inmunizados con PBS
o el adyuvante solo, exhibieron una alta carga viral en tejidos
de pulmdén y en la faringe a lo largo del curso de la infeccion.
La figura 2B muestra la carga viral promedio determinada
a través tanto de PCR como de cultivo viral en cada grupo. Esto
demostr6 que todos los grupos que reciben la vacuna
adyuvantada tuvieron tendencia a exhibir cargas virales
reducidas relativas a los grupos de control que reciben PBS o el
adyuvante solo, con hurones inmunizados con 0.7 yg HA de la
vacuna adyuvantada, mostrando una reduccion mas modesta en
la carga viral. Se puede apreciar una pequefa diferencia entre
hurones inmunizados con 1.6, 5 6 15 uyg HA de la vacuna
adyuvantada. Finalmente, para la carga viral en pulmones, los
resultados PCR fueron consistentes con la titulacién del virus.
Ademas, el derrame viral en muestras nasales y rectales,
asi como el plasma fue investigado mediante el cultivo viral y
PCR. Generalmente, la titulaciéon del virus fue menos sensible
que el analisis PCR. Este analisis mostré la presencia de virus
H5N1 en muestra de la cavidad nasal y rectal de 2/5 hurones
que reciben PBS. En este grupo, 1/5 animales derramaron
también virus en el suero. Los animales no inmunizados con la
vacuna de division H5N1 no adyuvantada con AS03 derramaron
virus en muestras rectales o de plasma. En forma interesante,

el material de analisis de cada hurén individual, mostré que
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algunos hurones protegidos tuvieron una alta carga viral y bajo
nivel de tituladores HI, lo que demuestra que el mecanismo a
través del cual se logrdé la proteccion puede ser debido, al
menos en parte, a la induccién de inmunidad celular (no
evaluada en este experimento).

111.3.5. Temperatura corporal

Se registraron las temperaturas corporales de todos los
animales. No se observaron cambios en temperaturas
corporales durante la fase de vacunacion. El estimulo con
A/Vietnam/1194/04 indujo la generacién de fiebre con
temperaturas corporales que fluctian de 40°C a 42°C, con picos
entre 12 a 24 horas después del inicio del estimulo. Durante el
curso de la infeccion, las temperaturas corporales disminuyeron
a niveles normales en animales que sobrevivieron al estimulo.
Los animales que murieron antes del dia 5, mostraron una
radpida disminucién en la temperatura corporal después del pico
de la fiebre.

En sintesis, las pruebas seroldégicas indicaron que los
tituladores HI significativamente mayores, fueron obtenidos en
animales inmunizados con vacunas adyuvantadas en
comparacion con animales inmunizados con PBS o el adyuvante
solo. El estimulo con el virus A/Vietnam/1194/04 homélogo
mostré una curva de supervivencia dependiente de la dosis de
antigeno con una carga viral reducida en tejido de pulmon y

muestras faringeas, de los grupos que reciben vacunas
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adyuvantadas en comparacién con grupos de control. Todos los
animales en los grupos de control (inmunizados con PBS o el
adyuvante solo) derramaron virus en el tracto respiratorio
superior con una carga viral arriba de 10° TCIDso/g de pulmédn,
en tanto que en grupos que reciben vacunas adyuvantadas,
unicamente una proporcién de animales derramo virus en el
tracto respiratorio superior (4/17 con 10°> a 107 TClDse/g de
tejido de pulmoén, la mayoria debajo de 102 TCIDso por gramo de
pulmén o por ml de muestra faringeas). Ademas, hubieron
tituladores virales reducidos en tejido de pulmén de los grupos
que reciben vacunas adyuvantadas, en comparacién con grupos
tratados Uunicamente con placebo y adyuvante. Esta reducciéon
fue parcialmente dependiente de la dosis de antigeno,
alcanzando una estabilidad aparente en 5 yg de antigeno.
Ejemplo IV - Prueba clinica en una poblacién de adultos con
edades de entre 18 y 60 afios, con una vacuna que contiene
una preparacion de antigeno de influenza de divisiéon y
adyuvante AS03
IV.1. Introduccién

Un estudio aleatorizado, de observador-ciego, fase | se
flevé a cabo en forma normal en una poblacion de adulto con
edades de 18 a 60 anos en el afio de 2006, con el objeto de
evaluar la reactogenicidad y la inmunogenicidad de un
candidato de influenza pandémica administrado en diferentes

dosis de antigeno (3.8 wg, 7.5 wug, 15 wug y 30 ug HA)
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adyuvantado no con el adyuvante AS03. La respuesta inmune
humoral (es decir, tituladores de anticuerpo de anti-
hemaglutinina, neutralizacién y anti-neuraminidasa) vy la
respuesta inmune transmitida por células (respuestas de célula
T CD4 y/o CD8 T) se midieron 21 dias después de cada una de
las dos administraciones intramusculares de las formulaciones
de vacuna candidatas. Los grupos no adyuvantazos sirvieron
como referencia para el grupo adyuvantado respectivo que
recibe el mismo contenido de antigeno.

IV.2. Disefo de estudio

Ocho grupos de 50 sujetos cada uno (planeado) recibieron
en paralelo en forma intramuscular la siguiente vacuna:

" un grupo de 50 sujetos recibié dos administraciones de
la vacuna de influenza de virus de divisiobn pandémico, que
contiene 3.8 ug HA

" un grupo de 51 sujetos recibié dos administraciones de
la vacuna de influenza de virus de divisién pandémico, que
contiene 3.8 ug HA y adyuvantado con AS03

" un grupo de 50 sujetos recibiéo dos administraciones de
la vacuna de influenza del virus de divisién pandémico, que
contiene 7.5 yg HA.

" un grupo de 50 sujetos recibié dos administraciones de
la vacuna de influenza de virus de divisibn pandémico, que
contiene 7.5 yg HA y adyuvantada con AS03.

un grupo de 50 sujetos recibié dos administraciones de
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la vacuna de influenza del virus de division pandémica, que
contiene 15 ug HA

" un grupo de 50 sujetos recibié dos administraciones de
la vacuna de influenza de virus de division pandémico, que
contiene 15 yg HA y adyuvantada con ASO03

" un grupo de 50 sujetos recibié dos administraciones de
la vacuna de influenza del virus de divisiobn pandémica, que
contiene 30 yg HA.

®* un grupo de 49 sujetos recibié dos administraciones de
la vacuna de influenza del virus de divisién pandémica, que
contiene 30 yg HA y adyuvantada con ASO03

Se llevé a cabo la inscripcién para asegurar que la mitad
de los sujetos de cada grupo, tuvieran edades de entre 18 y 30
afnos.

Programa de vacunacion: dos inyecciones de vacuna
candidata de influenza pandémica el dia 0 y dia 21, recoleccién
de muestras de sangre, analisis de lectura los dias 21 y 42
(determinaciéon de anticuerpo HI, determinacién de anticuerpo
NI, determinacién de anticuerpos de neutralizaciéon, y anaélisis
CMI), conclusiéon del estudio (dia 51) y fin del estudio (180
dias).

IV.3. Objetivos del Estudio

IV.3.1. Objetivos primarios

- Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por las

vacunas de estudio en términos de tituladores de anticuerpo
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anti-hemaglutinina.

- Evaluar la seguridad y la reactogenicidad de las vacunas
de estudio en términos de eventos adversos locales y generales
solicitados, eventos adversos, no solicitados y -eventos
adversos severos.

Para la respuesta inmune humoral:

Variables observadas en los dias 0, 21, 42 y 180:
tituladores de anticuerpo de inhibicién de hemaglutinacién en
suero.

Variables derivadas (con intervalos de 95% de confiabilidad)

- Tituladores promedio geométricos (GMTs) de anticuerpos
de suero los dias 0, 21, 42 y 180

- Rangos de seroconversion* los dias 21, 42 y 180

- Factores de conversion** los dias 21, 42 y 180

- Rangos de proteccién*** los dias 0, 21, 42 y 180

*Rango de seroconversién para wuna respuesta de
anticuerpo de hemaglutinina, se define como el porcentaje de
vacuna para quienes ya sea tienen un titulador de pre-
vacunaciéon > 1:40 o un titulador pre-vacunaciéon > 1:10 y al
menos de cuatro veces en el titulador de post-vacunacién.

**Factor de conversion definido como el incremento en
veces en GMTs post-vacunaciéon HI de suero en comparacién
con el dia O;

***Rango de proteccién definido como el porcentaje de

vacuna con un titulador HI de suero >40 después de |la
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vacunacion que normalmente es aceptada como indicando
proteccion.
Para la evaluaciéon de seguridadlfectogenicidad:

- Porcentaje, intensidad y relacion con la vacunacién de
signos y sintomas locales y generales solicitados durante un
periodo de seguimiento de 7 dias (es decir el dia de vacunacién
y 6 dias subsecuentes) después de la vacunacién y en general.

- Porcentaje, intensidad y relacién con la vacunacién de
signos y sintomas locales y gen‘erales no solicitados durante un
periodo de seguimientd de 21 dias después de la primera
vacunacién,' durante un periodo de seguimiento de 30 dias
después de la segunda vacunacién y en general.

- Surgimiento de eventos adversos severos durante todo el
estudio.

IV.3.2. Objetivos secundarios

- Evaluar la respuesta inmune humoral inducida por las
vacunas de estudio en términos de tituladores de anticuerpo de
neutralizacién de suero

- Evaluar la respuesta inmune transmitida pro célula
inducida por las vacunas de estudio en términos de frecuencia
de linfocitos T CD4/CD8 especificos de influenza.

Ademas, se evaluara el impacto de vacunaciéon en células
B de memoria especificas de influenza utilizando la tecnologia
Elispot.

Para la respuesta inmune humoral:

b
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Variables observadas los dias 0, 21, 42 y 180: tituladores
de anticuerpo de neutralizacién de suero

Variables derivadas (con intervalos de 95% de
confiabilidad):

- Titul.adores promedio geométricos (GMTs) de anticuerpos
de suero los dias 0, 21, 42 y 180

- Rangos de seroconversion* los dias 21, 42 y 180

*Rango de seroconversién para respuesta de anticuerpos
de neutralizacién se define como el porcentaje de vacunas con
un incremento minimo de 4 veces en titulador en la post-
vacunacion.

Para la respuesta CMI:

1. Frecuencia de células CD4/CD8 de citocina por 10° en
pruebas que producen al menos dos diferentes citocinas
(CD40L, IL-2, TNF-a, IFN-y)

2. Frecuencia de ceélulas CD4/CD8 positivas-citocina por
10° en pruebas que producen al menos CD40L y otra molécula
de senal (IL-2, IFN-y, TNF-a)

3. Frecuencia de células CD4/CD8 positivas-citocina por
10° en pruebas que producen al menos IL-2 y otra molécula de
sefial (CD40L, IFN-y, TNF-a)

4. Frecuencia de células CD4/CD8 positivas-citocina por
10% en pruebas que producen al menos TNF- ¢ y otra molécula
de sefal (IL-2, IFN-y, CD40L)

Frecuencia de células CD4/CD8 positivas-citocina por 10°

e
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en pruebas que producen al menos IFN-y y otra molécula de
sefal (CD40L, IL-2, TNF-a).
Los dias 0, 21, 42 y 180: frecuencia de células B de
memoria especifica de influenza por 10° células en la prueba.
IV.4. Composicion de vacuna y administracién (tabla 7)

111.4.1. Preparaciéon de vacuna

111.4.1.1. Composicién de vacuna de influenza adyuvantada
con AS03

AS03 contiene la emulsion SB62 de aceite en agua, que
consiste en una fase de aceite que contiene DL-a-tocoferol y
escualeno, y una fase acuosa que contiene el detergente no
ibnico polisorbato 80.

La sustancia activa del candidato de vacuna de influenza
pandémica es un antigeno de virus de division desactivado con
formaldehido, derivado de Ila cepa de virus de vacuna
A/VietNam/1194/2004 (H5N1) NIBRG-14. La dosis de antigeno
HA fluctua de 3.8 a 30 wyg por dosis. Los volumenes
monovalentes de virus de division utilizados para producir la
vacuna de influenza adyuvantada con ASO03, se fabrican
siguiendo el mismo procedimiento al utilizado para la vacuna de
influenza inter-pandémica con licencia de GSK Biologicals
Fluarix™/a-Rix®. Para el propdsito de esta prueba clinica, la
cepa de virus utilizada para la fabricacion de lotes clinicos, es
la cepa de vacuna de prototipo H5N1 recombinante

A/Vietnam/1194/04 NIBRG-14 de la cepa de vacuna H5NT1
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derivada de A/Vietnam/1194/04 altamente patogénica. Esta
cepa prototipo recombinante ha sido desarrollada por NIBSC
utilizando genéticas inversas (una referencia adecuada es
Nicolson y asociados, 2005, Vaccine, 23, 2943-2952)). La cepa
de resurtimiento combina los segmentos HS5 y N1 para el
esqueleto de la cepa A/PR/8/34, y el H5 fue construido para
eliminar la extensién polibadsica de aminoacidos en el sitio de
disociacion HA que es responsable de una virulencia de alto
nivel de las cepas originales. Esto se logro transfectando
células Vero con plasmidos que contienen el gen HA
(modificados para eliminar las determinantes de alta
patogenicidad) y el gen NA de A/Viet Nam/1194/2004 (H5N1) de
aislado humano y plasmidos que contienen los genes internos
de PR8. EIl virus rescatado se paso dos veces en huevecillos, y
posteriormente se designd como el virus de referencia NIBRG-
14. EI caréacter atenuado de este resurtimiento H5N1, fue
documentado en forma extensa en una evaluacién de seguridad
pre-clinica (llevada a cabo médiante NIBSC), tal como también
se realiza en forma rutinaria para las cepas de vacuna flu
clasicas.

La vacuna candidata de influenza pandémica adyuvantada
con AS03 de acuerdo con la presente invencién, es una vacuna
de 2 componentes que consiste en 0.5 ml de antigenos de de
virion de divisién desactivados concentrados presentados en un

frasco de virio tipo I, y una jeringa de vidrio tipo | llena
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previamente que contiene 0.5 ml del adyuvante AS03. Al
momento de la inyeccién, el contenido de la jeringa llenada
previamente que contiene el adyuvante se inyecta en el frasco
que contiene los antigenos de virion de division desactivados
concentrados. Después de mezclar el contenido, se extrae la
jeringa y la aguja se reemplaza por una aguja intramuscular.
Una dosis de la vacuna candidata de influenza adyuvantada con
AS03 reconstituida, corresponde a 1 ml. Cada de dosis de
vacuna de 1 ml contiene 3.8 wg, 7.5 ug, 15 y 6 30 ug de
hemaglutinina (HA) o cualquier cantidad HA adecuada que
pueda haber sido determinada para que la vacuna cumplav con
los criterios de eficacia que aqui se describen.

Como alternativa, la vacuna candidata de influenza
pandémica adyuvantada con AS03 de acuerdo con la presente
invencion, es una vacuna de 2 componentes que consiste en
0.25 ml de antigenos de virion de divisién desactivados
concentrados presentados en un frasco de vidrio tipo | y una
jeringa de vidrio tipo | llena previamente que contiene 0.25 ml
del adyuvante AS03. Al momento de la inyeccién, el contenido
de la jeringa llena previamente que contiene el adyuvante se
inyecta en el frasco que contiene los antigenos de virion de
division desactivados concentrados. Después de mezclar el
contenido, se extrae en la jeringa y la aguja se reemplaza por
una aguja intramuscular. Una dosis de la vacuna candidata de

influenza adyuvantada con ASO03 reconstituida corresponde a
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0.5 ml. Cada dosis de vacuna de 0.5 ml contiene 3.8 ug, 7.5 ug,
15 v 6 30 ug de hemaglutinina (HA) o cualquier cantidad HA
adecuada que puede haber sido determinada para que la vacuna
cumpla con los criterios de eficacia que aqui se describen.

Los excipientes de vacuna son polisorbato 80 (Tween 80),
octoxinol 10 (Triton X-100), cloruro de sodio, fosfato de
hidrégeno de sodio, fosfato de dihidrégeno de potasio, cloruro
de potasio, hexahidrato de cloruro de magnesio y agua para
inyeccién. Se ha agregado tiomersal como un conservador
antimicrobiano para evitar la contaminaciéon durante el uso, ya
que se anticipa que cuando ocurre una pandemia, la
presentacién principal sera presentada en un contenedor de
dosis multiple (frascos o ampolletas) para lo cual se requiere un
conservador. Por esta razén, la vacuna pandémica se formula
con tiomersal en 5 ug/dosis, como el conservador. En forma
adecuada la vacuna pandémica puede ser formulada con
tiomersal en 10 wg/dosis como el conservador o una dosis
ligeramente superior, tal como hasta 25 yg/dosis de vacuna.

111.4.1.2. Produccién de una preparacién de antigeno H5N1
de influenza desactivado de division

Se prepararon monovolumenes de virus creciendo la
semilla de operacién H5N1 en huevos de gallina embrionados.
El proceso de fabricacién para los volumenes monovalentes de
division, la cepa H5N1 de influenza desactivada ilustrada en la

figura 4, es idéntica al proceso de fabricacion para los
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volumenes monovalentes de a-Rix™.

Basicamente, el proceso de fabricacion de los volumenes
monovalentes fue de dividirse en cuatro partes principales:

1) Propagacién de la semilla de operacién en huevos de
gallina fertilizados, cosechando y recolectando fluidos
alantoicos infectados, para obtener el “volumen de virus
completo monovalente crudo” (paso 1).

2) Purificacién de cada cepa de virus que conquce al
“volumen de virus completo monovalente purificado” (pasos 2 a
6).

3) Divisién del volumen de virus completo monovalente
purificado con desoxicolato de sodio, obteniendo como
resultado el “volumen de virus de division monovalente
purificado” (pasos 7-8/1).

4) Desactivacién del volumen de virus de divisién
monovalente purificado en dos pasos mediante incubacién con
desoxicolato de sodio y con formaldehido, seguido de
ultrafiltracion y filtracion estéril, con el objeto de obtener el
“volumen de virus de division desactivado monovalente
purificado” o el “volumen monovalente” (pasos 8/2-9)

1) Produccion del volumen del virus completo monovalente

-crudo

Preparacion del inéculo de virus:
El dia de la inoculacién de los huevecillos embrionados,

se preparo un inéculo mezclando el lote de semilla de virus de
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operacion con amortiguador de fosfato que contiene 25 yg/ml de
hidrocortisona, y 0.5 mg/ml de sulfato de gentamicina. EI
indculo de virus se mantuvo a temperatura ambiente hasta la
inoculacién.

Inoculaciéon de Huevecillos Embrionados:

Se utilizaron huevos embrionados pe-incubados de once
dias de edad para la replica del virus. Los huevos se
transfirieron a las habitaciones de produccion después de la
fumigacién con formaldehido de los cascarones. Se inocularon
aproximadamente 120,000 huevos con 0.2 ml el indéculo de
virus, utilizando cada uno un aparato de inoculacién de huevos
automatico. Los huevos inoculados se incubaron a wuna
temperatura de 34.0°C durante 72 horas.

Al final del periodo de incubacién, los huevos se
inspeccionaron en forma visual con respecto a la presencia de
embriones vivos y vasos sanguineos adecuados a la edad. Los
embriones se exterminaron enfriando los huevecillos, y se
almacenaron durante 12 a 46 horas a una temperatura de 2 a
8°C.

Recoleccidn

El fluido alantoico aproximadamente 2 ml) de los huevos
embrionados enfriados, se recolecté mediante maquinas de
recoleccién de huevos. Los fluidos alantoicos se recolectaron
en una tanque de acero inoxidable termo-regulado a una

temperatura de 2 - 8°C. En esta etapa, el producto es
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denominado el “volumen de virus completo monovalente crudo”.
El volumen de virus completo monovalente crudo no se
almacena, pero se transfiere inmediatamente al paso de
aclaracion.

2) Produccion de volumen de virus completo
monovalente purificado

Todas las operaciones se llevaron a cabo a una
temperatura de 2 a 8°C, hasta obtener un fluido a través de
ultra-centrifugacién, la cual se llevé a cabo a temperatura
ambiente.

Aclaracién:

El fluido alantoico recolectado es aclarado mediante
centrifugacién de velocidad moderada continua. Este paso
elimina las particulas grandes que pudieron haber sido
recolectadas durante la recolecciéon del fluido alantoico (por
ejemplo, partes de cascarones de huevo).

Pasos de absorcion:

Este paso permite aclarar en forma adicional el fluido
alantoico a través de una precipitacién del material de virus,
mediante absorcién a un gel de fosfato de hidrégeno de calcio y
basico.

Para obtener el gel de fosfato de hidrogeno de calcio
dibasico (CaHPO,), se agregaron 0.5 mol/l de fosfato de
hidrégeno disédico (Na,HPO,) yv 0.5 mol/l de cloruro de calcio

(CaCl,) al conjunto de virus aclarado para alcanzar una
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concentracion final de 1.87 g CaHPO, por L.

Después de la sedimentacién durante al menos 8 horas
hasta un maximo de 36 horas, se eliminé el sobrenadante y el
sedimento que contiene los virus de influenza se resolubulizo a
través de la adiciéon de una soluciéon EDTA disédica al 8.7%.-

Filtracion:

El sedimento de influenza resuspendido se filtr6 a través
de una membrana de filtro de 6-um para eliminar los pelets
restantes potenciales.

Flujo a través de ultracentrifugacion:

El virus de influenza se purific6 en forma adicional
(eliminacion de proteinas y fosfolipidos) y se concentré
mediante ultracentrifugaciéon isopicnica en un gradiente de
sacarosa lineal (0 - 55%) en un rango de flujo de de 8 - 20 por
hora. El gradiente se formé utilizando la solucién de sacarosa
55% (p/p) con 0.01% timerosal, y un amortiguador de fosfato pH
7.4 con 0.01% de timerosal. Este se realiza en la presencia de
100 =+ 15 ug/ml de tiomersal con el objeto de controlar la
biocarga del proceso, ya que la centrifugacion se lleva a cabo a
temperatura ambiente.

Se recuperaron cuatro diferentes fracciones midiendo la

concentracidon de sacarosa a través de un refractémetro;

Fraccién 4/1: 55 - 47% sacarosa
Fraccién 4/2: 47 - 38% sacarosa
Fraccion 4/3: 38 - 20% sacarosa

8
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Fraccién 4/4: 20 - 0% sacarosa.

El limite superior de fraccion 4/2 es seleccionado para
equilibrar entre una HA/proteina de coeficiente de alta pureza y
una recuperacion maxima del virus completo. El limite entre las
fracciones 4/2 y 4/3 se selecciona para minimizar el contenido
de ovalbimina en la fracciéon 4/2. El limite inferior de la fraccién
4/3 se selecciona sobre las bases del contenido HA encontrado
en el rango bajo del gradiente de sacarosa. Las fracciones 4/2 y
4/3 se utilizaron para preparaciones adicionales. La mayor parte
del virus se recolectd en la fraccién 4/2. La fraccién 4/3, la cual
contiene tanto viruses como proteinas, se purificé en forma
adicional. Primero, la concentracién de sacarosa de la fraccién
4/3 se redujo debajo del 6% (necesario para el paso de
centrifugacion subsecuente) mediante qltrafiltracién.
Posteriormente, la fraccion 4/3 se peletiz6 mediante
centrifugacién para eliminar cualesquiera contaminantes
solubles (proteinas). EI pelet se volvido a suspender en
amortiguador de fosfato pH 7.4 y se mezclé complietamente para
obtener una suspensién homogénea. Los tiempos de retencidn

son maximo de 36 horas para la fraccion 4/3, maximo 60 horas

‘para la fraccién 4/2 y maximo 36 horas la fracciéon 4/3

purificada.
Dilucidn
Ambas fracciones, la fraccién 4/3 tratada y la fraccién 4/2

no tratada, se reunen y diluyen agregando 60 | de amortiguador
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de fosfato pH 7.4.

En esta etapa, el conjunto del material corresponde al
“volumen de virus completo monovalente purificado”.

3) Preparacion de volumen de virus de division monovalente
purificado

Flujo a través de Ultracentrifugacion en la Presencia de
Desoxicolato de sodio:

El virus de influenza se dividié y purificé en forma
adicional mediante centrifugacién a través de un gradiente de
sacarosa lineal (0 - 55% - formado con una solucién de
sacarosa S8a vy amortiguador S6a) que contiene 1.5%
desoxicolato de sodio. El Tween-80 esta presente en 0.1% en el
gradiente. El virus se proceso en un rango de 8 litros por hora.
Al final de la centrifugacion, se recolectaron tres fracciones
diferentes. El rango de la fraccion principal (fraccion 7/2) se
selecciona con base en la validacién dependiente de la cepa de
las condiciones de divisién, con un objetivo para recolectar una
fraccibn que consiste en un antigeno de virus de influenza
interrumpido en forma predominante, minimizando al mismo
tiempo lo mas que sea posible las particulas de virus completo
restantes y los fosfolipidos que vienen de la membrana del virus
después de la division.

Para una A/Vietnam/1194/2004 NIBRG-145 el rango de
fraccion 7/2 se ajusta en 20-41 % de sacarosa. El antigeno de

hemaglutinina se concentra en una fracciéon 7/2, que contiene
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aproximadamente 1.2% de desoxicolato de sodio. Este material
corresponde al “volumen de virus de divisiobn monovalente”.

4) Preparaciéon del volumen de virus desactivado, de
division monovalente final purificado

Filtracion:

La fraccién 7/2 se diluyd tres veces en amortiguador de
fosfato S7c, que contiene 0.025% Tween- 80. Posteriormente, la
fraccion 7/2 se precipité gradualmente hacia abajo a una
membrana de filtro con tamaio de 0.45 um, sonicada
brevemente (para facilitar la fijacién) y filtrada a través de una
membrana de 0.2 uym. Al final de la-filtracién, los filtros se
enjuagaron con amortiguador de fosfato amortiguador (S107c)
que contiene 0.025% Tween-80. Como resultado de la filtracion
y enjuague, el volumen final del filtrado es 5 veces el volumen
de la fraccién 7/2 original.

Desactivacion de desoxicolato de sodio:

La solucidon resultante se incubé a una temperatura de 22
* 2°C durante al menos 84 horas. Al término de este primer
paso de desactivacidon, el material se diluyo con amortiguador
de fosfato S7c para reducir el contenido de proteina total a una
concentracién calculada de 500 yg/mi:

Desactivacion de formaldehido:

El formaldehido se agregé a una concentraciéon final

calculada de 100 wug/ml. La desactivacidén tiene lugar en una

bolsa de 100 L de polietileno de baja densidad de uso simple a
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una temperatura de 20 + 2°C durante al menos 72 horas.
Ultrafiltracién:

El material de virus de divisién desactivado, se ultrafiltro a
través de membranas con un corte de peso molecular de 30,000
Dalton, utilizando consecutivamente amortiguadores S7b y S1b.

Después de wuna reduccion de volumen, el volumen
permanecié constante durante la ultrafiltracién (diafiltracién)
agregando amortiguador de fosfato y solucién salina
amortiguada con fosfato (S1 b) que contiene 0.01% Tween-80.

Durante la ultrafiltracion, se reduce el contenido de
formaldehido, NaDoc y sacarosa.

El material se concentr6 a 15 - 25 litros y se transfirid
inmediatamente el paso de filtraciéon final.

Filtraciéon estéril:

Después de la ultra-filtracion, el material desactivado por
division se filtré gradualmente hasta una membrana de 0.2 ym.

La filtracion estéril final a través de una membrana de
grado estéril de 0.22 um, se llevé a cabo en un ambiente clase
100. Al final de la filtraciéon, los filtros se enjuagaron con
solucion salina amortiguada por fosfato S1b, que contiene 0.01
% Tween-80. En este momqnto, el filtrado se diluyé a una
concentracion de proteina m;nor a 1000 ug/ml, para evitar la
agregacion durante el almacenamiento subsecuente.

El material resultante es el “volumen de virus de divisién

desactivado monovalente purificado” o} el “volumen
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monovalente”.
Almacenamiento:

Los volumenes monovalentes finales de los viruses H5N1
de influenza desactivados con divisién se almacenan a una
temperatura de 2 - 8°C durante un maximo de 18 meses en
botellas de vidrio tipo I.

111.4.1.3. Preparaciéon de composiciones de vacuna con
H5N1 adyuvantada con ASO03
1) Composicion

La vacuna candidata de influenza pandémica del virus de
division desactivado adyuvantado con AS03 que sera evaluada
en la prueba clinica fase | H5N1-007, esta proyectada para
administracion intramuscular. La vacuna es una vacuna de 2
componentes que consiste en antigenos de virion de division
desactivados concentrados (H5N1) presentados en un frasco de
vidrio tipo | y del adyuvante AS03 contenido en una jeringa de
vidrio tipo | llenada previamente.

Una dosis de 1la vacuna de influenza pandémica
adyuvantada con ASO03 reconstituida corresponde a 1 ml. La
composicién se proporciona en la tabla 7. Ya que el estudio
H5N1-007 es un estudio de encuentro de dosis, el contenido HA
por dosis es diferente para cada uno de los lotes clinicos que
seran probados.

Una dosis contiene 3.8, 7.5, 15 o 30 ug .HA. La vacuna

contiene los siguientes residuos del proceso de fabricacién de
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la sustancia de farmaco: formaldehido, ovalbimina, sacarosa,
tiomersal y desoxicolato de sodio.
Tabla 7: Composicion de la vacuna candidata de influenza

pandémica adyuvantada con AS03 reconstituida

Componente | Cantidad por dosis
Ingredientes activos
Viribnes de divisién desactivados 30/15/7.5/3.8 ug HA
AlVietnam/1194/2004 NIBRG-14 (H5N1)
Adyuvante AS03

- Emulsién SB62

e escualeno ¢ 10.68 mg

¢ DL-a-tocoferol ¢ 11.86 mg

» Polisorbato 80 (Tween 80) ¢ 4.85 mg

Excipientes

Polisorbato 80 (Tween 80)’ 1.26 ug/ug HA
Octoxinol 10 (Triton X-100)° 1.16 pglug
Tiomersal 5 ug
Cloruro de sodio 7.5mg
Fosfato de hidrégeno disédico 1 mg
Fosfato de di-hidrégeno de potasio 0.36 mg
Cloruro de de potasio 0.19mg
Hexahidrato de cloruro de magnesio 2.38/12.84/18.07/20.65 ug

2) Formulacion

La fabricacion de la vacuna de influenza pandémica
adyuvantada con AS03 consiste en tres pasos principales:

(a) Formulacién del volumen final de virus de divisién
(concentrado 2 x) sin adyuvante y llenada én el contenedor de
antigeno.

(b) Preparacion del adyuvante AS03 y llenado en el
contenedor de adyuvante.

(c) Reconstitucion extemporanea de la vacuna de virus de
division adyuvantada con ASO03.

1) Formulacién del volumen final sin adyuvante y llenado
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en el contenedor de antigeno.

El diagrama de flujo de formulacién se presenta en la
figura 5.

El volumen del volumen monovalente esta basado en el
contenido HA medido en el volumen monovalente antes de la
formulacién y en un volumen objetivo de 4000 ml.

EI amortiguador de volumen final (amortiguador de
formulacién que comprende: cloruro de sodio: 7.699 g/l;
dodecahidrato de fosfato disédico: 2.600 g/l; fosfato de
dihidrogeno de potasio: 0.373 g/I; cloruro de potasio: 0.2 g/l;
hexahidrato de cloruro de magnesio: 0.1 g/l) y los volumenes
correctos de Triton X-100 (5 % de solucion de octoxinol 10
(Triton ‘X-100)) y tiomersal (0.9% de solucién de reserva de
tiomersal) se mezclaron juntos bajo agitacién continua. EI
monovolumen H5N1, posteriormente se diluyé en el
amortiguador de volumen resultante-Triton X-100-tiomersal con
el objeto de tener una concentracién final de 60/30/15/7.6 ug
H5N1 por ml de volumen final por ml (30, 15, 7.5 6 3.8 ug
HA/500 wul volumen final). La mezcla se agité durante 30 a 60
minutos. El pH se agité durante 30 a 60 minutos. EI pH se
revis6 para estar en 7.2 + 0.3. No hubo necesidad de agregar
Tween 80 debido a que la concentracion de Tween 80 (822
ug/ml) presente en el monovolumen, fue suficiente para
alcanzar el objetivo de concentracién (12.26 ug /ug HA).

El volumen final se llené en forma aséptica en frascos de
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vidrio estériles de 3 ml tipo | (Ph. Eur.). Cada frasco contiene
un volumen de 0.65 ml £ 0.05 ml.

2) Preparacion del volumen de adyuvante estéril AS03 y
llenado en el contenedor de adyuvante.

El adyuvante ASO03 se prepard mezclando dos
componentes: la emulsién SB62 y el amortiguador de fosfato.

Emulsién SB62

La preparacién de la emulsién SB62 se llevé a cabo
mezclando bajo agitacion fuerte una fase de aceite compuesta
de componentes hidrofébicos (a-tocoferol y escualeno ) y una
fase acuosa que contiene los componentes solubles en agua s
(Tween 80 y amortiguador de solucién salina-fosfato en un pH
6.8). Mientras se agit6, la fase de aceite (volumen total 1/10) se
transfirio a la fase acuosa (volumen total 9/10), y la mezcla se
agitoé durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla resultante se sometié a fuerzas de
corte, impacto, y cavitacion en la camara de interaccién de un
micro-fluidizados (15000 PSI - 8 ciclos) para producir gotas de
submicras (distribucion entre 100 y 200 nm). El pH resultante es
entre 6.8 + 0.1. Posteriormente la emulsién SB62 se esterilizo
mediante filtraciéon a través de una membrana de 0.22 ym vy la
emulsion de volumen estéril se almacend refrigerado en
contenedores Cupac a una temperatura ambiente de 2 a 8°C. Se
enjuago el gas inerte estéril (nitrégeno) del volumen muerto del

contenedor de volumen final de la emulsion SB62 durante al
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menos 15 segundos.
La composicién final de la emulsién SB62 es tal como se

indica a continuacién (tabla 8):

Tabla 8

Tween 80: 1.8% (viv) 19.4 mg/ml
Escualeno 5% (vIv) 42.8 mg/ml
a-tocoferol 5% (vIv) 47.5 mg/ml
Amortiguador de solucién salina-fosfato

NaCl : 121 mM
KCl 2.38 mM
Na,HPO, 7.14 mM
KH,PO, 1.3 mM
pH 6.8+0.1

Sistema de adyuvante AS03

El sistema de adyuvante AS03 se preparé mezclando el
amortiguador (PBS mod) con el volumen SB62. La mezcla se
agité durante de 15 a 45 minutos a temperatura ambiente, y el
pH se ajusté a 6.8 £+ 0.1 con NAOH (0.05 o0 0.5 M)/HCI (0.03 M o
0.3 M). Después de otro proceso de agitacion durante de 15 a
20 minutos temperatura ambiente, el pH se midié y la mezcla se
esteriliz6 mediante filtracién a través de una membrana de 0.22
um. El adyuvante ASO03 estéril se almacendé a una temperatura
de +2-8°C hasta el llenado aséptico en jeringas de vidrio estéril
tipo | (Ph. Eur.) de 1.25-ml. Cada jeringa contiene un volumen
promedio de 720 ul (500 ul + 220 ul de sobre llenado).

La composicién final del adyuvante AS03 es como se

)
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indica a continuacion (tabla 9):

Tabla 9

SB62 0.25ml
Escualeno 10.68 mg
Tocoferol 11.86 mg
Polisorbato 80 4.85mg
PBS-mod
NaCl 137 mM
KCI 2.7 mM

1 Na,HPO, 8.1 mM
KH,PO, 1.47 mM
pH 6.8+0.1
Volumen 0.5ml

3) Reconstituciones temporaneas de la vacuna de virus de
division adyuvantada con ASO03.

Al momento de la inyeccién, el contenido de la jeringa
llenada previamente que contiene el adyuvante se inyecté en el
frasco que contiene los antigenos de virion de division
desactivados trivalentes concentrados. Después de mezclar el
contenido se extrajo en la jeringa y la aguja se reemplazé por
una aguja intramuscular. Una dosis de la vacuna candidata de
influenza adyuvantada con AS03 reconstituida, corresponde a 1
ml.

111.4.2. Preparacion de la vacuna

Las vacunas se administraron en forma intramuscular en la
regién deltoide del brazo no dominante. Las vacunas candidatas

de influenza pandémicas son vacunas de 2 componentes que
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consisten en los antigenos presentados en un frasco
(contenedor de antigeno) y una jeringa llenada previamente que
contiene ya sea el adyuvante (contenedor de adyuvante) o el
diluyente. Al momento de la inyecciéon, el contenido de la
jeringa llena previamente se inyectd en el frasco que contiene
los antigenos. Después de mezclarse, el contenido se extrajo
en la jeringa. La aguja utilizada se reemplazé por una aguja
intramuscular. Una dosis de la vacuna corresponde a 1 ml.
IV.5. Resultados de la poblacién de estudio

Se enrolaron en este estudio un total de 400 sujetos: de
49 a 51 sujetos en cada uno de los 8 grupos. La edad promedio
de cohorte vacunado total al momento de la vacunacion fue de
34.3 afnos con una desviacién estandar de 12.76 afos. La edad
promedio y la distribucién de género de los sujetos a través de
los 8 grupos de vacuna fue similar.
IV.6. Conclusiones de seguridad

La administracion de la vacuna candidata de influenza
pandémica adyuvantada con AS03, fue segura y clinicamente
bien tolerada en la poblacion de esfudio, es decir, personas
adultas con edades de 18 y 60 afnos.
IV. 7. Resultados de inmunogenicidad

Se llevé a cabo el andlisis de inmunogenicidad en el
cohorte ATP (sujetos 394).

I11.7.1. Respuesta inmune humoral

Con el objeto de evaluar la respuesta inmune humoral

o
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inducida por la vacuna candidata H5N1 de influenza pandémica
adyuvantada con ASO3, se calcularon los siguientes parametros
(con intervalos de confiabilidad de 95%) para cada grupo de
tratamiento:

+ Tituladores promedio geométricos (GMTs) de los
tituladores de anticuerpo Hl los dias 0, 21 y 42.

* Rangos de seroconversion (SC) los dias 21 y 42;

» Factores de conversién el dia 21 y 42;

* Rangos de proteccién el dia 21 y 42.

I111.7.1.1. Respuesta de anticuerpo'anti-hemaglutinina

a) Tituladores promedio geométricos HI (GMT)

Los GMTs de los anticuerpos HI con 95% Cl| se muestran
en la tabla 10 (GMT para el anticuerpo anti-Hl) y en la figura 6.
Los GMTs de pre-vacunacion de los anticuerpos de la cepa de
vacunacién H5N1 se tuvieron dentro del mismo rango en los
ocho grupos de estudio. Después de la primera vacunacion, en
todos los grupos no adyuvantados incrementaron Unicamente de
manera muy modesta los niveles de anticuerpo de anti-
hemaglutinina de grupos no adyuvantados en una forma
dependiente de la dosis. En los grupos de vacunacién
adyuvantados, se observé facilmente un incremento mas
prominente en los niveles de anticuefpo de anti-hemaglutinina
después de la primera vacunacién, con el GMT mas alto en el
grupo que recibe la dosis de antigeno mas alta (HN30AD).

Después de la segunda vacunacion, los GMTs en los grupos no

10
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adyuvantadas se incrementaron ligeramente con respecto al
GMT post-la primera vacunacién. En comparacién, se
observaron GMTs significativamente mayores después de la
segunda vacunacién en todos los grupos adyuvantados, con un
incremento dependiente de la dosis observado a partir de 3.8
ug a 7.5 ug para el grupo de 15 ug. Para el grupo de 30 ug, se
observé un GMT inferior al grupo 7.5 ug. Todos los grupos de
estudio adyuvantados, incluyendo la dosis mas baja de 3.8 ug
HA, provocaron una respuesta inmune que satisface los
criterios para obtener licencias de vacunas pandémicas con
base en los lineamientos del borrador de la FDA (Marzo 2006)
asi como los criterios establecidos por la EMEA.

Tabla 10 - Tituladores promedio geométricos (GMTs)
para anticuerpo anti-HA en diferentes puntos de tiempo

(cohorte ATP para inmunogenicidad)
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95% Cl
Anticuerpo Grupo Programacién | N Valor LL UL Min Max
FLU HN30 PRE 49 |52 4.8 5.6 <10.0 28.0
ANIET/04 AB PI(D21) 49 1141 8.9 226 <10.0 1280.0
PI{D42) 49 | 20.0 12.5 32.1 <10.0 905.0
HN15 PRE 49 |53 4.8 5.9 <10.0 40.0
PI(D21) 49 | 104 6.9 15.6 <10.0 640.0
PII{D42) 49 |[14.7 9.6 224 <10.0 640.0
HN8 PRE 49 |156.0 5.0 5.0 <10.0 <10.0
PI(D21) 49 |68 54 8.7 <10.0 160.0
PII{D42) 49 | 85 6.3 11.5 <10.0 160.0
HN4 PRE 50 | 5.0 5.0 5.0 <10.0 <10.0
PI(D21) 50 [5.1 4.9 5.4 <10.0 20.0
Pli{D42) 50 16.2 5.3 7.4 <10.0 57.0
HN30AD | PRE 48 |51 4.9 5.5 <10.0 20.0
PI(D21) 48 | 36.7 22.7 59.3 <10.0 640.0
PlI(D42) 48 | 187.5 116.2 302.7 <10.0 1280.0
HN15AD | PRE 49 |51 4.9 5.2 <10.0 10.0
PI(D21) 49 | 247 14.8 414 <10.0 1280.0
PII(D42) 49 | 306.7 218.4 430.8 <10.0 1810.0
HNSAD | PRE 50 [54 4.8 6.0 <10.0 40.0
PI(D21) 50 | 24.6 15.8 384 <10.0 640.0
PlI(D42) 50 [ 205.3 135.1 312.0 <10.0 1280.0
HN4AD | PRE 50 |54 4.8 6.0 <10.0 80.0
Pi(D21) 50 | 12.9 8.9 18.7 <10.0 640.0
PII{D42) 50 | 149.3 93.2 239.1 <10.0 1280.0
HN30 = H5N1 30 ug
HN15 = H5N1 15 ug
HN8 = H5N1 7.5 ug
HN4 = H5N1 3.8 ug
HN30AD = H5N1 30 ug + ASO3
HN 15AD = H5N1 15 ug + AS03
HNBAD = H5N1 7.5 ug + AS03
HN4AD = H5N1 3.8 ug + AS03
GMT = titulador de anticuerpo promedio geométrico calculado en todos los sujetos.
N = ndmero de sujetos con resultados disponibles
n/% = numero/porcentaje de sujetos con tituladores dentro del rango especificado
95% ClI = intervalo de confiabilidad 95%; LL = Limite inferior, UL = Limite superior
MIN/MAX = Minimo/Maximo
PRE = Dosis de pre-vacunacion 1
PI(D21) = Post-vacunacion el dia 21
PlI{D42) = Post-vacunacion el dia 42
Fuente de datos = tabla de apéndice llIA
b) Factores de conversion de los tituladores de

anticuerpo anti-Hl,

seroconversion (correlaciones de protecciéon tal

establece para la vacuna de influenza en humanos)

Los

resultados

se presentan

en

11

(factores

rangos de seroproteccién y rangos de

como se
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conversién), 12 (rangos de seroprotecciéon) y 13 (rangos de
seroconversién).

Los factores de conversion (tabla 11, figura 9) representan
el incremento en veces en GMTs HI de suero para la CEPAM de
vacuna el dia 21 y 42 en comparacién con el dia 0. El factor de
conversion después de la segunda vacunacién varia de 1.2 a
3.9 en los 4 grupos no adyuvantados y de 27.9 a 60.5 en los
grupos adyuvantados. Los factores de conversidén en los grupos
adyuvéntados con ASO03, son muy superiores al incremento de
2.5 veces en el GMT requerido por las Autoridades Europeas
para vacunas interpandémicas para adultos (establecido en la
tabla 1). Normalmente, para vacunas candidatas pandémicas, se
aplican los mismos criterios a los utilizados para la obtencién
de licencias anuales de vacuna de influenza inter-pandémica.
Se debe observar, que todos excepto los grupos adyuvantados
con la concentracion de antigeno mas baja, logran un factor de
conversion de > 2.5 después de la primera vacunacion.

Los rangos de seroproteccion (tabla 12, figura 8)
representa la proporcion de sujetos con un titulador HI de suero
>40 el dia 21 y 42. Antes de la vacunacién, se descubrié que 3
de los sujetos (1 en el grupo HN15, 1 en el grupo HNSB8AD y 1 en
el grupo HN4D) tienen niveles de proteccién de anticuerpos
para la cepa de vacuna H5N1 A/Vietnam/1194/2004. Para H5N1
se obtuvo un porcentaje muy bajo de individuos seroprotegidos

antes de la vacunacién, lo que confirma la observacién de los
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estudios previos (Bresson JL y asociados, The Lancet. 2006:367
(9523): 1657-1664; Treanor JJ y asociados, N Engl/ J Med.
2006;354:1343-1351). En el dia 21, los rangos de
seroproteccion en los grupos no adyuvantados fluctuan de 0.0%
a 28.6% (tabla 12), aunque en los grupos adyuvantados de
26.0% a 58.3% de lo sujetos lograron un titulador protector.
Después de la segunda dosis de la vacuna candidata de
influenza pandémica, de 4.0 a 42.9 % de los sujetos en los
grupos no adyuvantados y de 84.0% a 95.9% en los grupos
adyuvantados, tuvieron un titulador igual o superior al valor de
umbral considerado como protector (por ejemplo, titulador HI >
1:40). En consecuencia, hasta el 95.9% de los sujetos (grupo
15HNAD) que recibe wuna vacuna candidata pandémica
adyuvantada tuvo un titulador HlI de suero =40 después de 2
vacunaciones, y se consideraron como protegidos contra la
cepa de vacunacion H5N1. Las cuatro formulaciones candidatas
excedieron el rango de seroproteccién de 70% requerido en la
poblacién con 18 a 60 afos de edad por las Autoridades
Europeas-con una proporcién de sujeto sustancial que ya han
logrado un titulador protector antes de la primera dosis-aunque
ninguna de las vacunas candidatas no adyuvantadas alcanzaron
este criterio.

Los rangos de seroconversion (tabla 13, figura)
representan el porcentaje de vacunas que tienen ya sea un

titulador de pre-vacunacién, y un titulador de post-vacunaciéon <
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1:10 o un titulador de pre-vacunaciéon > 1:40 o un titulador de
pre-vacunacién > 1:10 y al menos un incremento de cuatro
veces en el titulador post-vacunacién los dias 21 y 42 en
comparacién con el dia 0. Después de la primera vacunacion,
los rangos de seroconversion en los grupos no adyuvantados
fluctuan de 0.0% a 14.9% (tabla 13). En los grupos de estudio
adyuvantados correspondientes, los rangos de seroconversiéon
entre 24.0% y 58.3% fueron observados después de la primera
vacunacion, excediendo en 3 de los 4 grupos adyuvantados que
reciben contenidos de antigeno, los requerimientos de la EMEA
(rango de seroconversion requerido mayor a 40% en la
poblacién de 18 a 60 afos de edad). Después de la segunda
vacunacion entre 4.0% y 40.8% de los sujetos en los grupos no
adyuvantados, aunque de 82.0% a 95.9% de los sujetos en los
grupos adyuvantados, lograron ya sea un incremento de
seroconversién o un incremento de cuatro veces. Por
consiguiente, después de dos vacunaciones, las cuatro
formulaciones adyuvantadas de la vacuna candidata cumplieron
con los criterios para la obtencién de licencia tal como lo
establece la EMEA, aunque Unicamente la dosis mas alta de la
vacuna no adyuvantada, logré justo (HN30: 40.8%) este valor de
umbral

Tabla 11- Factor de seroconversion para el titulador de
anticuerpo HAIl en cada punto de tiempo de post-vacunacion

(cohorte ATP para inmunogenicidad)

I3y
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Cepa de vacuna Sincronizacion | Grupo N GMR 95% Cl
LL UL
FLU AVIET/04 AB | PI(D21) HN30 49 2.7 1.7 4.3
HN15 49 1.9 1.3 2.8
HN8 49 1.4 1.1 1.7
HN4 50 1.0 1.0 1.1
HN30AD 48 7.1 4.3 11.7
HN15AD 49 4.9 29 8.1
o HNBAD 50 46 3.0 7.0
HN4AD 50 24 1.7 3.5
PII(D2) HN30 49 3.9 24 6.2
HN15 49 2.8 1.9 4.1
HN8 49 1.7 1.3 2.3
HN4 50 1.2 1.1 1.5
HN30AD 48 36.4 22.7 58.5
HN15AD 49 60.5 42.8 85.5
HN8AD 50 38.1 24.8 58.4
HN4AD 50 27.9 17.2 45.2

10 HN30 = H5N1 30 ug
HN15 = H5N1 15 ug
HN8 = H5N1 7.5 ug
HN4 = H5N1 3.8 ug
HN30AD = H5N1 30 ug + AS03
HN 15AD = H5N1 15 ug + AS03
HNSAD = H5N1 7.5 ug + AS03
HN4AD = H5N1 3.8 ug + AS03
N = ndmero de sujetos con resultados disponibles
n/% = numero/porcentaje de sujetos con tituladores dentro del rango especificado
PRE = Dosis de pre-vacunacion
15 PI(D21) = Post-vacunacion el dia 21
PIl{D42) = Post-vacunacion el dia 42

Tabla 12- Rangos de seroprotecciéon los dias 0, dia 21 y
dia 42 definidos como el porcentaje de vacunas con el
titulador anti-HA de suero >1:40 (cohorte ATP de

20 inmunogenicidad)
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> 40 1/DIL
n % 95% ClI

Anticuerpo Grupo Programacién | N LL UL
FLU AVIET/04 AB | HN30 PRE 49 |0 0.0 0.0 7.3
PI{D21) 49 [ 14 28.6 16.6 43.3

PlI(D42) 49 | 21 429 28.8 57.8

HN15 PRE 49 |1 2.0 0.1 10.9
PI(D21) 49 | 10 204 10.2 34.3

PlI(D42) 49 [ 17 34.7 21.7 49.6

HN8 PRE 49 |0 0.0 0.0 7.3
PI(D21) 49 |4 8.2 2.3 19.6

PII(D42) 49 | 8 16.3 7.3 29.7

HN4 PRE 50 |0 0.0 0.0 71
PI(D21) 50 | O 0.0 0.0 7.1

PlI(D42) 50 | 2 4.0 0.5 13.7

HN30AD | PRE 48 |0 0.0 0.0 7.4
PI(D21) 48 | 28 58.3 43.2 72.4

PII(D42) 48 [ 41 85.4 72.2 93.9

HN15AD | PRE 49 [0 0.0 0.0 7.3
PI(D21) 49 |24 49.0 344 63.7

PIl(D42) 49 | 47 95.9 86.0 99.5

HNSAD | PRE 50 |1 2.0 0.1 10.7
PI(D21) 50 | 25 50.0 35.5 64.5

Pli(D42) 50 |45 90.0 78.2 96.7

HN4AD | PRE 50 |1 2.0 0.1 10.7
PI(D21) 50 |13 26.0 14.6 40.3

PII(D42) 50 |42 84.0 70.9 92.8

HN30 = H5N1 30 ug

HN15 = H5N1 15 ug

HN8 = H5N1 7.5 ug

HN4 = H5N1 3.8 ug

HN30AD = H5N1 30 ug + AS03

HN15AD = H5N1 15 ug + AS03

HN8AD = H5N1 7.5 ug + AS03

HN4AD = H5N1 3.8 ug + AS03

N = ndmero de sujetos con resultados disponibles
n/% = nimero/porcentaje de sujetos con tituladores dentro del rango especificado
PRE = Dosis de pre-vacunacién

PI{D21) = Post-vacunacion el dia 21

PII(D42) = Post-vacunacion el dia 42

Tabla 13 - Rangos de seroconversiéon del titulador anti-

HA en cada post-vacunacion el dia 21 y el dia 42 (cohorte

ATP de inmunogenicidad)
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Cepa de vacuna Sincronizacién Grupo N Seroconversién
n % 95% Cl

LL UL
FLU AVIET/0O4 AB | P}(D21) HN30 49 | 13 ] 26.5 14.9 41.1
HN15 49 |10 | 204 10.2 34.3
HN8 49 | 4 6.2 23 19.6

HN4 50 [0 0.0 0.0 7.1
HN30AD |48 | 28 | 58.3 43.2 72.4
HN15AD |49 | 24 | 49.0 344 63.7
HNSAD 50 | 25 | 50.0 35.5 64.5
HN4AD 50 12 | 24.0 13.1 38.2
PID2) HN30 49 | 20 | 40.8 27.0 55.8
HN15 49 17 | 347 21.7 49.6
HNS8 49 |8 16.3 7.3 29.7
HN4 50 2 4.0 | 0.5 13.7
HN30AD | 48 | 41 85.4 722 93.9
HN15AD | 49 | 47 | 95.9 86.0 99.5
HN8SAD 50 | 45 | 90.0 78.2 96.7
HN4AD 50 | 41 82.0 68.6 91.4

HN30 = H5N1 30 ug

HN8 = H5N1 7.5 ug

HN4 = H5N1 3.8 ug

HN30AD = H5N1 30 g + AS03

HN 15AD = H5N1 15 ug + ASO3

HNBAD = H5N1 7.5 ug + AS03

HN4AD = H5N1 3.8 ug + AS03

N = numero de sujetos con resultados disponibles

PI(D21) = Post-vacunacion en 21 dias

P11(D42) = Post-vacunacion en 42 dias

Fuente de datos = tabla de apéndice IlIA

n/% = namero/porcentaje de sujetos ya sea con un titulador de pre-vacunacién <1:10 y un titulador post-vacunacion
21:40 o un titulador de pre-vacunacion >1:10 y un incremento minimo de 4 veces en el titulador de post-vacunacién
intervalo de confidencia det 95%, LL = Limite inferior, UL = Limite superior

En conclusién:

En el caso de wuna pandemia de influenza, grandes
proporciones de la poblacion estaran desprotegidos hacia la
cepa de influenza pandémica y probablemente requeriran 2
dosis de vacuna para estar protegidos. Para reducir el
contenido de antigenos en la vacuna pandémica potencial, y por
consiguiente, incrementar el suministro de la vacuna, se
emplean estrategias de adyuvantaciéon después de que se ha
mostrado que las vacunas candidatas H5N1 no adyuvantadas
(H5N1 es 'un candidato principal que causa la siguiente

pandemia de influenza) provocan wuna respuesta inmune
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tnicamente después de grandes dosis de antigeno (Treanor JJ
y asociados, N Engl J Med. 2006;354: 1343-1351).

En esta primera prueba reportada en la presente invencién
con una vacuna candidata de influenza pandémica H5N1 con
AS03, se obtuvieron los siguientes resultados:

+ Existe un claro beneficio del adyuvante AS03 en
comparacion con las formulaciones con antigeno planas para
todas las diferentes dosis de hemaglutinina probadas. Después
de la segunda vacunacion, hubo una clara superioridad de los
grupos adyuvantados en GMTs del anticuerpo HIl observado: El
GMT del grupo adyuvantado que recibe la dosis mas baja de
antigeno (3.8 ug HA) probada fue de aun 7.5 veces mayor al
GMT méas alto logrado en los grupos no adyuvantados,
provocados por la dosis de antigeno mas alta (2 inyecciones de
30 ug de HA). No hubo traslape del 95% CI entre cualesquiera
de los grupos adyuvantados con cualesquiera de los grupos no
adyuvantados en el 42.

* Los rangos de seroconversion el dia 42 fueron de
82.0%, 90.0%, 95.9% y 85.6% para.8ug, 7.5ug, 15ug y 30 ug
mas grupos de adyuvante, respectivamente. Esto es para los
cuatro contenidos de antigeno adyuvantados con AS03, que
probaron ser superiores al 40% requerido por las Autoridades
Europeas. Unicamente uno de los grupos no adyuvantados, el
grupo de dosis de antigeno mas alta (30 wug), tuvo justo la

capacidad de lograr un porcentaje arriba del valor de umbral
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ajustado.

« El dia 42, los rangos de seroproteccion en los cuatro
grupos adyuvantados fueron de 84.0%, 90.0%, 95.9% y 85.4%
para 3.8 ug, 7.5 ug, 15 ug y 30 yg mas los grupos adyuvantes,
respectivamente. El porcentaje requerido por la EMEA para el
grupo de edad adulta debajo de 60 afos de edad es de 70%,
por lo cual todos los grupos adyuvantados cumplieron con este
criterio, en tanto que ninguno de los grupos no adyuvantados
planos pudieron lograr el rango de seroproteccién requerido.

* En este estudio, después de dos vacunaciones con las
formulaciones de vacuna candidato diferentes, el factor de
seroconversion fue mayor a 27.9 para los cuatro grupos
adyuvantados, exhibiendo de esta forma en gran parte los
requerimientos establecidos en 2.5. Asimismo para los grupos
no adyuvantados, los 2 grupos que reciben las dosis de
antigeno mas altas (15 ug y 30ug) cumplieron el requerimiento
con 2.8 (grupo HN15) y 3.9 (grupo HN30).

Con respecto a los tres criterios establecidos por la EMEA,
los cuales también son aplicables para la evaluacion de
vacunas candidatas de influenza pandémica, los grupos
adyuvantados lograron después de la segunda dosis de la
vacuna H5N1 respectiva adyuvantada con ASO03, los tres
criterios definidos para este grupo de edad. Los grupos
adyuvantados también lograron los criterios propuestos por la

FDA con respecto al factor de seroproteccién, seroconversian, y
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de conversion, después de la segunda dosis.

111.7.1.2 Cepa heter6loga de respuesta de anticuerpo de
anti-hemaglutinina

La evaluacién de la inmunogenicidad contra una cepa
H5N1 antigénicamente diferente a la cepa de la vacuna, se
considera que permite evaluar en forma adicional el potencial
de un candidato de vacuna pandémica. Se llevé a cabo la
prueba de reactividad cruzada en los sueros de los sujetos
quienes habian recibido la cepa de vacunacién, y se evalud el
potencial de los anticuerpos inducidos por la vacuna para
reaccionar a una cepa antigénicamente diferente. Para
evaluacioén de reactividad cruzada, se eligid HS5N1
Al/lndonesia/5/2005. H5N1 A/Indonesia pertenece a Clade 2,
mientras que H5N1 A/Vietnam/1194/2004, la cepa de vacuna,
pertenece a Clade 1, y es la 1° cepa prototipo de la vacuna
pandémica del nuevo grupo genético liberado por WHO. Ambas
cepas por consiguiente pueden considerarse antigénicamente
diferentes.

a) tituladores promedio genéticos y seropositividad contra
H5N1 Indonesia en el estudio H5N1-007 (tabla 14)

Se definié seropositivo como un titulador de anticuerpo HI
de >1:10. Todos Ilos sujetos fueron seronegativos para
Indonesia antes de la primera vacunacién con la cepa de
Vietnam. Después de la segunda vacunacion, hasta el 48% de

los sujetos de los grupos adyuvantados (grupo 28% 3.8 ug,

Mo



@

10

15

20

25

158

r

grupo 48 % 7.5 ug, grupo 26.5 % 15 ug, grupo 33.3% 30 wug)

lograron un estado se seropositividad. En comparacion, no se

observd seropositividad en los grupos de 3.8, 7.5 y 15ug no

adyuvantados, en tanto que se encontré6 unicamente el 2% (1

sujeto) como seropositivo para H5N1

adyuvantado de antigeno mas alto (30 ug).

Indonesia en el

grupo no

Tabla 14 Rangos de seropositivividad y GMTs para el

titulador de anticuerpo HIl el dia 0, dia 21 y dia 42 a través

del grupo de vacuna (cohorte ATP para inmunogenicidad)

>=10 1/DIL GMT
95% Cl
Cepa de | Grupo ° | Sinconizadon | N n % LL uL Valor LL UL Min Max
vacuna
FLU HN30 PRE 49 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
A/IND/05 PI{D21) 49 1 2.0 0.1 10.9 51 4.9 <10.0 20.0
AB PII(D42) 49 | 1 | 20 | 01 | 109 | 541 49 <10.0 | 10.0
HN15 PRE 49 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
PI(D21) 49 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
PlI(D42) 49 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
HN8 PRE 49 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 { <10.0
PI(D21) 49 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
PII(D42) 49 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
HN4 PRE 50 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
PI(D21) 50 0 0.0 0.0 7.3 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
PII(D42) 50 0 0.0 0.0 7.1 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
HN30AD | PRE 48 0 0.0 0.0 7.4 50 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
PI(D21) 48 4 8.3 2.3 20.0 59 5.9 4.9 <10.0 226.0
PlI(D42) 48 16 33.3 | 204 | 484 1.7 1.7 8.0 <10.0 226.0
HN15AD | PRE 49 0 0.0 0.0 7.4 5.0 50 5.0 <100 | <10.0
PI{D21) 49 2 4.1 0.5 14.0 54 5.4 4.8 <10.0 80.0
PII(D42) 49 13 26.5 | 149 | 411 10.2 10.2 71 <10.0 226.0
HNSAD PRE 50 0 0.0 0.0 71 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
PI(D21) 50 4 8.0 2.2 19.2 5.7 57 5.0 <10.0 40.0
PII(D42) 50 24 48.0 | 33.7 | 62.6 13.9 13.9 9.7 <10.0 320.0
HN4AD PRE 50 0 0.0 0.0 71 5.0 5.0 5.0 <10.0 | <10.0
Pi(D21) 50 | 1 20 | 01 | 106 | 51 51 | 49 | <10.0 | 20.0
PII(D42) 50 14 28.0 | 16.2 | 425 9.9 9.9 7.0 <10.0 226.0

HN30=H5N1 30ug, HN15=H5N1 15ug, HN8=H5N1 7.5u9, HN4=H5N1 3.8ug
HN30AD=H5N1 30ug + AS03, HN15AD=H5N1 15ug + AS03, HN8AD=H5N1 7.5ug + AS03, HN4AD=H5N1
3.8ug + ASO3
N = nUmero de sujetos con resultados disponibles
n/% = namero/porcentaje de sujetos seropositivos (titulador HI > = 1:10)
95% Cl = intervalo de confiabilidad 95%; LL = Limite inferior, UL = Limite superior

GMT = titulador de anticuerpo promedio geométrico

Min/Max = Minimo/Maximo

PRE = Dosis de pre-vacunacién 1 (Dia 0)
PI(D21) = 21 dias después de la primera vacunacién (dia 21)
PlI(D42) = 21 dias después de la segunda vacunacion (dia 42)
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b) Seroproteccién contra H5N1 Indonesia en el estudio
H5N1-007 (tabla 15)

Después de de la segunda vacunacién, hasta el 32.0% de
los sujetos en los grupos adyuvantados se encontraron como
seroprotegidos contra la cepa Indonesia no contenida en la
vacuna. En el grupo adyuvantado de 3.8 ug, 7.5 ug, 15 yg y 30
ug, el 20.0%, 32.0%, 20.4% y 29.2% de los sujetos tuvo un
titulador de >1:40 después de la segunda vacunacién,
respectivamente. Ninguno de los sujetos en los grupos no
adyuvantados fueron seroprotegidos.

Tabla 15 - Rango de seroproteccion (SP) para el
titulador de anticuerpo HI, el dia 0, dia 21 y dia 42 a través

del grupo de vacuna (cohorte ATP para inmunogenicidad)
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>=101/DIL n DESPROT %
95% Cl DESPROT
Cepa Grupo Sincronizacién N n % LL UL
FLU HN30 PRE 49 0 0.0 0.00 7.25 49 100.00
AJIND/O5AB PI(D21) 49 0 0.0 000 | 7.25 49 100.00
PII(D42) 49 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
HN15 PRE 49 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
PI(D21) 49 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
PII(D42) 49 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
HN8 PRE 49 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
PKD21) 49 0 0.0 0.00 [7.25 49 100.00
Pl(D42) 49 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
HN4 PRE 50 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
PI(D21) 50 0 0.0 0.00 | 7.25 49 100.00
Pli(D42) 50 0 0.0 0.00 7.11 50 100.00
HN30AD PRE 48 0 0.0 0.00 7.40 48 100.00
PI{D21) 48 2 4.2 0.51 14.25 46 95.8
PlI(D42) 48 14 29.2 16.95 | 44.06 34 70.8
HN15AD PRE 49 0 0.0 0.00 7.40 48 100.0
PI(D21) 49 1 2.0 0.05 10.85 48 98.0
Pil{D42) 49 10 20.4 10.24 | 34.34 39 79.6
HNSAD PRE 50 0 0.0 0.00 7.11 50 100.0
PI(D21) 50 1 2.0 0.05 10.65 49 98.0
Pli(D42) 50 16 32.0 19.52 | 46.70 34 68.0
HN4AD PRE 50 0 0.0 0.00 7.11 50 100.0
PI{D21) 50 0 0.0 0.00 7.11 50 100.0
PI1(D42) 50 10 20.0 10.03 | 33.72 40 80.0

HN30=H5N1 30 g, HN15=H5N1 15 yg, HN8=H5N1 7.5 ug, HN4=H5N1 3.8 ug

HN30AD=H5N1 30 ug + AS03, HN15AD=H5N1 15 ug + AS03, HNSBAD=H5N1 7.5ug + AS03, HN4AD=H5N1
3.8 ug + ASO3

PRE = dosis 1 de vacunacion previa (dia 0)

PI(D21) = 21 dias después de la primera vacunacion (dia 21)

PlI(D42) = 21 dias después de la segunda vacunacion (dia 42)

N = ndmero de sujetos con resultados disponibles

n/% = namero/porcentaje de sujetos seroprotegidos (titulador HI > = 1:40)

n/% UNPROT = numero/porcentaje de sujetos no protegidos (titulador HI < 1:40)

95% Cl = intervalo de confiabilidad 95%; LL. = Limite inferior, UL = Limite superior

c) seroconversién contra H5N1 Indonesia en el estudio
H5N1 -007 (tabla 16)

Hasta el 32.0% de los sujetos en los grupos adyuvantadas
lograron la seroconversién contra la cepa Indonesia no
contenida en la vacuna. En el grupo adyuvantado de 3.8 ug, 7.5
ug, 15 ug y 30 wg, el 20.0%, 32.0%, 20.8% y 29.2% de los
sujetos seroconvertidos después de la segunda vacunacion,
respectivamente. Para ninguno de los sujetos en los grupos no

adyuvantados, se pudo demostrar la seroconversion.
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Tabla 16 Rango de seroconversion (SC) para el titulador de
anticuerpo Hl el dia 21 y dia 42 a través del grupo de vacuna

(cohorte ATP para inmunogenicidad)

SC
Grupo
%gxndae de Programacion N 95% Cl
vacuna n %
LL UL
FLU HN30 PI(D21) 49 0 0.0 0.0 7.3
A/IND/05 PII(D42) 49 0 0.0 0.0 7.3
AB HNA15 PI(D21) 49 0 0.0 0.0 7.3
Pll(D42) 49 0 0.0 0.0 7.3
HN8 PI(D21) 49 0 0.0 0.0 7.3
PlI(D42) 49 0 0.0 0.0 7.3
HN4 PI(D21) 49 0 0.0 0.0 7.4
Pil{D42) 49 0 0.0 0.0 7.3
PI(D21) 48 2 4.2 0.5 14.3
HN30AD PlI{D42) 48 14 29.2 17.0 44 1
Pi(D21) 48 1 2.1 0.1 11.1
HN15AD PlI{D42) 48 10 20.8 10.5 35.0
PI(D21) 50 1 2.0 0.1 10.6
HNBAD PII(D42) 50 16 32.0 19.5 46.7
PI(D21) 50 0 0.0 0.0 7.1
HN4AD PII{(D42) 50 10 20.0 10.0 33.7

HN30=H5N1 30xg, HN15=H5N1 15ug, HN8=HS5N1 7.5ug,
HN4=H5N1 3.8ug

HN30AD=H5N1 30uyg + AS03, HN15AD=H5N1 15ug + ASO03,
HNBAD=H5N1 7.5ug + AS03, HN4AD=H5N1

3.8ug + ASO03

PI(D21)= 21 dias después de la primera vacunacion (Dia 21),
Pl1(D42)= 21 después de la segunda vacunacién (Dia 42)

N = numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = nuamero/porcentaje quienes fueron serocohvertidos en el
POST especificado

95% Cl| = 95% intervalo de confiabilidad, LL = Limite Inferior,

UL = Limite Superior
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d) Factor de seroconversion contra H5N1 Indonesia en el
estudio H5N1-007

Se lograron factores de seroconversion entre 2 y 2.8 a
través de los grupos adyuvantados en la prueba. En el grupo
adyuvantado de 3.8uyg, 7.5ug, 15ug y 30wug, el factor de
seroconversién fue de 2.0, 2.8, 2.1y 2.3, respectivamente.

e) Conclusion en datos de reactividad cruzada contra
HS5N1/Indonesia

En conclusiéon, después de 2 dosis de wuna vacuna
candidata de virus de division adyuvantada con el adyuvante
ASO03, los datos de reactividad cruzada obtenidos para una cepa
H5N1 de un diferente revestimiento a la cepa de vacuna, la cual
habia originado una morbididad y mortalidad considerable en
humanos en Asia, fueron positivos. Hasta el 48% de los sujetos
mostraron signos de estar preparados y hasta el 32% de los
sujetos realmente estaban seroprotegidos contra la cepa sin
vacuna. Estos resultados muestran que la adyuvantacién de una
vacuna pandémica puede proporcionar reactividad cruzada
contra una variante de desplazamiento de la cepa pandémica
utilizada en el candidato de vacuna. Estos resultados confirman
el potencial de la vacuna adyuvantada para preparacion y
preparacién cruzada.
[11.7.1.3. Respuesta de anticuerpo de neutralizacién a cepa
homdéloga, H5N1 A/Vietnam

El ensayo de neutralizacién es un método que permite la
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cuantificacion de anticuerpos que inhiben la adhesién, la
penetraciéon, asi como la propagaciéon del virus de influenza en
las celulas. Aunque para el ensayo de inhibicién de
hemaglutinina, se establece un valor de umbral de
seroproteccion, este no es el caso para este estudio. Como
alternativa, se puede utilizar un incremento de cuatro veces en
el titulador de neutralizacion para evaluar si los individuos
vacunados han respondido contra la cepa de vacunacién o una
cepa heterdloga. El rango de seroconversién es uno de los
parametros de inmunogenicidad claves utilizados por
CHMP/FDA para evaluar la efectividad de las vacunas de
influenza candidatas. Las pruebas de las muestras de suero en
dicho ensayo de neutralizacién utilizando la cepa de
desplazamiento puede permitir anticipar, al menos, Ila
frecuencia de individuos quienes han sido “preparados” contra
una cepa determinada diferente a la cepa de la vacuna.

a) tituladores promedio geométricos y seropositividad
medida en el ensayo de Neutralizacién contra HS5N1 Vietnam en
el estudio HEN1-007 (Tabla 17)

El valor de umbral para seropositividad se ajusta a un
titulador de =>1:28, el ensayo de Neutralizacién también es una
prueba altamente sensible. Los GMT el dia 0 fluctuaron de 14.0
a 18.1 en los grupos no adyuvantados y de 18.5 a 25.2 en los
grupos adyuvantados. Después de la segunda vacunacién, los

tituladores incrementaron para los grupos no adyuvantados,
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como una forma dependiente de la dosis a 43.9, 61.7, 86.9 y
177.8 para los grupos de 3.8, 7.5, 15 y 30ug, respectivamente.
En los grupos adyuvantados, los tituladores de 381.0, 421.2,
464.7 y 333.3 para los grupos de 3.8, 7.5, 15 y 30ug,
respectivamente, fueron logrados, repitiendo en forma exacta la
observacion hecha en los tituladores HI: de 3.8 ug a 7.5ug par
el grupo adyuvantado de 15ug un incremento dependiente de la
dosis en GMT fue observado (tabla 17).
Tabla 17: Rangos de seropositividad y GMTs para el

titulador de anticuerpo de neutralizaciéon el dia 0, el dia 21 y

el dia 42 (cohorte ATP para inmunogenicidad)

>28 1/DIL GMT
95% Cl 95% Cl

Cepa Grupo Programacién N n % LL UL Valor LL UL Min Max
FLU HN30 PRE 25 4 16.0 45 | 361 18.2 14.0 23.6 <28.0 113.0
ANIET/ PI(D21) 25 (23 | 920 | 74.0 1 99.0 | 1141 | 76.3 170.7 | <28.0 | 905.00
04 AB Pl(D42) 25| 25 100 | 86.3 | 100 | 177.8 | 120.5 | 262.2 28.0 905.0
HN15 PRE 43 | 15 | 349 [ 21.0 | 509 | 23.0 18.1 294 <28.0 | 226.0

PI(D21) 43| 34 | 791 | 64.0 | 90.0 | 70.0 48.5 101.0 | <28.0 | 905.0

PI{D42) 43| 38 | 884 | 749 | 961 86.9 63.6 118.9 | <28.0 | 720.0

HN8 PRE 40 | 13 | 325 | 186 | 491 21.8 174 27.3 <28.0 113.0

PI{D21) 40 | 29 | 725 | 56.1 | 854 | 447 337 59.4 <28.0 | 226.0

PII(D42) 40 | 34 | 850 [ 70.2 | 943 | 61.7 47.5 80.1 <28.0 | 284.0

HN4 PRE 43 [ 13 | 30.2 | 17.2 | 461 20.8 16.9 255 <28.0 113.0

PI(D21) 431 30 | 69.8 | 53.9 | 828 | 40.0 30.8 52.0 <28.0 | 226.0

PII{D42) 43 | 33 | 76.7 | 614 | 882 | 43.9 344 55.9 <28.0 | 284.0

HN30AD | PRE 25| 6 24.0 94 | 451 18.5 14.9 231 <28.0 57.0

Pi(D21) 25| 24 | 96.0 | 79.6 | 99.9 | 200.3 | 137.3 | 292.2 | <28.0 | 905.0
PIi(D42) 25| 25 100 | 86.3 | 100 | 333.3 | 246.7 | 4504 57.0 1420.0

8



10

15

20

25

165
HN15AD | PRE 43 | 14 | 326 | 19.1 | 485 | 223 17.8 28.0 | <280 | 180.0
PI{D21) 43 | 43 | 100 | 91.8 | 100 | 203.1 | 161.4 | 2556 | 57.0 905.0
Pl(D42) 43 | 43 | 100 | 91.8 | 100 | 464.7 | 3727 | 579.4 | 113.0 | 2260.0
HNBAD | PRE 42 | 16 | 381 | 236 | 544 | 252 19.2 331 <28.0 | 284.0
PI(D21) 42 | 41 | 976 | 874 | 999 | 160.7 | 121.5 | 2126 | <28.0 | 1420.0
PlI(D42) 42 | 41 | 976 | 874 | 999 | 421.2 | 3194 | 5554 | <28.0 | 1440.0
HN8AD | PRE 44 | 16 | 364 | 224 | 522 | 23.0 18.5 28.6 | <280 { 113.0
PI{D21) 44 | 43 | 977 | 88.0 | 999 | 1359 | 1094 | 168.9 | <28.0 | 905.0
PlI(D42) 43 | 43 | 100 | 91.8 | 100 | 381.0 | 306.0 | 4744 | 57.0 | 14200

HN30 = H5N1 30ug; HN15 = H5N1 15u4g; HN8 = HS5N1 7.5ug;

HN4 = H5N1 3.8ug

HN30AD = H5N1 30ug + AS03; HN15AD = H5N1 15ug + ASO03;

HN8AD = H5N1 7.5ug + AS03; HN4AD = H5N1 3.8ug + ASO03

N = Numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = numero/porcentaje de sujetos seropositivos (titulador HI

>= 1:10)

95% Cl = 95% intervalo de confiabilidad, LL = Limite Inferior,

UL = Limite Superior

GMT = Titulador de anticuerpo Promedio Geométrico

Min/Max = Minimo/Maximo

PRE = Dosis 1 de prevacunacién (Dia 0)

PI(D21) = 21 dias después de la primera vacunacién (Dia 21)

P1I(D42) = 21 dias después de la segunda vacunaciéon (Dia 42)
b) Rangos de seroconversién para tituladores de

anticuerpo de neutralizacién contra H5N1 Vietnam en el estudio

H5N1-007 (tabla 18).
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Tal como se menciond anteriormente, se utiliza un
incremento de cuatro veces para determinar la seroconversién
contra una cepa de influenza. Por consiguiente, los sujetos
seropositivos el dia 0 se incluyen unicamente, si logran un
incremento de cuatro veces, restando de esta forma un fondo
potencial.

Después de la segunda dosis, se puede observar la
seroconversion en los grupos no adyuvantados nuevamente en
una forma dependiente a la dosis: 20.9, 37.5, 53.5 y 76.0% de
los sujetos seroconvertidos en los grupos de 3.8, 7.5, 15 y 30
ug, respectivamente. En los grupos adyuvantados, 86.0, 83.3,
86.0 y 100.0% de los sujetos en los grupos de 3.8, 7.5, 15 y
30ug respectivamente, seroconvertidos, lo que confirma también
los resultados HI. Se debe observar, que después de la primera
dosis de la vacuna adyuvantada, de 66.7 a 88.0% de los sujetos
han sido seroconvertidos en los cuatro grupos adyuvantados.
Tabla 18 Rangos de seroconversion (SC) para el titulador de

anticuerpo de neutralizacion (procedente de Dresden) en
cada punto de tiempo post-vacunacion (cohorte ATP de

inmunogenicidad)
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SC
Cepa Programacién Grupo N \ 95% Cl
n %
LL UL
FLU Dia 21 HN30 25 19 76.0 54.9 90.6
ANVIET/04 AB HN15 43 20 46.5 31.2 62.3
HN8 40 9 22.5 10.8 38.5
HN4 43 7 16.3 6.8 30.7
HN30AD 25 22 88.0 68.8 97.5
HN15AD 43 37 86.0 72.1 94.7
HN8SAD 42 28 66.7 - 50.5 80.4
HN4AD 44 30 68.2 52.4 81.4
FLU Dia 42 HN30 25 19 76.0 54.9 90.6
ANIET/04 AB HN15 43 23 53.5 37.7 68.8
HN8 40 15 37.5 22.7 54.2
HN4 43 9 20.9 10.0 36.0
HN30AD 25 25 100.0 86.3 100.0
HN15AD 43 37 86.0 72.1 94.7
HN8SAD 42 35 83.3 68.6 93.0
HN4AD 43 37 86.0 721 94.7

HN30 = H5N1 30xg; HN15 = H5N1 15ug; HN8 = H5N1 7.5ug;
HN4 = H5N1 3.8ug

HN30AD = H5N1 30ug + AS03; HN15AD = H5N1 15ug + ASO03;
HN8AD = H5N1 7.5ug + AS03; HN4AD = H5N1 3.8ug + ASO03

N = Numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = numero/porcentaje de sujetos seroconvertidos (al menos

un incremento de 4 veces en POST)

95% CI = 95% intervalo de confiabilidad, LL = Limite Inferior,

UL = Limite Superior

Los tituladores GMT y los rangos de seroconversién para
la cepa Vietnam se ilustran en 10A y 10B, respectivamente. En
conclusién, los anticuerpos de neutralizacion medidos contra la
cepa de vacuna (Vietnam), confirma los resultados obtenidos
por HI. Todos los grupos adyuvantados incluyendo el grupo de

dosis mas baja de los 3.8 wg, logré una seroconversion de
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aproximadamente 65% después de la primera, y
aproximadamente 80% de los sujetos probados después de la
segunda dosis de la vacuna candidata pandémica.

[11.7.1.4 Respuesta de anticuerpo de neutralizacién a la
cepa heterologa H5N1 A/Indonesia

Se presentan en la presente invencién mas adelante,
datos parciales (unicamente de los grupos adyuvantados HA de
3.8 ug y 7.5 ug). Tal como ya se describié, debido a Ila
naturaleza del ensayo de neutralizacion que mide Ilos
anticuerpos que inhiben la penetracion en la célula vy
propagacion de célula a célula del virus de influenza ademas de
la inhibicion de la adhesion del virus, la evaluacion de la cepa
de desplazamiento permite evaluar en forma adicional el
potencial de la vacuna para preparar también para una cepa de
no vacuna.

a) tituladores promedio geométricos y seropositividad
medida en el ensayo de neutralizacién contra HS5N1 A/lndonesia
en el estudio H5N1-007 (tabla 19).

En los dos grupos adyuvantados méas bajos, GMTs contra
la cepa de Indonesia logrados después de dos dosis de la
vacuna, fueron de 70.6 y 73.1 para el grupo adyuvantado de 3.8
Mgy 7.5 ug, respectivamente.

Tabla 19 Rangos de seropositividad y GMTs del titulador de
Anticuerpo de Neutralizacion para la cepa de Indonesia el

dia 0, dia 21 y dia 42 (cohorte ATP para inumogenicidad)
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>28 1/DIL GMT
95% ClI 95% ClI
Cepa Grupo Programacion N n % LL UL valor LL UL Min Max
FLU HNSAD | PRE V 35 8 229 | 104 | 401 17.6 151 204 <28.0 57.0
AJIND/ Pi(D21) 35 | 27 77.1 | 59.9 | 89.6 | 475 35.3 64.0 <28.0 | 284.0
05 AB PlI(D42) 351 34 971 | 851 | 999 | 99.9 731 134.0 28.0 453.0
HN4AD | PRE 38 4 10.5 29 | 248 | 163 13.9 19.1 <28.0 113.0
PI(D21) 38 | 28 73.7 | 569 | 86.6 | 41.9 31.9 55.1 <28.0 | 226.0
PlI(D42) 38 | 34 | 895 | 752|971 | 931 | 706 | 1227 | <28.0 | 284.0

HN8AD = H5N1 7.5ug + ASO03,

HN4AD

H5N1 3.8ug + ASO03

N = Numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = numero/porcentaje de sujetos seropositivos (titulador HI
>= 1:10)

95% CI| = intervalo de confiabilidad de 95%, LL = Limite Inferior,
UL = Limite Superior

GMT = Titulador de anticuerpo Promedio Geométrico

Min/Max = Minimo/Maximo

PRE = Dosis 1 de prevacunacién (dia 0), PI(D21) = 21 dias de
la primera vacunacién (Dia 21), PII(D42) = 21 dias después de
la segunda vacunacién (Dia 42)

b) rangos de seroconversion para tituladores de anticuerpo
de neutralizacion contra H5N1 A/lndonesia en el estudio H5N1-
007 (tabla 20)

Ambos grupos adyuvantados de 3.8 y 7.5 ug recibieron un

rango de seroconversién superior contra la cepa de no
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vacunacion antigénicamente diferente: 84.2% de los sujetos
seroconvertidos cuando se probdé contra la cepa de A/lndonesia.
Tabla 20 Rangos de seroconversiéon (SC) del titulador de
anticuerpo de neutralizacion para la cepa Indonesia en cada
5 punto de tiempo post-vacunacién (cohorte ATP para

inmunogenicidad)

SC (4 veces)
. Grupo de
Cepa Programacion vacuna N ] o 95% Cl
LL UL
FLU PI(D21) HN8SAD 35 13 371 21.5 55.1
10 Q/éND/OS HN4AD 38 15 39.5 240 56.6
FLU PII(D42) HNSAD 35 22 62.9 44.9 78.5
ANVIET/04 HN4AD 38 32 84.2 68.7 94.0
AB
HN8AD = H5N1 7.5ug + ASO03,
HN4AD = H5N1 3.8ug + ASO03

15 PRE = Dosis 1 de prevacunacion (Dia 0), PI(D21) = 21 dias de
la primera vacunacion (Dia 21), Pl1(D42) = 21 dias después de
la segunda vacunaciéon (Dia 42)
N = Numero de sujetos con resultados disponibles
n/% = numero/porcentaje de sujetos seroconvertidos (al menos
20 un incremento de 4 veces en POST)
95% CIl = 95% intervalo de confiabilidad, LL = Limite Inferior,
UL = Limite Superior
Los datos disponibles en la reactividad cruzada en el
ensayo de neutralizacién, indican un efecto remarcado de la

25 vacuna adyuvantada que contiene una cepa heterbéloga a la
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cepa Indonesia probada, y confirma el potencial de reactividad
cruzada de la vacuna candidata.
[11.7.1.5 Inmunidad transmitida por la célula (CMI)

Para la evaluacién de CMI, favor de consuitar las
secciones (.2, 1.3 y IV 3.2. Una de las caracteristicas
importantes de un adyuvante para mejorar la inmunogenicidad
de una vacuna, es la capacidad de estimular la inmunidad
transmitida por la célula, CMI. En esta prueba, se lleva a cabo
una evaluacion de células CD4 y CD8 especificas de influenza
incluyendo frecuencias de las citocinas relacionadas con Th1,
asi como la evaluacion de la frecuencia de las células-B de
memoria. Los datos estan disponibles para las respuestas de
célula T de Ilos dos grupos de antigenos mas bajos,
adyuvantados o no con ASO03.

Los resultados CMI| se expresan como una frecuencia de
las células T CD4 positivas-citocina(s).

Se presentan valores promedio (incluyendo la primera y
tercera cuarta parte, ver tabla 21) en la figura 11. Los
resultados indicaron que los grupos adyuvantados indujeron
claramente una respuesta CD4 mucho mas fuerte en
comparacién con los grupos no adyuvantados.

Tabla 21 Estadisticas de descripcion en las células T CD4
positivas-frecuencia (por milléon de células T CD4) en cada

punto de tiempo (cohorte ATP para inmunigenicidad)

gy



10

15

20

25

e

172
Cepa Descripcion | Grupo Programacién | N [ N Gmt Q1 Promedio | Q3 Max
de prueba de faltante
vacuna
H5N1 CD4 - | HN4 Dia 0 49 11 689.35 | 463.00 | 697.00 1120.00 | 2888.00
Vietnam | TODOS Dia 21 48 | 1 1358.91 | 912.50 [ 1432.50 1949.00 | 6690.00
DOBLES Dia 42 49 |1 1522.31 | 1076.00 | 1647.00 2163.00 | 4809.00
HN4AD Dia 0 49 | 1 801.27 620.00 878.00 1074.00 | 2217.00
Dia 21 49 | 1 2667.58 | 2206.00 | 3051.00 4568.00 | 10945.00
Dia 42 49 {1 3093.61 | 2337.00 | 3046.00 4008.00 | 8879.00
HN8 Dia 0 48 | 1 664.71 601.00 834.50 1257.50 | 2913.000
Dia 21 46 | 3 1403.87 | 1078.00 | 1535.00 2017.00 | 2757.00
Dia 42 49 | 0 1238.36 | 1062.00 | 1575.00 1906.00 [ 2910.00
HNBAD Dia 0 47 | 3 627.79 525.00 782.00 1093.00 | 3215.00
Dia 21 49 | 1 3027.63 | 2304.00 | 3495.00 5178.00 | 11376.00
Dia 42 48 | 2 3397.59 | 2511.00 | 3323.00 4923.00 | 9134.00
CD4- HN4 Dia 0 49 [ 1 674.26 460.00 680.00 1120.00 | 2847.00
CD40L Dia 21 48 [ 2 1315.89 | 867.00 | 1365.00 1926.50 | 6691.00
Dia 42 49 11 1481.49 | 1076.00 | 1582.00 2075.00 | 4684.00
HN4AD Dia 0 49 | 1 771.85 594.00 815.00 1048.00 [ 2102.00
Dia 21 49 | 1 2576.31 | 2114.00 | 3010.00 4504.00 | 10503.00
Dia 42 49 |1 3005.85 | 2247.00 | 2940.00 3782.00 | 8535.00
HN8 Dia 0 48 | 1 656.81 530.00 799.00 1142.00 | 2813.00
Dia 21 46 | 3 1362.22 | 1053.00 [ 1531.50 1876.00 | 2757.00
Dia 42 4910 1189.79 | 1032.00 | 1466.00 1906.00 | 2792.00
HNBAD Dia 0 47 | 3 615.32 512.00 775.00 1021.00 | 2951.00
Dia 21 49 | 1 3001.77 [ 2189.00 | 3371.00 4762.00 | 11124.00
Dia 42 48 | 2 3295.38 | 2388.00 | 3167.50 4804.50 | 8690.00
CD4-IFNG HN4 Dia 0 49 | 1 409.56 237.00 420.00 727.00 2560.00
Dia 21 48 | 2 719.52 440.00 806.00 1097.50 | 3618.00
Dia 42 49 |1 758.46 563.00 715.00 1045.00 | 2402.00
HN4AD Dia 0 49 | 1 476.45 333.00 584.00 778.00 1903.00
Dia 21 49 | 1 1003.77 | 849.00 | 1240.00 1986.00 | 5743.00
Dia 42 49 | 1 1321.30 | 929.00 1328.00 1672.00 | 3945.00
HN8 Dia 0 48 | 1 462.73 322.00 509.50 979.50 2423.00
Dia 21 46 | 3 694.95 | 580.00 | 849.50 1254.00 | 2104.00
Dia 42 49 | 0 714.16 531.00 876.00 1079.00 | 2146.00
HNBSAD Dia 0 47 1 3 398.24 241.00 490.00 637.000 | 2531.00
Dia 21 49 | 1 1406.88 | 980.00 1465.00 2587.00 | 6676.00
Dia 42 48 | 2 1471.29 | 967.00 1417.50 2444.00 | 4763.00
CD4-1L2 HN4 Dia 0 49 | 1 595.36 384.00 613.00 1049.00 [ 2145.00
Dia 21 48 | 2 1223.32 | 787.00 1276.00 1804.00 [ 6000.00
Dia 42 49 [ 1 1370.12 | 1027.00 | 1479.00 2016.00 | 4233.00
HN4AD Dia 0 49 [ 1 686.60 501.00 770.00 965.00 1795.00
Dia 21 49 | 1 2479.78 | 2082.00 | 2963.00 4348.00 | 10102.00
Dia 42 49 | 1 2797.79 | 2062.00 | 2758.00 3617.00 | 8095.00
HN8 Dia 0 48 | 1 611.24 515.50 744.00 1093.50 [ 2638.00
Dia 21 46 | 3 1225.92 | 1003.00 | 1374.00 1742.00 [ 2606.00
Dia 42 4910 1099.43 | 942.00 | 1374.00 1706.00 | 2536.00
HN8SAD Dia 0 47 [ 3 484.64 458.00 665.00 982.00 2588.00
Dia 21 49 | 1 2591.08 [ 2015.00 | 3205.00 4678.00 | 10746.00
Dia 42 48 | 2 3056.63 | 2172.00 | 2981.50 4462.00 | 8662.00
CD4-TNFA | HN4 Dia 0 49 | 1 566.24 353.00 590.00 957.00 2270.00
Dia 21 48 | 2 995.66 655.00 1089.00 1523.00 | 5373.00
Dia 42 49 | 1 1039.47 | 733.00 1240.00 1532.00 | 3492.00
HN4AD Dia 0 49 | 1 595.65 538.00 691.00 867.00 1760.00
Dia 21 49 [ 1 1703.32 | 1471.00 | 1859.00 3174.00 | 7577.00
Dia 42 49 | 1 2286.39 | 1711.00 | 2222.00 2957.00 | 7650.00
HN8 Dia 0 48 | 1 526.47 | 435.50 | 643.00 1036.50 [ 2489.00
Dia 21 46 [ 3 1004.27 | 708.00 1120.50 1516.00 | 1976.00
Dia 42 4910 856.00 740.00 994.00 1363.00 | 2396.00
HN8AD Dia 0 47 | 3 504.74 401.00 628.00 908.00 2892.00
Dia 21 49 | 1 2099.73 | 1486.00 [ 2373.00 3822.00 | 6886.00
Dia 42 48 | 2 2442.38 | 1786.50 | 2400.50 3564.50 | 7629.00
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HN8

H5N1 7.5ug

HN4

H5N1 3.8ug

HN8AD = H5N1 7.5ug + AS03

HN4AD

H5N1 3.8ug + AS03
N = numero de sujetos con resultados disponibles; N faltante =
numero de sujetos con resultados faltantes
GM = Promedio Geomeétrico
SD = Desviacion estandar
Q1, Q3 = Primer y segundo cuartiles
MIN/MAX = Minimo/Maximo

En el analisis de inferencia se confirm6é que tanto después
de la primera vacunacion el dia 21 (con excepcién de la célula
CD4 positivas IFN gamma) y después de la segunda vacunacion
el dia 42, la induccién de la célula CD4 positiva de citocina fue
significativamente mayor en el grupo adyuvantado en
comparacion con el grupo no adyuvantado que recibe la misma

dosis. Por consiguiente, el efecto de adyuvante observado en la

_evaluacion serologica de los anticuerpos inducido por |Ila

vacuna, fue confirmado a través de los resultados CMI|. En un
modo similar, el analisis muestra que el efecto de CMI es
claramente adyuvante - aunque no dependiente de la dosis
(comparacion unicamente dé las dosis 3.8 uygy 7.5 ug), lo cual

es consistente con los resultados HI (ver tabla 22).
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Tabla 22 Estadisticas de inferencia (valores-p de las
pruebas Kruskal-Wallis) en la frecuencia de células T CD4

positivas-citocina en cada punto de tiempo

Grupos comparados Descripcion de Valor p en dia 0 Valor p en dia 21 Valor p en dia 42
prueba
Efecto adyuvante
HN4 y HN4AD CD4-TODOS 0.2150 <0.0001 <0.0001
DOBLES
CD4-CD40L 0.2190 <0.0001 <0.0001
CD4-IFNG 0.1320 0.0012 <0.0001
CD4-IL2 0.2497 <0.0001 <0.0001
CD4-TNFA 0.3130 <0.0001 <0.0001
HN8 y HN8AD CD4-TODOS 0.4433 <0.0001 <0.0001
DOBLES
CD4-CD40L 0.4749 <0.0001 <0.0001
CD4-IFNG 0.2771 <0.0001 <0.0001
CD4-IL.2 0.3114 <0.0001 <0.0001
CD4-TNFA 0.4657 <0.0001 <0.0001
Efecto de la dosis
HN4 y HN8 CD4-TODOS 0.2603 0.6774 0.3880
DOBLES
CD4-CD4AOL 0.2872 0.6941 0.3181
CD4-IFNG 0.2054 0.3641 0.6366
CD4-IL2 0.2238 0.8264 0.2677
CD4-TNFA 0.3538 0.9067 0.2137
HN4AD y HNSAD CD4-TODOS 0.4055 0.3958 0.2146
DOBLES
CD4-CD40L 0.4076 0.4366 0.2424
CD4-IFNG 0.1498 0.1037 0.2146
CD4-IL2 0.3242 0.5673 0.2528
CD4-TNFA 0.4703 0.3268 0.3787
HN8 = H5N1 7.5ug
HN4 = H5N1 3.8ug
HN8AD = H5N1 7.5ug +AS03

HN4AD = H5N1 3.8ug + ASO03

En conclusién, AS03 en combinacién con la cepa
pandémica potencial A/Vietnam tuvo la capacidad de estimular
una respuesta inmune transmitida por la célula con las dos
dosis de antigenos mas bajas probadas. Ademas, la respuesta

observada en los grupos adyuvantados fue mas fuerte que la

respuesta CD4 inducida por los grupos no adyuvantados.

LR



10

15

20

25

175

IV.8 Conclusiones generales

Resultados de reactogenicidad y sequridad

El candidato principal para la siguiente pandemia de
influenza, es el virus aviar H56N1, el cual dio como resultado un
rango de mortalidad superior en casos de transmision de aves a
humanos, aunque la transmisién eficiente de humano a humano
no ha sido completamente confirmada. Si H5N1 demuestra tener
la capacidad de dispersarse en forma eficiente de persona a
persona combinado con la red de transporte global, el resultado
puede ser muy factiblemente un desencadenamiento de
influenza dispersado que afecta a un alto porcentaje de
individuos, conduciendo a mortalidad y morbididad
incrementada en todos los paises. Por consiguiente, se tiene
que establecer un método de almacenamiento de antigeno e
inmunolégicamente efectivo de vacunacién para evitar efectos
potencialmente devastadores de una pandemia. Esto puede
lograrse utilizando un adyuvante adecuado, y para la primera
vez, el efecto de aumento de inmunogenicidad de un adyuvante
novedoso en una vacuna candidata H5N1 puede mostrarse en
esta prueba.

Este estudio fue disefiado para evaluar (1) la seguridad y
reactogenicidad en adultos saludables de una vacuna candidata
de influenza pandémica adyuvantada o no con una emulsién de
aceite en agua, es decir AS03, (2) las respuestas inmunes

transmitida por anticuerpos y células.
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Los datos de reactogenicidad muestran que la vacuna
candidata pandémica adyuvantada indujo (independiente del
contenido de antigeno) sintomas mas locales y generales que
los grupos no adyuvantados. Sin embargo, el perfil de seguridad
de los cuatro grupos adyuvantados, fue clinicamente aceptable.
No se reportaron eventos adversos.

A partir de estos resultados, se puede concluir que el
perfil de reactogenicidad y seguridad de la vacuna candidata
pandemica adyuvantada con AS03, es satisfactoria vy
clinicamente aceptable.

IV.8.2. Resultados de inmunogenicidad

Con respecto a la respuesta inmune, la vacuna candidata
de influenza pandémica adyuvantada con AS03, excedidé, con
los contenidos de antigenos probados (3.8 ug, 7.5 ug, 15 ug y
30 ug HA, H5N1 A/Vietnam/1194/2004) los requerimientos de la
autoridades Europeas en cuanto a registro anual de vacunas de
influenza de virién de divisién (“Observar el Lineamiento en
cuanto a la Armonizacién de Requerimientos para Vacunas de
influenza” para la evaluacion inmunolidégica de los cambios de
cepa anuales -CMPM/BWP/214/96), utilizada actualmente como
base para evaluaciéon de vacunas de influenza candidata
pandémica (lineamiento en cuanto a la estructura de
dosificacién y contenido para la solicitud de autorizaciéon de
comercializacion de influenza pandémica CPMP/VEG/4717/03).

Los cuatro diferentes contenidos de antigeno de una
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vacuna candidata de influenza pandémica adyuvantada
probadas en esta prueba, fueron inmunogénicos en adultos
saludables, quienes desarrollaron una excelente respuesta de
anticuerpos a la hemaglutinina de influenza tal como se mide

mediante HI (tabla 23).

Tabla 23
Variable Estandar E 30HNAD 15HNAD 7.5HNAD 3.8HNAD

para respuesta
de anticuerpos

Factor de seroconversién >2.5 27.9 38.1 60.5 36.4

Rango de seroconversién >40% 85.4 959 90.0 82.0

(%)

Rango de proteccién (%) >70% 84.0 90.0 95.9 85.4

Los datos que evaluan la reactividad cruzada hacia una
cepa antigénicamente diferente, H5N1 A/indnesia/5/05, con el
ensayo de inhibicibn de hemaglutinina indicado ademas de una
preparacién cruzada de las vacunas en los grupos
adyuvantados contra una cepa desplazada. Se completaron
medidas seroldégicas mediante evaluaciéon utilizando el ensayo
de neutralizacion para la cepa homologa y heterdloga. Asimismo
a través del ensayo de neutralizaciéon, la inmunogenicidad y el
potencial de proteccién cruzada del candidato de vacuna, se
pueden confirmar.

En sintesis, 2 dosis de una vacuna candidata de influenza
pandémica adyuvantada novedosa, inducen en la dosis mas baja
probada de 3.8 ug, un titulador protector contra la cepa de
vacuna H5N1 A/Vietnam/1994/2004 en una proporcién muy alta

de sujetos, excediendo todos los criterios establecidos para la
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evaluacién de inmunogenicidad de vacunas de influenza.
Ademas de los resultados obtenidos documentan la capacidad
de la vacuna pre-pandémica candidata para inducir inmunidad
contra una cepa de desplazamiento.

Los resultados soportan el uso de la composicion de
vacuna reivindicada para lograr la seroproteccion en una
situacion pandémica en la cual, se lleva a cabo una preparacién
prepandémica con una vacuna que comprende una cepa
heterbloga a la cepa pandémica en la circulacién. En otras
palabras, la composicién reivindicada puede utilizarse para
preparar para respuestas subsecuentes a la cepa(s) pandémica
desplazada. Los resultados soportan el uso de la composicidon
reivindicada en una preparacién-refuerzo de una y dos dosis
heter6logas y homdélogas de wuna vacuna de influenza
monovalente pandémica (H5N1) adyuvantada con AS03:

- preparacién de pacientes con una o dos dosis de la
vacuna adyuvantada que contiene una cepa pandémica (por
ejemplo la cepa Vietnam) en una dosis seleccionada, incluyendo
una baja cantidad de HA,

- después de varios meses (por ejemplo 6 a 12 meses
después) a través de una dosis de i) ya sea la misma cepa
pandémica (por ejemplo cepa Vietnam, es decir preparacion-
refuerzo homéloga) o ii) una cepa heteréloga (por ejemplo cepa
Indonesia, por ejemplo preparacién-refuerzo heterélogo)

proporcionada como refuerzo.

20/
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El valor de esta vacuna adyuvantada esta de manera
importante en una situacidén en la cual la pandemia es declarada
después de que los individuos han sido preparados antes de o
alrededor del desencadenamiento pandémico una vez o dos
veces con ya sea la misma cepa o una cepa diferente a la cepa

“pandémica”.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de vacuna de influenza
monovalente que comprende una baja cantidad de antigeno de
virus de influenza o preparacién antigénica de una cepa de
virus de influenza, que esta asociada con una pandemia o tiene
el potencial de estar asociada con una pandemia, en
combinacion con un adyuvante, en donde la baja cantidad de
antigeno no excede 15 yg de hemaglutinina (HA) por dosis, y en
donde el adyuvante es una emulsién de aceite en agua que
comprende un aceite metabolizable, un esterol o un tocoferol, y
un agente de emulsificacién.

2. Una composicion tal como se describe en |la
reivindicacién 1, caracterizada porque el tocoferol es alfa-
tocoferol.

3. Una composicion tal como se describe en |la
reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, caracterizada porque el
aceite metabolizable es escualeno.

4. Una composicién tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3,
caracterizada porque el aceite metabolizable esta presente en
una cantidad de 0.5% a 20% del volumen total de Ila
composicién inmunogénica.

5. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4,

caracterizada porque el aceite metabolizable estad presente en

04
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una cantidad de 1.0% a 10% del volumen total de Ila
composicion inmunogénica.

6. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 5,
caracterizada porque el aceite metabolizable esta presente en
una cantidad de 2.0% a 6.0% de! volumen total de Ila
composicién inmunogénica.

7. Una composicién tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de Ila 1 a la 6,
caracterizada porque el tocoferol o alfa-tocoferol esta presente
en una cantidad de 1.0% a 20% del volumen total de la
composicién inmunogénica.

8. Una composicion tal ‘como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 7,
caracterizada porque el tocoferol o aifa-tocoferol esta presente
en una cantidad de 1.0% a 5.0% del volumen total de la
composicién inmunogénica.

9. Una composicién tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 8,
caracterizada porque la proporcion de escualeno: tocoferol o
escualeno: alfa tocoferol es igual o menor a 1.

10. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de Ila 1 a la 9,
caracterizada porque el agente de emulsificacion es Tween 80.

11. Una composicién tal como se describe en

204
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cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 10,
caracterizada porque el agente de emulsificacién se encuentra
en una cantidad de 0.01 a 5.0% en peso (p/p) de la composicidon
inmunogénica.

12. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de Ila 1 a la 11,
caracterizada porque el agente de emulsificacién se encuentra
en una cantidad de 0.1 a 2.0% en peso (p/p) de la composicidon
inmunogénica.

13. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de Ilas reivindicaciones de la 1 a la 12,
caracterizada porque la cantidad de antigeno HA no excede 10
Mg por dosis.

14. Una composicion tal como se describe en la
reivindicacién 13, caracterizada porque la cantidad de antigeno
HA no excede 8 ug, o 4 ug, o 2 ug por dosis.

15. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 12 a la 14,
caracterizada porque la cantidad de antigeno HA es de entre 1 -
7.5 ug, o de entre 1-5 ug por dosis.

16. Una composicion tal como se describe en Ila
reivindicacién 15, caracterizada porque la cantidad de antigeno
HA contiene de 2.5 a 7.5 yg de HA por cepa.

17. Una composiciéon tal como se describe en

cualesquiera de las reivindicaciones de Ila 1 a la 16,

7/@5
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caracterizada porque la cepa dellvirus de influenza pandémica
es seleccionada de la lista que consiste en: H5N1, HON2, H7N7,
H2N2, H7N1 y H1N1.

18. Una composicién tal como se describe en la
reivindicacién 17, caracterizada porque la cepa del virus de
influenza pandémica es seleccionada de la lista que consiste en
HS5N1, HON2, H7N7, H2N2, H7N1 y H1N1.

19. Una composicién tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 19,
caracterizada porque el antigeno o composicién de antigenos
esta en la forma de: un virus de influenza completo purificado,
un virus de influenza no vivo o un componente(s) de subunidad
de virus de influenza.

20. Una composiciéon tal como se describe | en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 19,
caracterizada porque el virus de influenza no vivo es un virus
de influenza de divisién.

21. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de Ila 1 a la 20,
caracterizada porque el antigeno de influenza o composicidon
antigénica se deriva de un cultivo celular o se produce mediante
huevos embridnicos.

22. Una composicion tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 21 para utilizar

en medicina.
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23. Un kit que comprende una unidad que comprende una
baja cantidad de antigeno de virus de influenza o preparacién
antigénica del mismo, y wuna unidad que comprende un
adyuvante de aceite en agua tal como se de.fine en cualesquiera
de las reivindicaciones de la 1 a la 12.

24. Un kit tal como se describe en la reivindicacién 23,
caracterizado porque el antigeno es HA.

25. Un kit tal como se describe en la reivindicacion 24,
caracterizado porque la cantidad de HA es tal como se define
en la reivindicacién 1 o en las reivindicaciones de 13 a 16.

26. Un método para la producciéon de una composicién de
vacuna de influenza para una situacién pandémica o0 una
situacion prepandémica, en donde el método comprende
mezclar un antigeno de virus de influenza procedente de una
cepa de virus de influenza simple que esta asociada con una
pandemia o que tiene el potencial de estar asociada con una
pandemia, con un adyuvante de emulsion de aceite en agua y
proporcionar unidades de vacuna que contengan no mas de 15
Mg de antigeno de hemaglutinina de influenza por dosis.

27. Un método tal como se describe en la reivindicacién
26, caracterizado porque el adyuvante de emulsién de aceite en
agua es como se define en cualesquiera de las reivindicaciones
dela 1 ala 12.

28. EI! uso de (a) una baja cantidad de un antigeno de

virus de influenza o preparaciéon antigénica del mismo

26}
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procedente de una cepa simple de influenza asociada con una
pandemia o que tiene el potencial de estar asociado con una
pandemia, y (b) un adyuvante de emulsién de aceite en agua en
la fabricacion de una composicién inmunogénica tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 22
para inducir al menos uno de i) una respuesta inmune de célula
T CD4 mejorada, ii) una respuesta de memoria de célula B
mejorada, contra el virus o una composicién antigénica en un
humano, iii) una respuesta humoral mejorada.

29. EI uso tal como se describe en la reivindicacion 28,
caracterizado porque la respuesta inmune de célula T CD4
implica la induccién de una respuesta auxiliar T CD4 de
reactividad cruzada o la induccién de una respuesta inmune
humoral de actividad cruzada.

30 El uso de (a) una baja cantidad de un antigeno de
virus de influenza pandémico o una preparaciéon antigénica del
mismo, un antigeno de hemaglutinina de virus de influenza de
una cepa simple de influenza asociada con una pandemia o que
tiene el potencial de estar asociada con una pandemia, y (b) un
adyuvante de emulsion de aceite en agua tal como se define en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 12 en la
fabricacion de un lote de vacuna o un kit de vacuna para
proteccién contra infeccién por virus de influenza.

31. EI uso tal como se describe en cualesquiera de las

reivindicaciones de la 29 a la 30, caracterizado porque la

ng



10

15

20

25

186

respuesta inmune o la proteccién cumplen con al menos uno, al

menos dos o0 con los tres criterios de regulacidon internacional .

para la eficacia de vacunas de influenza.

32. EI uso tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 28 a la 31, caracterizado porque la
respuesta inmune o proteccidén se obtiene después de una o dos
dosis de vacuna.

33. EI! uso tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones'de la 29 a la 32, caracterizado porque la
vacuna se administra en forma parenteral.

34. Un método tal como se describe en cualesquiera de
las reivindicaciones 27 6 28 o el uso tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 29 a la 34,
caracterizado porque fa cantidad de antigeno HA es tal como se
define en cualesquiera de las reivindicaciones de 14 a 17.

35. El uso de un virus de influenza o preparacién
antigénica del mismo en la fabricacion de una composicidon
inmunogénica para revacunacion de humanos, vacunados
previamente con una composicion inmunogénica tal como se
describe en cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 21.

36. EIl uso tal como se describe en la reivindicacién 35,
caracterizado porque la composicion utilizada para la
revacunacion contiene un adyuvante.

37. EIl uso tal como se describe en la reivindicacion 36,

caracterizado porque el adyuvante es un adyuvante de emulsion

29
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de aceite en agua.

38. EI uso tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 35 a la 37, caracterizado porque la
composicién inmunogénica para revacunaciéon contiene un virus
de influenza o una preparacién antigénica del mismo, el cual
esta asociado con una pandemia o tiene el potencial de estar
asociado con una pandemia.

39. EI uso tal como se describe en la reivindicaciéon 38,
caracterizado porque la cepa pandémica se selecciona de la
lista que consiste en H5N1 , HON2, H7N7, H2N2, H7N1 y H1 N1.

40. EI uso tal como se describe en la reivindicacién 30 o
la reivindicacion 39, caracterizada porque la com_posicién
inmunogénica para revacunacién contiene un virus de influenza
o0 preparacion antigénica del mismo, que comparte epitopes de
célula T CD4 comunes o epitopes de célula B comunes con el
virus de influenza o preparacién antigénica del mismo,
utilizados para la primera vacunacién.

41. EIl uso tal como se describe en cualesquiera de las
reivindicaciones de la 35 a la 40, caracterizado porque la
primera vacunacion se realiza con una composicion de influenza
que contiene wuna cepa de influenza que puede originar
potencialmente una pandemia, y la revacunacién se realiza con
una composicién de influenza que contiene una cepa pandémica
en circulacién.

42. El uso de un antigeno o preparaciéon antigénica
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procedente de una primera cepa de influenza en la fabricacion
de una composiciéon inmunogénica tal como se describe en
cualesquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 21, para
proteccion contra infecciones de influenza originadas por una
cepa de influenza variante.

43. EIl uso tal como se describe en la reivindicacion 42,
caracterizado porque la primera cepa de influenza esta
asociada con una pandemia o tiene el potencial de estar
asociado con una pandemia.

44. EIl uso tal como se describe en la reivindicaciéon 42,
caracterizado porque la cepa de influenza variante esta
asociada con una pandemia o tiene el potencial de estar

asociada con una pandemia.
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FIG. 1A (Cont.l)
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FIG. 1A(Cont.l)
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FIG. 2B

Datos PCR H5N1 Promedio (grafica izquierda) y datos de
titulacion de virus promedio (grafica derecha) de tejidos
de pulmoén procedentes de urones
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FIG. 4

Revisién general de la fabricacion de volumenes monovalentes de influenza
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FIG. 5

Formulacion de hoja de flujo para el volumen final de antigeno
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Prueba clinica humana: GMT's {con 95%Cl) para anticuerpo

FIG. 6
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Rangos de seroconversion (con 95%CI) para anticuerpo anti-HA
en el dia 21 y dia 42 posteriores a la vacunacion
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Factores de seroconversion (con 95%Cl) para anticuerpo
anti-HA en cada uno de los puntos de tiempo (Dia0, Dia21 y Dia 42)

FIG. 9
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FIG. 10A.

Tituladores de neutralizaciéon (GMT y rangos de seroconversion) para la

cepa H5N1 Vietnam

GMT para titulador de anticuerpo de neutralizacion y cepa Vietnam
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FIG. 11

Respuesta especifica CD4 a cepa H5N1 Vietnam

Respuesta especifica CD4 a cepa H5N1 Vietnam el Dia 0 y el Dia 42
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-12-18-909
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

PCT/EP2006/010439
VIII-5-1 Declaracion: Revelacidon o excepciones no

prejudiciales en cuanto a la falta de

novedad

Declaracién en cuanto a revelaciones o | en relacibn con esta

excepciones no prejudiciales en cuanto a la | solicitud internacional,

falta de novedad (Reglas 4.17(v) vy

S1bis.1(a)(v):

Nombre (APELLIDO, Nombre) GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A.
declara que la materia
objeto reivindicada en
esta‘ solicitud fue

, revelada asi:
VIII-5-1(i | Tipo de revelacién: Otro la hizo disponible en
) Internet en abuso del
acuerdo de
confidencialidad oral "del
10 de mayo de 2006
VIII-5-1(i | Fecha de revelacion: (19.06.2006)
i) 19 de junio de 2006
(19.06.2006)
VIII-5-1(i | Titulo de la revelacion: Memorial. Estrategia de

i)

GSK contra la amenaza
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pandémica: Vacunas pre-
pandémicas y
pandémicas. Mayo de
2006

VIII-5-1(i | Lugar de revelacion: Internet

v)

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 18 de diciembre de
2008, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Repulblica de Colombia.
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Declaration: Non-prejudicial
disclosure or exceptions to lack of
novelty

Declaration as to non-prejudicial
disclosures or exceptions to lack of
novelty (Rules 4.17(v) and

S1bis. 1(a)(v)):

Name (LAST, First)

in relation to this international
application

GLAXOSMITHEKLINE BIOLOGICALS S.A.
declares that the subject matter claimed
in this international application was
disclosed as follows: ‘

VIN-5-A(i
)

VIIL5-A(i
i)
VII5-1(i
i)

VI-5-1i
v)

Kind of disclosure:

Date of disclosure:

Title of disclosure:;

Place of disclosure:

other Made available on internet in
abuge of oral confidentiality agreement
of 10 May 2006

19 June 2006 (19.06.2006)

Briefing document. GSK's strategy
against pandemic threat: Pre-pandemic
and pandemic vaccines. May 2006.

Internet
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