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i Fecha: 2008-03-06 15:41:36
Tra. 11 PATENTEIYI
| Act. 411 PRESENTACION

.

Dep. 2020 NUECREACIONt
Eve: 379 FASENACIONALIN
Folios: 193 )

e e o

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE:

®

@ Patente de Invencion

[ ] Patente de Modelo de Utilidad

|:| Capitulo 1. & Capitulo II.
@ Nombre: GLAXOSMITHKLINE IDENTIFICACION
BIOLOGICALS S.A.
SOLICITANTE o . cce. O w~T [
(71) Direccién: Rue de [Iinstitut 89, B-1330 CE. D Ofro D
Rixensart, Bélgica.
Nacionalidad o Domicilio: Rixensart,
Bélgica. Cual
Lugar de Constitucién: Bélgica. Namero
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
©) cc. X w~nT [
Direccién: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°| C.E. E] Otro D
REPRESENTANTE Bogota, Colombia
O APODERADO
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 Cual ___ _
Numero 39.690.713 TP 53.215
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
@ ' |Nombre: DE HEMPTINNE, Hervé, DUCHENE, Michel;, MARY, Anne vy
SONVEAUX, Marc.
INVENTOR(ES) are
(72) Direccion: GlaxoSmithKline Biologicals sa, Rue de [lnstitut 89, B-1330
Rixensart.
Nacionalidad o Domicilio: Bélgica.
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2007/059391 Fecha: _07/09/07
Publicacion Iéﬁternacional No._WO 2008/028957 A3 Fecha: _13/03/08

{
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@ Clasificacion Internacional (51) _A61K 39/13

Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
Sl & NO D GB 07/09/06 0617602.8
GB 21/12/06 0625593.9

® Comprobante de Pago No. 09-17,097

Fecha: Marzo 3 de 2009

i



[QD ANEXOS )

1

lzzl Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Ej Documentos que acreditan la existencia y representacién legal cuando los solicitantes sean personas
juridicas.
Ej Documentos de Representacion Legal.

|::| Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

[] Declaraciones
|::| Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
|z:| Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)

[] Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

E] Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

|::| 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. ' g

E] Arte Final 12X12.

[:l De ser el caso, informaciéon sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por é&l
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

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

lz- Otros: Reporte de Busqueda Internacional, Publicacién, Opinion Escrita, Copia del reporte preliminar
internacional sobre patentabilidad, la Traduccién de sus anexos y Dibujos .

GD FIGURA CARACTERISTICA:

( )

\ J

62) Solicito la concesion de la patente, |
‘ :ALICIA LLOREDA RICAURTE

. - : N ) :‘ n Iy
\_ - » ~ CC.39690.713  T.P.53215 )
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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.

&\u;@/ﬂ/mc}“

ICIA LLOREDA RICAURTE
T. P. 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 espariol.

Notarizacién, documento escrito en espafiol.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafia 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
Numero: G 749037

Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)
TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

7
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Sello de Ia Oficina de Asuntos W. Gléss

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la secciéon consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacion uUnicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre ei
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 seguin 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, Repuiblica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO ( S
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DE PINNA
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Publico de la Ciud'ad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,
CERTIFICO:

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

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada

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

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

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

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON 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 LonAd'res, el dia de hoy primero de septiembre del afio dos

/-

mil cuattro.

JAMES KERR MILLIGA]
Notario Publlco de Londreq glaterra

TR RS

: E BOGOTA, HAGQ CONSUM‘ Q
j FOTOFOP!A I"Ol I} DE COKR EL O

DE PINNA
35 Piceadilly London W1J OLJ
Telephone:+44 (0)20 7208 2900  Facsimile: +44 (0)20 7208 0066 DX No. 418521 Picead l Iy 2
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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 TS‘MV\'QS KQI [' [M { \,‘ {j N

aétésignépar ....... 0T YL T LR

3. acting in the capacity of
agisSSANt €N QUANILE e ... ... .. .. it e e

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

Certified /Attesté

5. at London/a Londres 6. the/le ............. (0 T

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

\

8. Number/sous NO G 7 4 9 0 3 7

et ARIO SEXTT) DEL CIRCULOD
O EOGOTA, WAGO CONSTAR QUE LA |
Frotocoria commcios CON EL ORIGIN

g QUE HE VISTA

% - e

It this document is to be used in a country which is
not party to the Hague Convention of 5 October 1961,
it should ha neasauted ta the enmenlar eoction of the

mission repressiting that country.

NOTAR



Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

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

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 6o., 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 1o. 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
framites 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; formular
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 facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las

nas facultades que resulten necesarias, y por el
resente 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/lo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial Ia
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

Mougpo .|

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

domiciled at  rue de FInstitut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgiu‘m
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 1o. 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.

31 AUG 2004

iven and signed this

@ 2
Wil

horis

Marcus (k{@
Attorney an t

NOTARY SHOULD
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 , comparecio

, aquien conozco y

de quien me consta que firmé el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declar y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., la
compafiia 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 duracién que aun no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme a
las leyes de
que el declarante esta
autorizado por dicha Compafia para conferir este
poder; que el sello estampado por él al pie de tal
poder, en nombre y en representacion de la
expresada Compaiiia, es el sello oficial de ella; y que
3objeto para el cual se confiere este instrumento
ta comprendido dentro del de la sociedad.
® suscrito Notario ha visto los Estatutos de
¥ Incorporacion firmados en ,
con fecha , y certifica que de
conformidad con la legislacién de dicho Pais, la
anterior  declaracién juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this day of , 200 .
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 is
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
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.

£ oMo NOTARIO
% DE BOGOTA, HA
WpoTOCOPIA CON

A
GO CONSTAR OUE LA &
CIDE CON EL OPIGINA

e ey b

~n



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int Cl: AB1K 39/13

(22) Fecha de solicitud: 06-03-09

(30) Prioridad  (31)  No. Prioridad  (32)

Fecha (33) Pais

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

0617602.8 07-09-06 GB
0625593.9 21-12-06 GB |(72) Inventor(es) DE HEMPTINNE, Hervé, DUCHENE,
Michel ; MARY, Anne y SONVEAUX, Marc.
(74) Apoderado: ~ ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  07-04-09 {87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 13/03/08
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 07/09/07 N° publicacion: WO 2008/028957 A3
No. de solicitud PCT/EP2007/059391
(54) Titulo: VACUNA

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion numero 8:

Un método para la elaboracién de una vacuna (es decir, una vacuna de combinacién) que
comprende el poliovirus inactivado tipo 1, el cual comprende los pasos de: mezclar toxoide de
difteria y toxoide de tétanos, seguidos por la adicion del poliovirus inactivado tipo 1 en una
dosis mayor de 10 unidades de antigeno D y menos de 20 unidades de antigeno D, vy
opcionatmente los poliovirus inactivados tipos 2 y/o 3 (IPV).




. SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

{51) Clasificacion Internacional : A61K 39/13

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA __ PATENTEDEINVENCION __ PCT X MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
1) \° de solictud: (22) Fecha de sofictud: 06/03/09

(71)Sdlicitante(s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es) DE HEMPTINNE, Hervé, DUCHENE, Michel; MARY, Anne y SONVEAUX, Marc.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
0617602.8 07-09-06 GB
0625593.9 21-12-06 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 07-04-09 (87)  Publicacién internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 13/03/08
Fecha de presentacion de la solicitud: 07/09/07 No. Publicacion : WO 2008/028957 A3
No. de solicitud PCT/EP2007/059391

(54) Titulo: “VACUNA”




e . SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
, . . ' DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio ~ TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
‘5 UPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION _ PCT _X MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL _
{21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 06/03/09

51) Clasificacion Internacional : A61K 39/13
(71) Solicitante(s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

{72) Inventor(es) DE HEMPTINNE, Hervé, DUCHENE, Michel: MARY, Anne y SONVEAUX, Marc.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
0617602.8 07-09-06 GB
0625593.9 21-12-06 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 07-04-09 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 13/03/08
Fecha de presentacion de fa solicitud: 07/09/07 No. Publicacion : WO 2008/028957 A3
No. De solicitud PCT/EP2007/059391

(54) Titulo: “VACUNA*

(57) Resumen:

Reivindicacién nimero 1:

Un método para la elaboracion de una vacuna (es decir, una vacuna de combinacion) que comprende el poliovirus inactivado tipo 1,
2| cual comprende los pasos de: mezclar toxoide de difteria y toxoide de tétanos, seguidos por la adicion del poliovirus inactivado
tipo 1 en una dosis mayor de 10 unidades de antigeno D y menos de 20 unidades de antigeno D, y opcionalmente los poliovirus
inactivados tipos 2 y/o 3 (IPV).

N



PATENT COOPERATION TREATY

980 Great West Road _ ,
Brentford, Middlesex TW8 9GS 0 Mt
GRANDE BRETAGNE I 9 MAY 2408

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY : L PC"
JTo: . ‘
: ~NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
GLAXOSMITHKLINE

Qei—,&.u’jﬁn’éiﬁ \'f e THE [NTERNATIONAL SEARCH REPORT AND.

| Attn. Lubienski, Michael John Corporaid 1B THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
‘Corporate International Prope 'thé%\!é%%é%ﬂpggpé ’ETQE%QAD? HING AUTHORITY, GR THE DECL_AR_AT'ON
2 LY, =t . .

. By J/
arry: £ Japfee WS

(PCT Rule 44.1)

1P ; /A fom[upumzlc 8?@‘3 of mailihg Q g

ATM!WE_F ' ea'r) 08/»05/2008 ./

Applicant's or agent's file reference S _ . : .
EKB/VB626215 \/6 G20 [g FOR FURTHER ACTION ‘See paragraphs 1 and 4 below
_Intemational application No. | International filing date
PCT/ER2007/059391, ‘ | - |(Gayimoniyear) " 07/09/2007

Applicant

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

1.

2

3.

4.

[zl ‘The apphcant is hereby notified that the international search report and lhe wrltten opinion of the International Searchmg
Authority have been established and are transmitted herewith.

. Filing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the International Appucatlon (see Rule 46):
When? The time limit for tiling such amandments is normally two months from the date of transmittal of the
Internationat Search Report. -
‘Where? Durectly to the Intsrnational Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70
For more detailed Instructions, see the notes on the accompanying sheet.

. l____] The applicant is hereby notified that no internationat search report will be estabhshed and that the declaration under

Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the International Searching Authonty are transmltled herewith.
[:] With regard to the protest agalnst payment of {an) additional fee(s) under Rule 40.2, the apphcant Is notmed that:

[:l the protest together with the decision thereon has been transmmed 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. -

Remlnders

Shortly after the expiration of 18 months-from the priority date, the internauonal appllcanon will be publlshed by the
Internationai Bureau. If the applicant wishes to avoid or postpone pubfication, a notice of withdrawal of the international

_application, or of the priority claim, must reach the International Bureau as provided in. Rules 80bis.1 and 90bls 3, respectively,

before the completion of the technical preparations for internationat publication.

The applicant may submit comments on an informal basis on the written opinion of the International Searchlng 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 wou!d also be made available to

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

Within 18 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary -
examination must be filed if the-applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority.
date (in some Offices even later); otherwise, the applicant must, within 20 months from the pnonty date, perform the prescrlbed
acts for entry into the national phase before those de&gnated Ofiices.

In respect of other deslgnated Ofﬂces, the time limit of 30 months (or later) wilt apply even if no demand is filed within 19
months. . . '

"See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for detalls about the applicable time ||m|ts, Off ice by Ofﬁce see the PCT Apphcant’s
. Gu:de Volume Ii, National Chapters and the WIPO Intemet site.

Name and mailing address of the International Saérching Authority Authorized officer -

Tek (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan2 . L T
» NL-2280 HV Rijswijk Michela Digiusto
S Fax: (+31-70) 340-3016 ; o

l_:orm F‘CT/ ISA/220 (October 2005)

' (See notes on accompanying sheet)
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" NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic instructions concerning the filing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requiremants of the Patent Cooperation Treaty, the Regufations and the Admilnistrative Instructions
under that Treaty. in case of discrepancy between these Notes and those requirements; the latter are applicable. For: more

detalled information, see also the PCT Applicant's Guide, a publication ofWIPO .

In these Notes, "Article", “Rule®, and "Sectron" refer to the provrsrons of the PCT the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instructions, respectrvely : . ) )

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after havlng received the international search repon and the wrrtten opinion of the Intemational

" Searching Authority, one opportunity to amend the claims.of the international application. It shotld however be emphasized
-that, since all parts of the international application (claims,description and drawings) may be amended during the-

international preliminary examination prociadurs, there is usually no rieed to-file amendments of the claims under Article 19
except where, €.9. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another.
reason for, amendrng the claims before international publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional .

protection is avallable in some States only (see PCT Applicant's Gurde Volume A, Annexes B1 and B2).-

i The atteritioni of the applicantIs drawn to the fact that amendments to the claims under Artrcte 19 are not allowed where -
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no international search report would be

-established (see PCT Applicant’s Guide, Volume I/A, paragraph 296).

What parts of the international appli_calion'may be am_ended?
Under Article 19, only the claims may be amended.

- During the international phase. the claims’ may also be amended (or further amended) under. Artrcle 34 before the
international Preliminary Examining Authority. The description and.drawings may only be amended under
. Article 34 before the Internatronal Examining Authority. .

Upon entry into the national phase, all parts of the international apphcatron may be amended under Article 28 or,
where apphoable, Arttcte 41.

When? - Within 2 months from the date of transmrttal of the international search report or 16 months from the priority date,
- -whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments will be considered as having
Lbeen received on time if they are received by the lnternatronal Bureau after the expiration of the applicable trme
limit but before the comptetron of the technlcat preparatrons for intematronal pubtrcatron (Rule 46.1).

"Where not to file the amendments?

*The amendments may only be filed with the Intematlonal Bureau and not with the receiving Ofﬂoe or the
Intsmational Searching Authority (Rule 46.2).  *

‘Where a demand for international preliminary examination has been/is filed, see below.

1 Hoyv? . Either by cancetlrng one or more entire claims, by adding one or more new clarms or by amendmg the text ofone

or more ‘of the claims as filed.

A replacement sheet must be submnted for each sheet of the claims which, on account of an amendmem or
amendments, differs from the sheet originally filed. -

All the claims appearing on a repiacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where aclaim is
cancelled, no.renumbering of the other clalms is required. In all cases where claims are renumbered they must be
renumbered consecutively (Sectron 205(b)). .

The amendments must be made In the language in which the mtematronal applrcatlon is to be publlshed

What documents mustlmay accompany the amendments?
“Letter (Sectton 205(b)):
- The amendments must be submitted with a letter.

The letter will not be pubhshed with the international apphcatron and the amended clarms It should notbs
oonfused with the "Statement under Article 19(1)" (see below, under "Statement under Article 19(1)")

The letter must be in Englrsh or French, at the choice of the appllcant However, if the language of the

S international application is English, the letter must be in Enghsh if the language of the mtematronal appltcatron -

- s French the Ietter must be n French

o Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (Qctober 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY
PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Atticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicanfa oragentsfiereference - | ° FOR FURTHER , s66 Form PCT/ISA/220

1 kB /VB 626215 : ) - ACTION . as well as, where applicable, item 5 below.
Int_e'rn_alional application No, : lntematronal filing date (day/month/year) (Earhest) Pnonty Date (day/month/year)
PCT/EP2007/059391 ) . 07/09/2007 - - 1 07/09/2006 -

Applicant

GQAXOSMITHKLINE _BI-OLOGICALS_' S.A.

This international search report hias been prepared by thls !ntematronal Searchmg Authonty andis transmmed fo the applrcant
aocordrng to Article 18. A copy is being transmltted to the International Bureau . .

This international s_earch report consists of a total of 4 sheets.
E " Itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

_ 1. Basls of the report
a. With regard to the language, the rnternaﬂonal search was carried out on the basis of:

: " the international application in the language i in which it was filed

D a trarislation of the international application into _ , which is the language |
of a translation furnished for the purposes of Intematlonal search (Ruies 12. a(a) and 23.1(b}))

b.. D ' This international seamh feport has been established taking into account the rectification of an obvious mrsmke
- authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43 6bls(a))

c. ]:] Wrth regard to any nucleotide andlor amino acid sequence disclosed in the mternatlonal applrcatron see Box No. I. -
2. D ‘Certain claims were found unsearchable (See Box No. If)
8. [[] unityof Invéntion is lacking (see Box No lil

"4, With regard to the title, v :
" the text Is approved as submitied by the applicant
[[]  the text has been established by this Authority o read as follows:

5 With regard to the abstract .
the textis approved as submiited by the appllcant

D the text has been establishad, accordmg to Rule 38.2(b), by this Authonty as it appears in Box No IV.The applrcant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

8. Wth regard to the drawlngs, .
- a. the ﬂgure of the drawmgs tobe publrshed with the abstract Is Figure No
‘ [] assuggésted by the applicant :
D _ as selscted by this Authority, because the applicant failed t_qsugge’st a figure
. D - as selscted by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. [X] nongofthe frgures is to be published with the abstract

. Form PCT/ISA/21O (ﬁrst sheet) (Apnl 2007)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international application No

-PCT/EP2007/059391

CLA! SSlFICAﬂONO SUBJECT MATTER

A,
INV. A6

Aocordmg to International Patenl Classmcallon (IPC) or to both naxlonal classification and IPC

-B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentatlon searched. (classm:anon system foliowed by classmcanon symbols)

AG1K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fiekls searched

. Electronic data base oonsulted dunng the Internallona] search (name of data base and, where pradlcal, search terms used)

-1 EPO~ Interna] WP Data, BIOSIS

| C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Chation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages . : ' Hele_vam to claim No.

X HERREMANS T.M.P.T. ET AL. "Induct1on of, v o 1-87

' mucosal 1mmun1ty by 1nact1vated poliovirus :
vaccine is dependent on previous mucosa]

contact with 1ive v1rus " :

J. IMMUNOL,,

vol. 162, 1999, pages 511 5018

XP002463164

.the whole document’

X | DoIvYETAL: "PROGRESS WITH INACTIVATED SR 1-87

"POLIOVIRUS VACCINES DERIVED FROM THE SABIN
- STRAINS" -~

DEVELOPMENTS "IN BIOLOGICALS KARGER

BASEL, CH, -

- vol. 105 2001, pages 163- 169 XP009040789
. T 1 ISSN: 1424—6074
figure 3 -

' -Furiher documents are Iisted inthe continuation of Box G. - See patent family annex.

M S ecial categories of cned documents : ) . . .
P eg o “*T* later document published after the International filing date
- or priority date and not in conflict with the application but -

; 'A' document défining lhe general slate of the art which is not " cited to undersrand the principle of theory underlymg the

considered to be of particular relevance invention

*E* earlier document but published on or after Ihe international Co 'X' document of pasticular relevanoe the claimed invention
fling date . cannotbe considered novel or cannot be considered to

“L* documant which may throw doubts on priority claim(s) or S Involve an inventive step when the documnent is taken alone .
which Is cited 1o establish the publication date of another e document of particuiar refevance; the claimed invention
citation or other special reason (as specified) cannot be considered to involve an inventive step when the

*0* document referring to an oral dxsclosure use, exhibition or - - document is combined with one or more other such docu— -
other means .- .. ments, such combination being obv[ous lo a person skilled
*P* document published prior fo the International filing dare but : inthe art.
~[aterthan the priority date c!almed ) *&" document member of the same patent family
i Date of the aclual oompletlon of the |ntemal|onal search. U ’ Date of maﬂmg of the lntematmnal search repon_ ..
‘8.February'2008. A 08/05/2008
" - | Name and mailing address of the ISA/ ‘ - Authorized officer

European Patent Office, P.B. 5818 Palentlaan 2 . .
. - - NL - 2280 HV Rijswijk . :

. . . Tel. (+31-70) 3402040, Tx. 31 651 epo nl, - ' - s

5. " Fax: (+31-70) 340-3016 _ Rankin, Robert

. Form PCT/ISAI210 (second sheet) (Aprll 2005) :

< page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

| PCT/EP2007/059391

C(Continuatlon).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

K Category* | Citatlon of document, with indication, where appropriate, of the refevant passages B

Relevant to claim No.

3 ‘

| DRAGUNSKY E M ET AL:  "EVALUATION OF

IMMUNOGENICITY AND- PROTECTIVE PROPERTIES
OF INACTIVATED POLIOVIRUS VACCINES: A NEW
SURROGATE METHOD FOR PREDICTING VACCINE
EFFICACY"

JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES CHICAGO,

IL, US,
, vo] 190 no. 8

15 October 2004’ (2004-10-15), pages
1404-1412,. XP009040799 '

“ISSN: 0022 1899
~ f1gure 3; tab]e 2

WO 98/00167 A" (CONNAUGHT LAB [CA]; FAHIM

- RAAFAT E F [CA]; TAN LARRY U L [CA]
“BARRETO) 8 January 1998 (1998 01 08)
. claim 10 .

WO 2004/039399 A (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG

SA .[BE]; MAYERESSE YVES [BE]; STEPHENNE

JEAN [B) 13 May 2004 (2004—05—13)

page 24, line 1 - ]1ne 9

SCHMITT H J ET AL; "PRIMARY VACCINATION
OF INFANTS WITH

* DIPHTHERIA-TETANUS-ACELLULAR

PERTUSSIS-HEPATITIS B VIRUS- INACTIVATED
POLIO VIRUS AND HAEMOPHILUS INFLUENYAE
TYPE B VACCINES GIVEN AS EITHER SEPARATE
OR MIXED INJECTIONS" .

JOURNAL OF PEDIATRICS, MOSBY YEAR BOOK,
ST. LOUIS, Mo, US,

vol. 137, no. 3, September 2000 (2000- 09),;'-

pages 304—312 XP009023955

- ISSN: 0022-3476

the whole document

. 1-87

1-87 .

1-87 . .

187

-Form PCT/ISA/210 (continuation of sacond sheet) (April 2005)
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" INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members .

International appilcation No

2006127414

Al

PCT/EP2007/059391
Patent document Publication . Patent family ' Pubiication-
cited in search report - - date . . member(s) date
.. W0 9800167 A 08-01-1998 AT - ' 339965 T- 15-10-2006 . -
L Lo AU 714493 B2 ~06-01-2000
- AU 3251697 A - 21-01-1998
- BR . 9710460 A - 17-08-1999
CA 2259415 Al ~.08-01-1998 - -
" CN -1228709 A 15-09-1999
-DE . 69736709 T2 - 04-10-2007 -
DK 0914153 T3 29-01-2007
;EP 0914153 Al .- 12-05-1999
“ES 2271969 T3 = - .. 16-04-2007 .} .-
IL 127847 A . 01-06-2004 . |
-JP 2000504032 T - - 04-04-2000
JP . 3280675 B2 13-05-2002 -
~~dP 2002069002 A 08-03-2002 -
-JP 2006241171 A - - 14-09-2006
NZ - 333989 A - 23-06-2000
PL 331007 Al .21-06-1999.
RO - . 120819 B1 30-08-2006 = -
RU - - 2194531 C2 1 20-12-2002
ST 9720050 A’ 31-12-1999.
SK 181898 A3 16-05-2000
. , TR 9802783 T2 22-03-1999 -
‘WO 2004039399 A .13-05-2004 AT = 352316 T 15-02-2007
: o o ' AU . 2003278166 Al 25-05-2004
AU 2003287980 Al 25~-05-2004
- BR: 0315767 A 06-09-2005 -
CA 2503871 Al 13-05-2004
“CA 2503946 Al 13-05-2004
DE 60311526 T2 31-10-2007
WO 2004039417 A2 © 13-05-2004
EP 1575612 Al - 21-09-200%
EP 1556477 A2 27-07-2005
HK 1085380 Al .. 30~11-2007
IS 7805 A. . 18-04-2005
IS 7806 A 18-04-2005
JP 2006512406 T ~13-04-2006
JP . 2006504801 T 09-02-2006
KR 20050075766 A 21-07-2005
KR :20050084626 A- - . 26-08-2005
-MA - 27551 Al ~ 03-10-2005 -
MA 27644 Al +01-12-2005
MX  PA05004528 A = . 26-07-2005
MX  PAD5004675 A " ' 08-06-2005
US 2006127415 Al " 15-06-2006

- 15-06-2006

Fom PCTASA/210 (patent family annex) (April 2005)
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(43) International Publication Date
13 March 2008 (13.03.2008)
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(10) International Publication Number

WO 2008/028957 A3

(51) International Patent Classification:
AG61K 39/13 (2006.01)

(21) International Application Number:
PCT/EP2007/059391

(22) International Filing Date:

7 September 2007 (07.09.2007)
(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:

0617602.8 7 September 2006 (07.09.2006) GB
0625593.9 21 December 2006 (21.12.2006) GB

(71) Applicant (for all designated States except US): GLAX-
OSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. [BE/BE]; rue de
I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): DE HEMPTINNE,
Hervé [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a., rue
de Ilnstitut 89, B-1330 Rixensart (BE). DUCHENE,
Michel [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a.,
rue de lInstitut 89, B-1330 Rixensart (BE). MARY,
Anne [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a., rue
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I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE).
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(81) Designated States (unless otherwise indicated, for every

kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,

AT, A AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,
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(84

~

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
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PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, -
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Declarations under Rule 4.17:

— asto applicant’s entitlement 10 apply for and be granted a
patent (Rule 4.17(ii))

— asto the applicant’s entitlement 10 claim the priority of the
earlier application (Rule 4.17(iii))

—  of inventorship (Rule 4.17(iv))

Published:

—  with international search report

—  before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments

(88) Date of publication of the international search report:
3 July 2008

(54) Title: VACCINE

(57) Abstract: The present invention relates to the field of vaccines for protecting against polio, and in particular to combination
vaccines for protecting against polio, diphtheria, tetanus, and pertussis diseases. Specifically, vaccines comprising reduced dose
inactivated poliovirus (IPV) is provided, which can maintain an adequate or improved level of protection against polio.



PATENT COOPERATION TREATY

From the ' _ o : | :
INTERNATIONAL SEARCHfNGAUTHORlTY: S e .
| To:. PCT o
e )  WRITTEN QPINION OF THE = .
see form PCTASAR20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis:1) - o
bate of mailing . ’
(cay/monthiyear) see form PCTISAR1 Q(seoond'sheei) S
Applicant'§ of agent's file reference - - | FOR FURTHER ACTION
see form PCTﬂSA/ZZO _ _ ' _ ' | See paragraph 2 below
International application No. o 'Interr.mational filing date (da‘yzfnon!h&ear} _. Priority. date (dayimonthjyear).
PCT/EP2007059391 07.09.2007 _ 07.09.2006 E

" Intemational Patent Classification (IPC) or both national classificati

1INV, A61K39A3

on and IPC

Applicant : ' - ‘
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

1." This opinion contains indications relating to the following items:
& BoxNo.| Basis of the opinion
0 Box No. 1l Priority _
ju) Box-No. Ili Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
0 BoxNo. IV  Lack of unity of invention ' _
- ' BoxNo.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1 (a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
o applicability; citations and explanatiens supporting such statement S
.0 Box No. VI Certain décuments cited - : '
3 Box No. VIl * Certain defects in the international application
[J 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 Autharity ("IPEA") except 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. ' o R : o
.. If this opinion is,.as'p'rovided‘above, corisidered 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 PCT/ASA220 or before the expiration of 22 months from the priority date, -
_whichever expires later. o . : R . L
For further options, see Form PCTASA220.
| 3. . Forfurther details, see notes to Form PCTASA220.
'| ‘Name and mailing address of the ISA: . - | Date of completion of | Authorized Officer . _
_ ) . o this opinion : 1. E : ) - eqy% "‘m,}
. European Patent Office - . . ’ Co i %
_ _-@) D-80298 Munich . - ;eceT’Aos";\Jmo - | Rankin, Robert : H _0)) H
———  Tel. +49 892399 - 0 Tx: 523656 epmu d o - R, S
Fax: +49 89 2.399 - 44.65 o . Tele'phone No. +49 89 2399-2659 . o "%.,x_ue"

" Form (PCTASAR37) (Cover Shest) (Aprif 2005)




\WRITTEN OPINION dF THE - - S !nternatlonal appllcation No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY o . PCT/EP20071059391

" Box No. | Bas:s of the opmlon

1. :Wlth regard to the language thzs opinion has been estabhshed on the basis of
K the mternatlonal -application in the language in which it was filed

" [J atranslation of the international apphcatnon into , which is the Ianguage of a translatton furmshed for the
_purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 {b)).

: 2 0O This opinion has been establlshed taking into account the rectification of an obvxous mlstake authonzed

by or notmed to thls Authonty under Rule 91. (Rule 43bis. 1(a))

-3 'Wlth regard to any nucleotide and/or ammo acld sequence dlsclosed in the mternatnonal appllcatlon and

necessary to the claimed invention, this oplmon has been estabhshed on the basns of
a. type of matenal '
O a sequence listing
, O table(s) related to the sequehce listing
b. format of maierialz
| O on paper
.00 in electronic form
¢ time of filingfurnishing:
'D co.ntained in the international. appli'cation as filed.
: D : filed together with the infernational application in electronie form.

0O furnished ,subseqdenﬂy to this Authority for the purpdses of search.

4. 0 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or 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 nled or does not go beyond the. apphcanon as filed, as
appropnate were furnished. v .

5. Addltlonal com ments:

* Form PCTISA/237 (April 2007)




- WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International applieatio'n No.

- PCT/EP2007/059391

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis. 1(a)(|) with regard to novelty, mventlve step or

mdustrlal apphcablllty, cntatlons and explanatlons supportlng such statement

1. _Statement

-~ Novelty (N)
Inventive step (IS) "
Industrial apb_licability (i1A).

2. Citations and exp!anatlons

_see separate sheet

© Form. PCTASA/237 (April 2007)

~ Yes:
-No:

Yes:

- 'No:
Yes:

“No:

Claims
Claims
Claims - . -
Claims _

Claims

"~ Claims




WRITTENOPINONOFTHE ~~~-Internationial appiication No.

INTERNATIONAL SEARCHING
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| Re Item V |
. Reasoned statement with regard to novetty, inventive step or |ndustr|al appl:cablhty,
c1tatlons and explanatlons supporting such statement

Crted Documents
Reference is'made to the followmg documents : '
Di: HERREMANS T.M.P.T. ET AL.: "Induction of mucosal 1mmumty by mactrvated
. poliovirus vaccine is dependent on previous mucosal contact with live virus."” J. ,
" IMMUNOL., vol. 162, 1999, pages 511-5018, XP002463164 :
'D2: DOIY ET AL: "PROGRESS WITH INACTIVATED POLIOVIRUS VACCINES
" DERIVED FROM THE SABIN STRAINS" DEVELOPMENTS IN BIOLOGICALS
- KARGER, BASEL, CH vol. 105 2001 page3163 169 XP009040789 ISSN
. 1424-6074
- D3: DRAGUNSKY EMET AL: "EVALUATION OF IMMUNOGENICITY AND
PROTECTIVE PROPERTIES OF INACTIVATED POLIOVIRUS VACCINES: A
NEW SURROGATE METHOD FOR PREDICTING VACCINE EFFICACY"
JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES, CHICAGO, IL, US, vol. 190, no. 8, 15

October 2004 (2004-10-15), pages 1404-1412, XP009040799 ISSN: 0022-1899

'D4: WO 98/00167 A (CONNAUGHT LAB[CAJ; FAHIM RAAFAT E F [CA]; TAN
" LARRY U LJ[CA]; BARRETO) 8 January 1998 (1998-01-08) -

. " Article 33(2) PCT :
The subject matter of the claims is con3|dered to be novelin light of the pnor art.

Article 33(3) PCT
The sub}ec’t matter of claims 1-87 are not considered inventive (Article 33(3) PCT)

:‘For claimt : : :
~ " The closest prior art is: Dt whrch discloses combmatron vaccines containing three IPV
o serotypes diphtheria and tetanus antigens.. Serotypes 1,2 and 3 of polro are represented
A 'jm the vaccine at 40, 4-and 7.5 D-antigen umts respectlvely -

- T_he Qifterences between the subject.ma_tterof clai_mt and D1 is that in-claim 1, the

" Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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serotype 1 polro virus is present at between 10 and 20 D units. Also in the combmatron .
vaccme ‘of clarm 1, the antigens are mixed in a certain order. - :

The tech‘nical effect arising from the antigen cdncentration difference is that less antigen is
- used to generate immune responses. There is no apparent effect ansmg from formulatmg
. the.vaccine antigens in a certain order. : : o :

The problem to be solveéu may therefore be considered as being to provide a combination
~vaccine comprising polio and other antrgens whereby the polio type 1 virus isata Iowered
_- concentratlon

~The sub]ect matter of claim 1 solves this probtem but is not consrdered inventive because ’

~ the subject matter of D2 D2 shows that effective immune responses agarnst type 1 polio virus A
-can be achieved with anti antigen concentrations of 11°D. units (see figure 3, top graph). Hence .

 the skilted person would view it as obvious to use a lower polio antlgen concentratlon B

' fallmg within the claimed range. Claim 1 is therefore not mventrve '

 For claim 24
| The clOsest-prior art is D1, which is described above. -

‘The difference between claim 24 and the subJect matter of D1 is that in claim 24, the
antrgens are. mrxed in a-certain order. : :

: There does not appear to be @ technical effect a'rlsing from this difference.

~ The problem to be solved may therefore be conS|dered as belng to provude an alternate
: method of. maklng an lPV multlvalent vaccme : : '

_ '_,The subject matter of claim 24 solves this problem but is not consrdered to be mventrve
o because the mere optrmxsatron of a vaccine composrtron by altering the procedure of '
" adding’ components would be an obvrous option to the skrlled person Hence claim 24'i is, .
not rnventlve : : : S : :

" Férm P_QT/ISAIZS?_(Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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- Furthermore : e
D3 shows that a type 2 virus concentratlon of 1ord D umts may be used in a vaccine (see

figure 3 & table 2). .

.~ D4 shows that a type 3 virus may be used ata concentratlon of 20 50 D units ina vaccme
~ (seeclaim 10) : :

Hence the use of "reduced" antlgen concentrattons of the three poho types in vaccines.is

. well known'in the art and the skilled person would view it as obvious to use a lower amount
“than is-currently used in some commercial vaccines. For this reason and the reasons

4 stated above, the subject matter of lndependent claims 1 2,9 y@\and 2@ are not mventuve ‘
_(Artlcle 33(3) PCT. . : :

: '-The deponent claims do not'apeear to have any featu re which would render a new

- _mdependent claim mcentlve Hence cta|ms 1-87 are not con5|dered to be inventive. (Artlcle -
33(3) PCT) R - : '

Form PCT/SA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)




Possible steps after recelpt of the |nternat|onal search report (ISR) and
' wr:tten oplmon of the International Searching Authonty (WO—lSA)

General .
informatio_n

Amending claims
“under .
“Art. 19 PCT -

~ Filing ademand”
- tor international

" -preliminary . -
‘examination

For all lnternatlonal appllca’nons filed on or after 01/01/2004 the oompetent _
~ ISA will establish an ISR It-is accompanied by the WO-ISA Unlike the
* former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not -

meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and- the WO-ISA the -
_ applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the -
International Bureau of WIPQ. The PCT reform of 2004 did not change

this. procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as

form F’CT/ISN220 and the carresponding Notes to form PCT/I1SA/220.

In prindple, the WO-ISA will be considered as the written opinion of the

'IPEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for.
*international preliminary examination. if the applicant nevertheless wishes
-to file a-demand this must be done before expiry of 3 moriths after the

daté of mailing of the 1SR/ WO-1SA or 22 months after priority

date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.

34 PCT can be filed with the IPEA as befors, normally at the same time as

~ filing the demand (Rule 686.1 (b) PCT).

_ Filing informal
comments

Endofthe
international
- phase -

* Relevant PCT
- Rules and more
© information,

BNSDOCID: <KS____20070401CK_I_>

If a demand for international pre_liminary examination is filed and no

comments/amendments have been received the WO-1SA will be transformed

by the IPEA into an IPRP (International Preliminary Report on Patentability) '
- which would merely reflect the content of the WO-1SA. The demand can ,still_

be withdrawn (Art. 37 PCT).

“After receipt of the ISR/'WO-ISA the applicant méy file informal comments

on the WO-ISA directly with the International Bureau of WIPO. These

will be’ communicated to the designated Offices together with the IPRP - -
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the

priority date. Please also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO wil

transform the WO-18A or, if a demand was filed, the written opinion of the

. -~ IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The IPRP replaoes the former -
“IPER (international prellmlnary examination report)

k -~ Rule 43 PCT, Rule 43bxs PCT Rule 44 PCT Rule 44bl$ PCT PCT Newsletter :
_.'_12/2003 OJ11/2003 Od12/2003 .
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la elaboracién de una vacuna (es decir,
una vacuna de combinacion) que comprende el poliovirus inactivado
tipo 1, el cual comprende los pasos de: mezclar toxoide de difteria y
toxoide de tétanos, seguidos por la adiciéon del poliovirus inactivado
tipo 1 en una dosis mayor de 10 unidades de antigeno D y menos de
20 unidades de antigeno D, y opcionalmente Ilos poliovirus
inactivados tipos 2 y/o 3 (IPV).

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la vacuna
comprende el poliovirus inactivado tipo 1 en del 26 al 49 por ciento,
del 30 al 45 por ciento, del 33 al 40 por ciento, o del 35 al 37 por
ciento de una dosis estandar de 40 unidades de antigeno D.

3. El método de las reivindicaciones 1 6 2, en donde la
vacuna comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 3 en
una dosis de 8 a 20 unidades de antigeno D, de 9 a 19 unidades de
antigeno D, de 10 a 18 unidades de antigeno D, de 11 a 17 unidades
de antigeno D, de 12 a 16 unidades de antigeno D, o de 13 a 15
unidades de antigeno D; por ejemplo de alrededor o exactamente 14
unidades de antigeno D.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde la vacuna
comprende el poliovirus inactivado tipo 3 en una dosis mayor de 8 y
menor de 20 unidades de antigeno D.

5. El meétodo de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la

vacuna comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 2 en
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una dosis de 2 a 4 unidades de antigeno D.

6. El método de la reivindicacién 5, en donde la vacuna
comprende el poliovirus inactivado tipo 2 en una dosis de 2 a 20
unidades de antigeno D y menor de 4 unidades de antigeno D, o en
una dosis de alrededor o exactamente 3 unidades de antigeno D.

7. El método de las reivindicaciones 1 a 6, el cual
comprende el paso subsiguiente de ajustar el pH a 6.5 + 0.5, 0 a un
pH de 5.9 a7.2,oaunpHde 6 a7,o0aunpHde 6.2 a 6.8, oaun
pH de 6.4 a 6.6.

8. El método de las reivindicaciones 1 a 7, el cual
comprende los pasos subsiguientes de agregar un componente de
tosferina de células enteras muertas o acelular, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, opcionalmente en donde esta presente
el fosfato de aluminio libre antes de la adicién de los antigenos.

9. El método de las reivindicaciones 1 a 8, el cual
comprende el paso adicional de agregar el antigeno superficial de
Hepatitis B antes del ajuste del pH o antes de la adicién del
poliovirus inactivado. »

10. E! método de las reivi.ndicaciones 1 a 9, el cual
comprende el paso adicional de mezclar uno o0 mas antigenos a partir
de un patdégeno seleccionado de una lista que consiste en:
Haemophillus influenzae b, Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria
meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, Neisseria
meningitidis tipo Y, Neisseria meningitidis tipo B, Salmonella typhi, y

hepatitis A, con toxoide de difteria, toxoide de tétanos, poliovirus
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inactivados tipos 1, 2, y/o 3, y opcionalmente el antigeno superfici_al
de Hepatitis B, antes del ajuste del pH.

11. EIl método de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivado tipo 1 adsorbido sobre
hidréxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o una mezcla de
ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes de la mezcla
con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o en donde la
adsorcion tiene lugar después de mezclar con el antigeno diferente
del poliovirus inactivado).

12. El método de la reivindicaciéon 11, en donde el poliovirus
inactivado tipo 1 se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 7.

13. El método de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivado tipo 2 adsorbido sobre
hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes de
la mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o bien
en donde la adsorcion tiene lugar después de la mezcla con el
antigeno diferente del poliovirus inactivado).

14. EIl método de la reivindicacién 13, en donde el poliovirus
inactivado tipo 2 se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 7.

15. EI método de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivado tipo 3 adsorbido sobre

hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, 0 sobre una
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mezcla de ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes de
la mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o bien
en donde la adsorcién tiene lugar después de la mezcla con el
antigeno diferente del poliovirus inactivado).

16. EI método de la reivindicacién 15, en donde el poliovirus
ihactivado tipo 3 se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 7.

17. EI método de las reivindicacionés 1 a 16, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3, adsorbidos
sobre una sal de aluminio (en donde la adsorcion tiene Iugaf ya sea
antes de mezclérse con el antigeno diferente del poliovirus
inactivado, o bien en donde la adsorcidén tiene lugar después de la
mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado).

18. EIl método de las reivindicaciones a 1 a 17, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3 adsorbidos
sobre hidroxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcidén tiene lugar ya sea antes de
la mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o bien
en donde la adsorcion tiene lugar después de la mezcla con el
antigeno diferente del poliovirus inactivado).

19. El método de las reivindicaciones 1 a 18, en donde Ia
vacuna comprende toxoide Vde difteria, opcionalmente adsorbido
sobre hidréxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes o

después de la mezcla con los otros antigenos).
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20. EIl método de la reivindicacién 19, en donde el toxoide de
difteria se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 7.

21. El método de las reivindicaciones 1 a 20, en donde la
vacuna comprende toxoide de fétanos, opcionalmente adsorbido
sobre hidréxido de aluminid, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea antes o
despuées de la mezcla con los otros antigenos).

22. El método de la reivindicaciéon 21, en donde el toxoide de
difteria se agrega antes del paso de ajuste del pH de |la
reivindicacion 7.

23. El metodo de las reivindicaciones 1 a 22, en donde la
vacuna comprende Bordetella pertussis de células enteras muertas
(Pw), opcionalmente adsorbido sobre hidroxido de aluminio, o sobre
fosfato de aluminio, o sobre una mezcla de ambos (en donde la
adsorcién tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los
otros antigenos).

24. El método de la reivindicacién 23, en donde el Pw se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 7.

25. El método de la reivindicaciéon 24, en donde el vBordetelIa
pertussis de células enteras muertas se adsorbe sobre fosfato de
aluminio (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes o después
de la mezcla con los otros antigenos).

26. EI método de la reivindicacién 24, en donde el Pw se

agrega antes del paso de ajuste del pH de Ia reivindicacion 7.

3
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27. EIl método de las reivindicaciones 1 a 22, en donde la
vacuna comprende dos o mas componentes de tosferina acelulares
(Pa) (por ejemplo, toxoide de tosferina (PT), hemaglutinina

filamentosa (FHA), pertactina (PRN)), opcionalmente adsorbidos

sobre hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una

mezcla de ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes o
después de la mezcla con los antigenos diferentes de los antigenos
de tosferina acelulares).

28. EI método de la reivindicacién 27, en donde el Pa se
agrega después del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 7.

29. EI método de la reivindicaciéon 28, en donde los dos o
mas componentes de tosferina acelulares (Pa) se adsorben sobre
fosfato de alumini.o (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea antes o
después de la mezcla con los antigenos diferentes de los antigenos
de tosferina acelulares).

30. EI método de la reivindicacién 29, en donde el Pa se
agrega después del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 7.

31. EI método de las reivindicaciones 1 a 30, en donde la
vacuna comprende antigeno superficial de Hepatitis B,
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio (en donde Ia
adsorcion tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los
otros antigenos).

32. EIl método de la reivindicacién 31, en donde el antigeno
superficial de Hepatitis B se agrega antes del paso de ajuste del pH

de la reivindicacion 7.
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33. EI método de las reivindicaciones 1 a 32, en donde la
vacuna comprende un conjugado de una proteina portadora y el
sacarido capsular de Haemophillus influenzae tipo b (Hib),
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio, o no adsorbido
sobre un adyuvante (en donde la adsorcidén tiene lugar ya sea antes
o después de la mezcla con los otros antigenos).

34. EI método de la reivindicacién 33, en donde el Hib se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 7.

35. EIl método de las reivindicaciones 1 a 34, en donde la
vacuna comprende uno o0 mas conjugados de una proteina portadora,
y un sacarido capsular de una bacteria seleccionada a partir del
grupo de Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria meningitidis tipo C,
Neisseria meningitidis tipo W, y Neisseria meningitidis tipo Y,
opcionalmente adsorbido sobre hidréxido de aluminio o sobre fosfato
de aluminio, o sobre una mezcla de ambos, o no adsorbido sobre un
adyuvante (en donde la adsorcidon tiene lugar ya sea antes o después
de la mezcla con los antigenos diferentes de los antigenos de
sacarido capsular de Neisseria meningitidis tipo A, C, W, 6 Y).

36. EI método de la reivindicaciéon 35, en donde el uno o mas

conjugados de una proteina portadora y un sacarido capsular de una

~bacteria seleccionada a partir del grupo de Neisseria meningitidis

tipo A, Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, y
Neisseria meningitidis tipo Y, se agregan antes del paso de ajuste
del pH de la reivindicacién 7.

37. EIl método de las reivindicaciones 1 a 36, en donde la

gkfé
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vacuna comprende una vesicula de membrana externa de Neisseria
meningitidis tipo B (MenB), o lipo-oligosacarido, o un sacarido
capsular MenB conjugado, o un derivado del mismo, opcionalmente
adsorbido sobre hidréxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio, o
sobre una mezcla de ambos, 0 no adsorbido sobre un adyuvante (en
donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla
con los antigenos diferentes de los antigenos MenB).

38. EIl método de la reivindicacién 37, en donde la vacuna
que comprende una vesicula de membrana externa de MenB o el
lipo-oligosacarido, o el sacarido capsular de MenB conjugado, se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacién 7.

39. EIl método de las reivindicaciones 1 a 38, en donde la
vacuna comprende un sacarido de Vi a partir de Salmonella typhi
conjugado con una proteina portadora, opcionalmente adsorbid'o
sobre hidroxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos, o no adsorbido sobre un adyuvante (en donde la
adsorcion tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los
otros antigenos).

40. EIl método de la reivindicacion 39, en donde el sacarido
de Vi de Salmonella typhi conjugado con una proteina portadora, se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 7.

41. EIl método de las reivindicaciones 1 a 40, en donde la
vacuna comprende un antigeno a partir de Hepatitis A,
opcionalmente adsorbido sobre hidréxido de aluminio o sobre fosfato

de aluminio, o sobre una mezcla de ambos (en donde la adsorcion

K
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tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los otros
antigenos).

42. El meétodo de la reivindicacién 41, en donde el antigeno
de Hepatitis A se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 7.

43. EI método de las reivindicaciones 1 a 42, el cual
comprende un paso adicional de agregar un adyuvénte.

44. El método de las reivindicaciones 1 a 43, en donde el
contenido de aluminio total en la vacuna es de 200 a 1,000
microgramos, de 300 a 900 microgramos, de 400 a 800 microgramos,
de 500 a 700 microgramos, o de alrededor o exéctamente 630
microgramos de Al** por dosis de 0.5 mililitros.

45. EIl método de la reivindicacion 44, en donde el contenido
de AI®* en la vacuna es todo de hidroxido de aluminio o todo de
fosfato de aluminio.

46. EIl método de la reivindicacion 44, en donde el contenido
de AI** en la vacuna es una mezcla de hidroxido de aluminio y
fosfato de aluminio en la siguiente proporcion: 1:8-8:1, 1:4-4:1, 3:8-
8:3, 1:2-2:1, 6 1:1 (peso:peso de AI*:AI®") de fosfato de
aluminio:hidroxido de aluminio.

47. EIl método de la reivindicacién 44, en donde el contenido
de AI’* en la vacuna es una mezcla de hidroxido de aluminio y
fosfato de aluminio en la siguiente proporcion: 12:1-4:1, 11:1-5:1,
10:1-6:1, 9:1-7:1 u 8:1 (peso:peso de AI*:AI*") de fosfato de

aluminio:hidréxido de aluminio.

26
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48. EI método de las reivindicaciones 1 a 47, el cual
comprende el paso de agregar un adyuvante de sal de aluminio libre
a la vacuna, en la cantidad de 0 a 300 microgramos, de 50 a 250
microgramos, de 75 a 200 microgramos, de 100 a 150 microgramos,

o de alrededor o exactamente 115 microgramos de Al**

por dosis de
0.5 mililitros.

49. EIl método de la reivindicacion 48, en donde el adyuvante
de sal de aluminio libre es todo de AI(OH); o todo de AIPO,.

50. EI método de la reivindicacién 48, en donde el adyuvante
de sal de aluminio libre es una mezcla de AI(OH); y AIPO,4 en la
siguiente proporcién (peso:peso de AIP“:AI**): 1:1-1:6, 1:1.1-1:5,
1:1.2-1:4, 1:1.3-1:3, 1:1.4-1:2.

51. El método de la reivindicaciéon 48, en donde el adyuvante
de sal de aluminio libre es una mezcla de AI(OH); y AIPO, en la
siguiente proporcidon (peso:peso de AI**:AI®): 6:1-1:1, 5:1-1.1:1, 4:1-
1.2:1, 3:1-1.3:1, 2:1-1.4:1.

52. EIl método de las reivindicaciones 48 a 51, en donde el
adyuvante de sal de aluminio libre se agrega antes del paso de
ajuste del pH de la reivindicacion 7.

53. EI método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 52,
en donde el poliovirus inactivado tipo 1, si esta presente en la
vacuna, es la cepa Mahoney.

54. EI método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 53,
en donde el poliovirus inactivado tipo 2, si estad presente en la

vacuna, es la cepa MEF-1.
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55. EI método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 54,

en donde el poliovirus inactivado tipo 3,

vacuna, es la cepa Saukett.

si estad presente en

la
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- INTERNATIONAL PRELIMINARY .- | " inteational application No.

" REPORT ON PATENTABILITY

| (SEPARATESHEET) ' PCT/EP2007/059391

| Re Item A
Reasoned statement wrth regard to novelty, mventlve step or mdustrla!
appllcabrllty, citations and expl,anatrons_suppor_tmg such statement

o _Clted Documents :
. Reference is made to the followmg documents '
- DT: HERREMANS T.M.P.T. ET AL.: "Induction of mucosal |mmun|ty by mactrvated
‘poliovirus vaccine is dependent on previous mucosal contact with live virus." J
: ~ IMMUNOL,, vol. 162, 1999, pages 511-5018, XP002463164
- -D2: DOIYETAL: “PROGRESS WITH INACTIVATED POLIOVIRUS VACCINES
- DERIVED FROM THE. SABIN STRAINS"' DEVELOPMENTS IN BtOLOGICALS
KARGER, BASEL, CH, vol. 105 2001 pages 163 169, XP009040789 ISSN
1424-6074 - -

Artrcle 33(2) PCT :

The subject matter of the claims is consudered to be novel in light of the pnor art since a

‘multivalent vaccine containing IPV type 1 at a dose of between 10 and 20 D- antgen
unlts (DU) has not prev1ous|y been disclosed. - '

J'Artrcle 33(3) PCT
. The subject matter of claims 1 -55 is considered. inventive (Artlcle 33(3) PCT)

- . The closest prior art is D1 which discloses combination vaccines. containing three PV

"serotypes diphtheria and tetanus antigens. Serotypes 1, 2 and 3 of polio are
r_epresented in the vaccine at 40, 4 and 7.5 D- ahtlgen units respectlvely

i The dn‘ferences between the subject matter of ctalm 1and D1 is that in claim 1, the

‘serotype 1 polio virus is- present at between 10 and 20 D units. Also, in the combmat:on |

._vaccme of claim 1, the antlgens are mlxed in a certain order :

The techmca! effect arising from the antrgen concentratlon dn‘ference is that less
antlgen is used to generate immune responses. Whilst the method of productlon

. appears to have an effect on the vaccine potency

The problem to be solved may. therefore be conS|dered as being to prowde a

-combination vaccine. compnsrng polio and other antlgens whereby the poho type 1 virus
- s at a Iowered concentratlon : S

_ 'FormiPCT/Se_pa‘rate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005) ‘




- INTERNATIONAL PRELIMINARYN o D lnternationalapptication No:

'REPORT ON PATENTABILITY

;(SEPARATE SHEET) | s PCT/EP2007/059391

' The subject matter of claim 1 solves this problem and is con3|dered mventrve for the
following reasons. Frrstly, the skilled person would not be prompted to use alower than
: normal dose of IPV in such a vaccine as the current accepted standard dose of type 1
IPV for use in vaccrnes is 40 DU, as shown by D1. Furthermore, whilst D2 shows that

- immune responses agalnst type 1 polro virus can be achieved with antrgen

- concentrations of 11 D units-(see figure 3, top graph), it is evident that not aII rats given.

i this dose seroconverted after one dose and that after a boost, the mean antlbody titres
were not as high as in those whrch had received two 32 DU immunisations. Hence the

- skilled. person would not view it as obvnous to use a lower polio antigen concentratlon

falling within the claimed rarige using prevrous!y known manufacturmg techmques =
' Clalm 1is therefore inventive. : '

S ..:-_Clarms 2- 55 are dependent on clarm 1 and are therefore a!so rnventrve (Artrcle 33(3)
, PCT) . . : :

Form PCT/Separate Sheat/409 (Sheet 2) (EPO-April 2005) ~
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1. A method of making a vaccine (i.e. a combination vaccine) comprising

" inactivated poliovirus type 1, compri'sin.g the steps of: mixing diphtheria toxoid
~and tetémus toxoid, followed by the addition of inactivated poliovirus type 1 ata =
~ dosc greater than 10 D-antigen units and less than 20D- antlgen units and '

| Hoptlonally IPV type(s) 2 and/or 3 (IPV)

2. Themethod of claim 1, wherein the vaccine comprises inactivated poliovihis

.. type | at 26-49%, 30-45%, 33-40%, or 35-37% ofa standard 40 D-antlgen umt _

dose.

3 The method of clalm 1 or 2, wherein the vaccme addmonally compnses

_ :_mactwated pohovxrus type 3 ata dose of 8-20 D antlgen units, 9-19 D- -antigen |
' _units, 10-18 D-antlgen umts, 11-17 D -antigen units, 12- 16 D-antigen units, or 13-

15 D-an’u gen units; for instance around or exactly 14 D-antlgen units.

4. The method of claim 3, wherein the vaccine compnses inactivated pohovnrus -

B type 3 at adose of greater than 8 and less than 20 D antlgen umts

B '_ 5. The method of claims 1-4, Wherein the vaccine additionally comprises '

 inactivated poliovirus type 2 at a dose of 2-4 D-antigen units.

N 6 The method of claim 5, wherem the vaccine comprises inactivated pohovxrus
: type 2 ata dose greater than 2 D antlgen units and less than 4 D-antlgen units, or .

-ata dose around or exactly 3 D- antlgen units.

‘ '7 The method of claims 1-6 compnsmg the subsequent step of adjustmg pH to o
-;65+05 orpH5972 0rpH67orpH6268 orpH6466 '

8. The method of clalms 1 -7, compnsmg the subsequent steps of addlng a killed

. who]e cell or acellular penussm component(s) and a pharmaceutlcally acceptable

e



excipiem, oplxonal]y where free aluminium phosphate is present prior to the

- _addition of the anngens

9. The method of claims 1-8, comprising the additional step of adding Hepatitis B

- surface antigen prior to pH adjustment or prior to the addition of IPV.

10. The method of claims 1-9, comprising the additional step of mixing one or |

_more antigens from a pathogen selected from a list consisting of: Haemopi;ilus _

influenzae b, Neisseria meningitidis type A, Neisseria menihgitidis type C,

.Nezsserza meningitidis type W, Neisseria memngztzdzs type Y, Nezsserza

‘memngmdxs type B, Salmonella typhi and Hepatitis A, with diphtheria toxoid,

tetanus toxoid, inactivated pollov:rus types 1,2 and/or 3 and op_tnonaily Hepatitis

'_ B surface antigen prior to pH adjustment.

11. The method of claimé 1-10, wherein the vaccine eompxises inactivated
. poliovirus type 1 adsorbed onto aluminium hydrox1de or aluminium phosphate, or
~ amixture of both (wherein. adsorptlon takes place either before mlxmg with
- antigen other than IPV, or wherein adsorption takes place after leInngIth

© antigen other than IPV).

“12 The method of claim 11, wherem the IPV type lis added prior to the pH

| ,_ adjustment step of claim 7.

13. The method of claims 1-12 ;S wherein the vaccine comprises iriactivated

'pohowrus type 2 adsorbed onto alumm1um hydroxide, or aluminium phosphate or
* a mixture of both (wherein adsorption takes place exther before mixing with

- ant}gen other than IPV, or wherem adsorptxon takes place aﬁer m1x1ng Wlth

antxgen other than IPV).

5 14 The method of claim 13, wherem the IPV type 2 is added pnor to the pH -

' - adjustment step of claim 7.

15. The method of claims 1-14, wherein the vaccine comprises inactivated

o pol_iovir_us_-type 3 adsorbed onto aiuminium hydroxide, or e]umihium phosPhate? or _';

v



ST

®

a mixture of both (wherein adsorption takes place either before mixing with

o antigen other than IPV, or wherem adsorptton takes place after mixing w:th

| _ antrgen other than IPV). -

B ~16. The method of claim 15, wherem the IPV type 3 is added prior to the pH :

, adj ustment step of clalm 7

17. The method of claims 1- 16, wherein the vaccine comprises IPV types 1, 2 and' o
- 3 adsorbed onto an a]umtmum saIt (wherein adsorptxon takes place either before
" mixing with antlgen other than IPV or wherein adsorp’uon takes place after

| ~mixing with antigen other than IPV).

" 18. The method of claims 1-17, wherein the vaccine comprises IPV types 1, 2 and .
-3 adsorbed onto aluminium hydroxide or aluminium phosphate ora mixture of
" both (wherein adsorption takes place either before mixing _w1th antigen other than

- IPV, or wherein adsorption takes place after mixing with antigen other than IPV).

‘ 19. The method of claims 1- 18, ‘wherein the vaccine comprises diphtheria toxdid, '
-optionally adsorbed onto aluminjumn hydroxnde or alumlmum phosphate, ora

_ m;xture of both (wherem adsorption takes place elther before or after mixing wnh B

other antrgens)

©20. The method of claim 19, wherein the dlphtherla toxond is added prior to the

_ pH adjustment step of c]alm 7.

" 21. The method of elaims 1-20, wherein the vaccine eomprises teta_nus toxoid,
optiohally adsorbed onto aluminium hydroxide or aluminium phosphate, or a-
" mixture of both (wherem adsorptton takes p]ace elther before or aﬁer m1xmg w1th i

" other antlgens)

- 22 The method of claim 21, wherem the tetanus toxord is added prror to the pH B

' ] adjustment step of clalm 7

Y



'23. The method of claims 1-22, wherein the vaccine comprises killed whole cell
Bordetella pertussis (PW), optionally adsorbed onto aluminium hydroxid'e or
- a]ummmm phosphate, or a mixture of both (wherem adsorptlon takes place e1ther

'before or after mixing with other antigens).

'24 The method of claim 23 wherem the Pw is added after the pH adjustment step

- of claim 7.

25. The method of claim 24, Wherein the killed Whole;cell'BordetefIa peritussis is

adsorbed onto aluminium phOSphate {wherein adsorptlon takes place either before

o oor after mrxmg with other antrgens)

26. The method of claim 24 wherein the Pw is added aﬁer the pH adjustment step

of clalm 7

27. The method of claims 1-22, wherein the vaccine comprises two or more
ace]lular pertussis components (Pa) (e.g. pertussis toxoid (PT), filamentous

haemagglutinin (FHA) and pertactin (PRN)), optionally adsorbed onto aluminium . .

hydroxide or aluminium phosphate or a mixture of both (wherein adsorption -

‘takes place either before or after mlxmg wrth antlgens other than ace]iular _

pertussns antlgens)

28 The method of clarm 27 wherem the Pa is added after the pH adjustment Step |

-of clarm 7.

29. The method of claim 28, wherem the two or more acel]ular pertussrs

components (Pa) are adsorbed onto alumlmum phosphate (wherem adsorptlon o

' Vtakes place either before or after mlxmg wrth anti gens other than acel]ular X

. ,pertussrs antlgens)

30. The method of clalm 29 wherem the Pa is added after the pH adjustment step

o ofclalm 7

48



31. The method of claims 1-30, wherein the vaccine comprises Hepatitis B surface

“antigen, optionally adsorbed onto aluminium phosphate (wherem adsorptlon takes

place elther before or after mixing With other antigens)

”_32 The method of claim 31, wherein the Hepatitis B surface antlgen is added

. prior to the pH adjustment step of claim 7.

-~ 33. The method of claims 1-32, wherein the vaccine compnses a con_]ugate ofa -

carrier protem and the capsular sacchande of Haemophilus mﬂuenzae type B

. (Hib), optionally adsorbed onto alumimum phesphate or unadsorbed onto
-adjuvant (wherein adsorption takes place e_ither before or after mixing with other

‘antigens).

34. The method of claim 33, wherein the Hlb 1s added pnor to the pH adjustment

step of c]aim 7.

:35. The method of claims 1-34, wherein the vaccine compfises one or more

conjilgates of a carrier protein and a capsular saccharide of a bacterium selected

" from the group Neisseria memngmdzs type A, Neisseria memngmdts type C,
“Neisseria menzngztzdzs type W and Nezsserza menzngztzdxs type Y optionally
 adsorbed onto aluminium hydrox1de or aluminijum phosphate ora mlxture of both
’ or unadsorbed onto adjuvant (wherein adsorptlon takes place either before or _aft_er
~mixing with antigens other than Nersserza meningitidis type A, C WorY

B 'capsular sacchande antigens)

: 36 The method of claim 35, wherein the one or more con}ugates of a carrier

protem and a capsular sacchande of a bactenum selected from the group Nezsserza

meningitidis type A, Neisseria menmgmdzs type C, Neisseria memngzndzs type W
o and Nezsseria memngmdzs type Y are added prior to the pH adjustment step of

- ciaim 7.

o 37 The method of claims 1 36 wherein the vaccine comprises a Nezsserza
: 'memngmdzs type B {(MenB) outer- membrane vesicle or LOS or a conjugated

- MenB eapsu_la_gsacehande_, or denvative thereof, optionally adsorbed onto .

Yq



. -aluminium hydroxide or alu’miniumphosphate or a mixture of both or unadsorbed
~ onto adjuvant (wherein adsorption takes place elther before or after mtxmg with

' -antlf,ens other than MenB antigens). -

38. The method of clairn 37, wher'ein' the 'Men'B outer membrane vesicle or LOS

or the conjugated MenB capsular saccharrde is added prior to the. pH adjustment

: step of claim 7

39. The method of claims 1 38 wherein the vaccine comprises a Vi saccharlde

from Salmonella typhi conjugated to a carrier protem optionally adsorbed onto

alummmm hydroxrde or aluminium phosphate or a mixture of both or unadsorbed

onto adjuvant (wherem adsorptlon takes place either before or aﬁer mixing with

other an’ugens)

~.40. The method of claim 39, wherein the Vi saccharide from Salh_tonella typhi

~ conjugated to a carrier protein is added prior to the pH adjustment step of claim 7. .

41. The method of claims 1-40, wherein the vaccine comprises an antigen from

Hepatms A, optronally adsorbed onto aluminium hydroxide or aluminium -

: phosphate ora mlxture of both (wherem adsorptron takes place either before or

after mlxmg with other anugens)

42. The method of clarm 41, wherein the antrgen from Hepatms A is added prior . . |

10 the pH adjustment step of clalm 7.

43, The method of cla:ms 1-42, comprlsmg an addrtlonal step of addmg an -

v adjuvant

44, The metho'd.of claims 1-43, whereirrtotal aluminium content in the'vaccin'e is . . :
- 200—1000pg, 300 900pg, 400 800pg, 500 700p.g or around or exactly 630pg Al3+
~ per 0.5mL dose. -

(W



45. The method of claim 44, wherein AI** content in the vaccine is all a]u_miriiur_n o

_ : hydroxide or all alin_ninium phdsphate. ‘

- 46. The method of claim 44, wherein AI** content in the vaccine is a mixture of
- aluminium hydroxidé and aluminium phosphate in the following ratio: 1:8-8:1,
- 1:4-4:1, 3:8-8:3, 1:2-2:1 or 1:1 (w: wAf3+ 13*) ofalumxmum phosphate

B alummlum hydroxxde

47. The method of claim 44, wherein AP’* content in the vaccine is a mixture of

aluminium hydrdxide and aluminium phosphate in the following ratio 12:1-4:1,

11:1-5:1, 10:1-6:1, 9:1-7:1 or §:1 (wwAl3+ AP*) of aluminium phosphate

alumlmum hydroxnde

48. The method 6f claims 1-47, compﬁ‘sing a step of adding free aluminium sait

_ >adjuvant to the vaccine to the amount of 0- -300png, 50-250ug, 75- 200pg, 100-

lSOpg or around or exactly 115pg of Al3+ per 0.5mL dose.

49. The method of claim 48, wherein the free aluminium salt adjuyant is all

AI(OH)3 or all AIPQOyq.

.50. The method of claim 48, whereinvthe free aluminium‘salt adjuvant is a mixture
of AI(OH) 3 and AIPQ, in the fonowmg ratio (wwAI3+ AP 1:1-1:6, 1 1.1-1:5,.
"_11214]13]311412 ' ‘

51. The method of claxm 48, wherem the free aluminium salt adJuvant isa mlxture
~of AI(OH)3 and AIPOy in the fo]lowmg ratio (w:w AP Al’*) 6 1 L 50110,

411213113121141

. 52 The method of claims 48-51, wherein the free alummlum salt adjuvant 1s

added pnor to the pH adjustment step of clalm 7.

;"..53 The method of any of ClalmS] 52 wherem IPV t)’Pe 1, 1f presem m the o

_ vaccme, is the Mahoney stram L

&



.

| '54 The method of any ofclalms 1. 53 wherein’ IPV type 2, 1fpresem inthe -

: vaccme IS the MEF 1 strain. -

55. The- method of a.ny of claims 1 54 wherem IPV type 3 if present in the :

vaccine, is the Saukett strain.
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VACUNA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIADAD DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de las vacunas para
proteger contra polio, y en particular a vacunas de combinacién para
proteger contra las enfermedades de polio, difteria, tétanos, vy
tosferina. Especificamente, se proporcionan vacunas que
comprenden una dosis reducida de poliovirus inactivado (IPV), que
pueden mantener un nivel adecuado o mejorado de proteccidon contra

la polio.

* % % * *
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VACUNA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de las vacunas para
proteger contra polio, y en particular a vacunas de combinacién para
proteger contra las enfermedades de polio, difteria, tétanos, y
tosferina.

ANTECEDENTES

Las vacunas de combinacién (que proporcionen proteccion
contra multiplesApat()genos) son muy deseables para minimizar el
numero de inmunizaciones requeridas para conferir proteccion contra
multiples patégenos, para reducir los costos de administracion, y
para aumentar los indices de aceptacién y cobertura. El fenémeno
bien documentado de la competencia (o interferencia) antigénica
complica el desarrollo de vacunas de mdultiples componentes. La
interferencia antigénica se refiere a la observaciéon de que la
administracion de multiples antigenos con frecuencia da como
resultado una respuesta disminuida a ciertos antigenos en relacion
con la respuesta inmune observada cuando estos antigenos se
administran individualmente.

Se conocen vacunas de combinacion que pueden prevenir
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
diphtheriae, y opcionalmente el poliovirus inactivado (IPV), y/o el
virus de Hepatitis B, y/o la infeccion por Haemophilus tipo B (véanse,

por ejemplo, las Publicaciones Internacionales Numeros WO
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93/24148, WO97/00697 y WO2000/030678).

Después de muchos afios de investigaciéon, la dosis estandar
de las vacunas de polio aceptada como efectiva dentro de la
comunidad de las vacunas en la actualidad, contiene 40 unidades de
antigeno D del poliovirus inactivado tipo 1 (Mahoney), 8 unidades de
antigeno D de poliovirus inactivado tipo 2 (MEF-1), y 32 unidades de
antigeno D de poliovirus inactivado tipo 3 (Saukett) (por ejemplo,
Infanrix-IPVMR).

De una manera sorprendente, los presentes inventores han
encontrado que las dosis reducidas de poliovirus inactivado pueden
mantener un nivel adecuado o mejorado de proteccién contra la
polio. Estas vacunas llevan ventajas considerables, incluyendo la
capacidad para proporcionar mas dosis de vacunas de poliovirus
inactivado para los individuos que lo necesiten.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

De conformidad con lo anterior, la presente invencion
proporciona diferentes vacunas de poliovirus inactivado de dosis
reducida (que pueden tener solamente componentes de poliovirus
inactivado, o pueden tener componentes de poliovirus inactivado
combinados con otros antigenos).

De conformidad con lo anterior, en un aspecto, la presente
invencion proporciona una vacuna de poliovirus inactivado de la
invencion, la cual comprende el poliovirus inactivado tipo 1 en una
dosis mayor de 10 unidades de antigeno D, y menos de 20 unidades

de antigeno D, por ejemplo, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 6 19

e
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unidades de antigeno D.
En una realizacién, la presente invencién proporciona una
vacuna de poliovirus inactivado de la invencién, la cual comprende el

poliovirus inactivado tipo 3 en una dosis de 8 a 20 unidades de

antigeno D, por ejemplo 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, &

20 unidades de antigeno D.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona una
vacuna de poliovirus inactivado de la invencioén, la cual comprende el
poliovirus inactivado tipo 2 en una dosis de 2 a 4 unidades de
antigeno D, por ejemplo 2, 3, 6 4 unidades de antigeno D.

En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona
una vacuna de poliovirus inactivado de la invencién, la cual
comprende ademas una vacuna de toxoide de difteria y/o toxoide de
tétanos y/o de tosferina en la forma de una vacuna Pw de células
enteras muertas, o antigenos de tosferina acelulares.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una
vacuna de poliovirus inactivado de la invencion, la cual es una
vacuna de combinacién de DTP-IPV libre de tiomersal que
comprende el poliovirus inactivado tipo 1 en una dosis de entre 10 y
36 unidades de antigeno D.

En otra realizaci()n,. la presente invencidon proporciona una
vacuna de combinacién de DTP-IPV libre de tiomersal de la
invencidn, la cual comprende el poliovirus inactivado tipo 2 en una
dosis de 2 a 7 unidades de antigeno D, por ejemplo 5, 6, 6 7

unidades de antigeno D.
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En otra realizacién, la presente invencién proporciona una
vacuna de combinacion de DTP-IPV libre de tiomersal de la
invencion, la cual comprende el poliovirus inactivado tipo 3 en una
dosis de 8 a 29 unidades de antigeno D, por ejemplo 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 6 29 unidades de antigeno D.

En una realizacion adicional, las vacunas de la presente
invencion también pueden comprender uno o mas antigenos
seleccionados a partir del grupo que consiste en: antigeno superficial
de Hepatitis B, antigenos de Haemophilus influenzae B, antigenos de
Neisseria meningitidis A, antigenos de Neisseria meningitidis C,
antigenos de Neisseria meningitidis W, antigenos de Neisseria
meningitidis 'Y, flictena o antigenos de Neisseria meningitidis B,
antigenos de hepatitis A, y antigenos de Salmonella typhi, en
particular antigenos de sacaridos capsulares de estas bacterias.

También se proporcionan métodos para la elaboracion de las
vacunas de la invencion.

DEFINICIONES

El término "vacuna" es opcionalmente sustituible con el término
"composicién inmunogénica", y viceversa.

"Unidades de antigeno D" (también referidas como "Unidades
Internacionales" o Ul): La forma antigénica D del poliovirus induce
anticuerpos neutralizantes protectores. Las unidades de antigeno D
referidas en la presente (por ejemplo, en las vacunas de la
invencion) son las unidades totales medidas de antigeno D de cada

tipo de antigeno de poliovirus inactivado a granel no adsorbido antes
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de la formulacion de la vacuna final, que se agregan en cada dosis
humana de la vacuna formulada (tipicamente un volumen final de 0.5
mililitros). Los metodos confiables para medir las unidades de
antigeno D son bien conocidos en este campo, y son publicados, por
ejemplo, por la Farmacopea Europea. Por ejemplo, las unidades de
antigeno D se pueden medir utilizando la prueba ELISA, como se
describe en el Ejemplo 1 ("cuantificacion de antigeno D mediante
ELISA") que se encuentra mas adelante. La Farmacopea Europea
proporciona una muestra de prueba (Preparacion de referencia
biolégica de la Farmacopea Europea - disponible en Ph. Eur.
Secretariat, por ejemplo Cédigo P 216 0000), para la estandarizacién
de estos métodos.entre los fabricantes (Pharmeuropa Special Issue,
Bio 96-2). Por consiguiente, en este campo se entiende bien el valor
de la unidad de antigeno D.

| El término "dosis" en la presente, es tipicamente una
administracion de la vacuna de la invencién, la cual es tipicamente
una inyeccidén. Una dosis humana tipica es de 0.5 mililitros. Desde
luego, se pueden administrar diferentes dosis en un programa de
administracién de vacuna.

El término "IPV", o una vacuna que comprenda estos
componentes en la misma, pretende significar el poliovirus inactivado
tipo 1 (por ejemplo, Mahoney, como se utiliza de preferencia, o
Brunhilde como es comerciado por Statens Serum Institut bajo el
nombre de DiTeKiPol), tipo 2 (por ejemplo, MEF-1), o tipo 3 (por

ejemplo, Saukett), o una combinaciéon de cualesquiera dos o los tres
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de estos tipos. Un ejemplo de una vacuna de poliovirus inactivado de
dosis completa (o estandar) (40-8-32 unidades de antigeno D de
poliovirus inactivado tipos 1, 2, y 3, respectivamente), para los
propositos de esta invenciéon, podria ser la Poliorix® (GSK
Biologicals S. A.). Por consiguiente, cuando se menciona en la
presente que el X% de una dosis estandar de poliovirus inactivado
esta presente en una vacuna de la invencion, esto significa que las
unidades de antigeno D que igualan a X% de 40, 8, y/o 32 unidades
de antigeno D de poliovirus inactivado tipos 1, 2, y/lo 3,
respectivamente (medidas en cada tipo de antigeno de poliovirus
inactivado a granel), se formulan dentro de cada dosis de esta
vacuna.

Los términos "lipopolisacarido" (LPS) y "lipo-oligosacarido"
(LOS) son intercambiables.

El termino "sacarido", a través de toda esta memoria
descriptiva, puede indicar polisacarido u oligosacarido, e incluye
ambos. El antigeno de sacarido capsular puede ser un polisacarido
de longitud completa, o se puede extender hasta sacaridos vy
oligosacaridos de tamano bacteriano (que tienen naturalmente un
bajo numero de unidades de repeticién, o que son polisacaridos de
un tamafio reducido para mejor manejo, pero que todavia son
capaces de inducir una respuesta inmune protectora en un huésped),
los cuales son bien conocidos en la técnica de las vacunas (véase,
por ejemplo, la Patente Europea Numero EP 497525).

El término "4cido nucleico" en la presente, puede comprender

89
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acido desoxirribonucleico (ADN) de una sola cadena o de doble
cadena, o acido ribonucleico (ARN) de una sola cadena o de doble
cadena, o una mezcla de los mismos.

El término "componente(s)" de un patdégeno, o "componente(s)
que proporciona proteccidon contra este patégeno” dentro de las
vacunas de la invencién en la presente, pretende significar uno o
mas antigenos a partir de ese patégeno.

Los términos "alrededor de" o "aproximadamente" en la
presente, se toman para significar + 10 por ciento del valor
mencionado, pero se debe mantener dentro del contexto de uso.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Evolucién de la potencia relativa (RP) de DTPwSF-HB-
IPV "Método de Produccion 3" con la dosis del poliovirus
inactivado (IPV).

Se examindé la potencia del poliovirus inactivado de dosis
reducida de las formulaciones del "método de produccién 3" in vivo
en comparacion con la formulacién de referencia (formulacién
Poliorix y DTPalPVHB). La potencia relativa del poliovirus inactivado
se midio en dosis del 100 por ciento, 50 por ciento, 25 por ciento, y
12.5 por ciento de la dosis estandar de poliovirus inactivado (40/8/32
unidades de antigeno D para los tipos 1/2/3).

Figura 2. Evolucién de la potencia relativa (RP) de la hoja de
calculo de la formulacion de DTPwWSF-HB-HPV.

Se examindé la potencia del poliovirus inactivado de dosis

reducida para ambas formulaciones del "método de produccién 3" y
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del "método de produccién 4" in vivo en comparacion con las
formulaciones de referencia (formulacion Poliorix y DTPalPVHB). La
potencia relativa se midi6 tanto para el "método de produccién 3"
como para el "método de produccién 4" a un 25 por ciento de la dosis
estandar del poliovirus inactivado (40/8/32 unidades dé antigeno D
para los tipos 1/2/3) en comparacién con un placebo con el 25 por
ciento de poliovirus inactivado solamente.

Figura 3. Potencia relativa de poliovirus inactivado tipos 1, 2, y
3 en el tiempo 0 y a los 8 meses.

Se midié la potencia relativa del poliovirus inactivado- [en
relacion con DTPaHBIPV (Padiarix) (Figura 3a) o Poliorix (Figura
3b)], para determinar si el componente Hib tiene un efecto sobre la
potencia del poliovirus inactivado, y para evaluar la estabilidad del
poliovirus inactivado a través del tiempo con diferentes dosis de
poliovirus inactivado.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencién proporciona una vacuna (por ejemplo,
una vacuna de combinacién), la cual comprende antigenos de
poliovirus (IPV), y opcionalmente Corynebacterium diphtheriae (D),
Clostridium tetani (T), Bordetella pertussis (P) o Hepatitis B.

Los Antigenos de la Invencién
Componentes de la vacuna del pbliovirus inactivado

Las vacunas de la invenciéon pueden estar comprendidas del

poliovirus inactivado tipo 1 o del poliovirus inactivado tipo 2 o del

poliovirus inactivado tipo 3, o de los poliovirus inactivados tipos 1y
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2, o de los poliovirus inactivados tipos 1 y 3, o de los poliovirus
inactivados tipos 2 y 3, o de los poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3.

Los métodds para la preparaciéon de poliovirus inactivado (IPV)
son bien conocidos en este campo. En una realizacién, el poliovirus
inactivado debe comprender los tipos 1, 2, y 3, como es comUn en la
técnica de las vacunas, y puede ser la vacuna de polio de Salk, la
cual es inactivada con formaldehido (véase, por ejemplo, Sutter y
colaboradores, 2000, Pediatr. Clin. North Am. 47:287; Zimmerman &
Spann 1999, Am. Fam. Physician 59:113; Salk y colaboradores,
1954, Official Monthly Publication of the American Public Health
Association (Publicacion Oficial Mensual de la Asociacion Americana
de Salud Publica) 44(5):563; Hennesen, 1981, Develop. Biol.
Standard 47:139; Budowsky, 1991, Adv. Virus Res. 39:255).

En una realizacién, el poliovirus inactivado no es adsorbido
(por ejemplo, antes de mezclarse con otros componentes, si estan
presentes). En otra realizaciéon, los componentes de poliovirus
inactivado de la invencion pueden ser adsorbidos sobre una sal de
aluminio, tal como hidroxido de aluminio (por ejemplo, antes o
después de mezclarse con otros componentes, si estan presentes).
En otra realizacion, los componentes de poliovirus inactivado de la
invencion pueden ser absorbidos sobre una sal de aluminio, tal como
fosfato de aluminio. En una realizacién adicional, los componentes
de poliovirus inactivado pueden ser absorbidos sobre una mezcla de
tanto hidroxido de aluminio como fosfato de aluminio. Si son

adsorbidos, uno o mas componentes de poliovirus inactivado pueden
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ser adsorbidos por separado o juntos como una mezcla. El poliovirus
inactivado se puede estabilizar mediante un proceso de secado
particular, como se describe en la Publicacién Internacional Nimero
W02004/039417.

El poliovirus se puede hacer crecer en un cultivo celular. El
cultivo celular puede ser una linea celular VERO, o PMKC, que es
una linea celular continua derivada a partir de rifion de mono. Las
células VERO pueden ser convenientemente microportadores
cultivados. EI cultivo de las células VERO antes y durante Ia
infeccién viral puede involucrar el uso de material derivado de
bovino, tal como suero de becerro, y e.ste material se debe obtener
de fuentes que estén libres de encefalitis espongiforme bovina
(BSE). EIl cultivo también puede involucrar materiales tales como
hidrolizado de lactalbiumina. Después del crecimiento, los viriones se
pueden purificar empleando técnicas tales como ultrafiltracion,
diafiltracion, y cromatografia. Antes de su administracién a los
pacientes, los virus se deben inactivar, y esto se puede lograr
mediante su tratamiento con formaldehido.

Los virus se pueden cultivar, purificar, e inactivar
individualmente, y luego se pueden combinar para dar una mezcla
concentrada a granel para el uso en la vacuna de poliovirus
inactivado, o para agregarse a los componentes adsorbidos de
antigeno de difteria y tétanos, y de tosferina, para las vacunas que
comprenden DTPw-IPV o DTPa-IPV.

Los antigenos en las vacunas de la invencién estaran
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presentes en "cantidades inmunoldégicamente efectivas”, es decir, la
administracion de la cantidad a un individuo, ya sea en una sola
dosis o como parte de una serie, que sea efectiva para el tratamiento
o la prevencién de la enfermedad. El tratamiento de dosificacién
puede ser un programa de una sola dosis o un programa de multiples
dosis (por ejemplo, incluyendo dosis de refuerzo).

Las dosis convencionales de las vacunas de polio en la
actualidad tienden a contener 40 unidades de antigeno de poliovirus
inactivado tipo 1, 8 unidades de antigeno D de poliovirus inactivado
tipo 2, y 32 unidades de antigeno D de poliovirus inactivado tipo 3
(por ejemplo, Infanrix-IPVMR),

Sin embargo, los presentes inventores han encontrado de una
manera sorprendente que se pueden utilizar dosis reducidas de
poliovirus inactivado para obtener una buena respuesta inmune. En
una realizaciéon, una dosis de vacuna de poliovirus inactivado de la
presente invenciéon puede comprender entre 10 y 36 unidades de
antigeno D de poliovirus inactivado tipo 1 (por ejemplo, de 11 a 32,
de 12 a 28, de 13 a 24, de 14 a 20, o de 15 a 19 unidades de
antigeno D). En otra realizaciéon, una dosis de vacuna de poliovirus
inactivado de la presente invencién puede comprender poliovirus
inactivado tipo 1 en una dosis de 10 a 20 unidades de antigeno D, o
una dosis mayor de 10 unidades de antigeno D y menor de 20
unidades de antigeno D. En otra realizacién, una dosis de vacuna de
la presente invencion puede comprender del 26 al 49 por ciento, del

30 al 45 por ciento, del 33 al 40 por ciento, del 35 al 37 por ciento, o
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aproximadamente o exactamente una tercera parte de una dosis
estandar de 40 unidades de antigeno D de poliovirus inactivado tipo
1 (equivalente a aproximadamente 10.4 a 19.6, 12 a 18, 13.2 a 16,
14 a 14.8, 6 13.3 unidad.es de antigeno D). En otra realizacidon, una
dosis de vacuna de poliovirus inactivado de la presente invencion
puede comprender de 11 a 32 unidades de antigeno D, de 12 a 28
unidades de antigeno D, de 13 a 24 unidades de antigeno D, o de 14
a 20 unidades de antigeno D de poliovirus inactivado tipo 1.

De una manera alternativa, una dosis de vacuna de poliovirus
inactivado de la presente invencién puede comprender de 10 a 19.5
unidades de antigeno D, de 12 a 19 unidades de antigeno D, de 14 a
18.5 unidades de antigeno D, o de 15 a 17 unidades de antigeno D;
por ejemplo, alrededor de, o exactamente 16 unidades de antigeno D
de poliovirus inactivado tipo 1.

En una realizacion adicional, las vacunas de la presente
invencién pueden comprender menos de 4 unidades de antigeno D,
de 2 a 4 unidades de antigeno D (equivalentes a'del 25 al 50 por
ciento de una dosis estdndar de 8 unidades de antigeno D), o
alrededor o exactamente 3 unidades de antigeno D de poliovirus
inactivado tipo 2 (equivalente al 37.5 por ciento de una dosis
estandar de 8 unidades de antigeno D).

En otra realizacién, la vacuna de la presente invencién puede
comprender aproximadamente o exactamente una tercera parte de
una dosis estandar de 8 unidades de antigeno D de poliovirus

inactivado tipo 2 (equivalente a aproximadamente 2.7 unidades de

e
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antigeno D).

En una realizacién adicional, las vacunas de la presente
invencion pueden comprender de 2 a 7 unidades de antigeno D de
poliovirus inactivado tipo 2. En otra realizacién, una dosis de vacuna
de poliovirus inactivado de la present‘e invencién puede comprender
de 3 a 6 unidades de antigeno D, o de 4 a 5 unidades de antigeno D
de poliovirus inactivado tipo 2. |

De una manera alternativa, una dosis de vacuna de poliovirus
inactivado de la presente invencion puede comprender de 2 a 4.5
unidades de antigéno D, de 2.5 a 4 unidades de antigeno D, o de 3 a
3.5 unidades de antigeno D de poliovirus inactivado tipo 2.

En una realizacién adicional, las vacunas de la presente
invencion pueden comprender de 8 a 20 unidades de antigeno D,
mas de 8 y menos de 20 unidades de antigeno D, de 9 a 19 unidades
de antigeno D, de 10 a 18 unidades de antigeno D, de 11 a 17
unidades de antigeno D, de 12 a 16 unidades de antigeno D, o de 13
a 15 unidades de antigeno D; por ejemplo, alrededor o exactamente
14 unidades de antigeno D de poliovirus ina»ctivado tipo 3
(equivalentes a del 25 al 62.5 por ciento, del 28.125 al 9.375 por
ciento, del 31.25 al 46.875 por ciento, o al 43.75 por ciento de una
dosis estandar de 32 unidades de antigeno D).

En otra realizacién, la vacuna de la presente invenciéon puede
comprender aproximadamente o exactamente una tercera parte de
una dosis estandar de 32 unidades de antigeno D de poliovirus

inactivado tipo 3 (equivalente a aproximadamente 10.7 unidades de

G6
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antigeno D).

En una realizaciéon adicional, una dosis de vacuna de poliovirus
inactivado de la presente invencion puede comprender de 8 a 29
unidades de antigeno D, de 9 a 26 unidades de antigeno D, de 10 a
23 unidades de antigeno D, de 11 a 20 unidades de antigeno D, de
12 a 17 unidades de antigeno D, o de 13 a 14 unidades de antigeno
D de poliovirus inactivado tipo 3.

De una manera alternativa, una dosis de vacuna de poliovirus
inactivado de la presente invencién puede comprender de 8 a 19.5
unidades de antigeno D, de 9 a 19 .unidades de antigeno D, de 10 a
18.5 unidades de antigeno D, de 11 a 18 unidades de antigeno D, de
12 a 17.5 unidades de antigeno D, de 13 a 17 unidades de antigeno
D, o de 14 a 16 unidades de antigeno D; por ejemplo, alrededor o
exactamente 15 unidades de antigeno D.

Componentes de vacuna DTP

Las vacunas DTP son vacunas bien conocidas que previenen o
tratan la difteria, el tétanos, y la enfermedad por B. pertussis. Las
vacunas de la invencién pueden comprender componentes de
difteria, tétanos, y/o tosferina.

El antigeno de difteria tipicamente es un toxoide de difteria. La
preparacion de toxoides de difteria (DT) esta bien documentada. Se
puede utilizar cualquier toxoide de difteria adecuado. Por ejemplo, el
toxoide de difteria se puede producir mediante la purificacion de la
toxina a partir de un cultivo de Corynebacterium diphtheriae, seguida

por destoxificacién quimica, pero de una manera alternativa, se hace

>
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mediante la pufificacién de un andlogo recombinante o
genéticamente destoxificado de la toxina (por ejemplo, CRM197, u
otros mutantes, como se describen en las Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Numeros US 4,709,017, US 5,843,711, US
5,601,827, y US 5,917,017). En una realizacidon, el toxoide de difteria
esta presente en una cantidad de 5 a 50, de 7 a 30 Lf, o de
aproximadamente o exactamente 7.5 Lf 6 25 Lf por dosis de 0.5
mililitros. En una realizaciéon adicional, el toxoide de difteria esta
presente en una dosis baja de menos de 5 Lf, o de 1 a 4 Lf, o de
aproximadamente o exactamente 2 Lf por dosis de 0.5 mililitros. En
una realizacion, el toxoide de difteria de la invencion puede ser
adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidréoxido de aluminio.
En otra realizacion, el toxoide de difteria de la invencion puede ser
adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio.
En una realizacién adicional, el toxoide de difteria puede ser
adsorbido sobre una mezcla de tanto hidréoxido de aluminio como
fosfato de aluminio.

El antigeno de tétanos de la invencidn es tipicamente un
toxoide de tétanos. Los métodos para la preparacion de los toxoides
de tétanos (TT) son bien conocidos en este campo. En una
realizacion, el toxoide de tétanos se produce mediante la purificacion
de la toxina a partir de un cultivo de Clostridium tetani, seguida por
destoxifiéacién quimica, pero de una manera alternativa, se hace
mediante la purificacion de un analogo recombinante o

genéticamente destoxificado de la toxina (por ejemplo, como se
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describe en la Patente Numero EP 209281). Se puede utilizar
cualquier toxoide de tétanos adecuado. "Toxoide de tétanos" puede
abarcar los fragmentos inmunogénicos de la proteina de longitud
completa (por ejemplo, el Fragmento C - véase la Patente Europea
Numero EP 478602). En una realizacion, el toxoide de'tétanos esta
presente en una cantidad de 2.5 a 30 Lf, de 3 a 20 Lf, de 5 a 15 Lf, o
exactamente o aproximadamente de 10 Lf por dosis de 0.5 mililitros.
En una realizacion, el toxoide de tétanos de la invencion puede ser
absorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidroxido de aluminio.
En otra realizacién, el toxoide de tétanos de la invencion puede ser
adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio.
En una realizacién adicional, el toxoide de tétanos puede ser
adsorbido sobre una mezcla de tanto hidréoxido de aluminio como
fosfato de aluminio.

El componente de tosferina de la invencion puede ser ya sea
acelular (Pa) en donde se utilizan antigenos de tosferina purificados,
o bien de células enteras (Pw), en donde se utiliza tosferina de
células enteras muertas como el componente de tosferina. Las
celulas enteras se pueden inactivar mediante varios métodos
conocidos, incluyendo los métodos sin mercurio. Estos métodos
pueden incluir inactivacion por calor (por ejemplo, de 55°C a 65°C, o
de 56°C a 60°C, durante 5 a 60 minutos, o durante 10 a 30 minutos,
por ejemplo 60°C durante 30 minutos), formaldehido (por ejemplo, al
0.1 por ciento a 37°C, durante 24 horas), glutaraldehido (por

ejemplo, al 0.05 por ciento a temperatura ambiente, durante 10
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minutos), acetona-l (por ejemplo, tres tratamientos a tempe.ratura
ambiente), o acetona Il (por ejemplo, tres tratamientos a temperatura
ambiente, y un cuarto tratamiento a 37°C) (véanse, por ejemplo,
Gupta y colaboradores, 1987, J. Biol. Stand. 15:87; Gupta vy
colaboradores, 1986, Vaccine, 4:185). Los métodos para la
preparacion de Bordetella pertussis de células enteras muertas (Pw)
adecuados para esta invencion se dan a conocer en la Publicacion
Internacional Numero WO 93/24148, asi como los métodos de
formulacién adecuados para la produccion de vacunas de DT-TT-Pw-
HepB. En el pasado se ha utilizado el tiomersal en la preparacion de
Bordetella pertussis de células enteras muertas (véase mas
adelante). Sin embargo, en una realizacion, no se utiliza en el
proceso de formulacién de las vacunas de la presente invencion.

Tipicamente se utiliza una dosis de Pw de 5 a 50 IOU, de 7 a
40 10U, de 9 a 35 10U, de 11 a 30 IOU, de 13 a 25 IOU, de 15 a 21
IOU, o alrededor o exactamente 20 |OU.

Las vacunas de Pa acelulares también son bien conocidas, y
pueden comprender dos o mas antigenos a partir de: toxoide de
tosferina (PT), hemaglutinina filamentosa (FHA), pertactina (PRN),
aglutinégenos 2 y 3. En una realizacién, la vacuna de Pa comprende
toxoide de tosferina, hemaglutinina filamentosa, y pertactina. Los kits
o las vacunas de la invencion pueden comprender el toxoide de
tosferina destoxificado mediante un método conocido de tratamiento
con formaldehido, o por medio de mutaciones (derivado de toxoide

de tosferina. Se ha encontrado que las sustituciones de residuos
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dentro de las subunidad S1 de la proteina dan como resultado una
proteina que retiene sus propiedades inmunolégicas y protectoras de
toxoide de tosferina, pero con una toxicidad reducida o ninguna
toxicidad (Patente Europea NUmero EP 322533). Las mutaciones
destoxificantes discutidas en las reivindicaciones de la Patente
Europea Numero EP son ejemplos de los mutantes destoxificados del
toxoide de tosferina de la presente invenciéon. Estos mutantes se
pueden utilizar en dosis menores de 20 a 25 microgramos.

En una realizacién, el toxoide de tosferina se utiliza en una
cantidad de 2 a 50 microgramos, de 5 a 40 microgramos, de 10 a 30
microgramos, o exactamente o aproximadamente 25 microgramos por
dosis de 0.5 mililitros. En otra realizacion, el toxoide de tosferina se
utiliza en una cantidad de exactamente o aproximadamente 2.5 u 8
microgramos por dosis de 0.5 mililitros.

En una realizacién, la hemaglutinina filamentosa se utiliza en
una cantidad de 2 a 50 microgramos, de 5 a 40 microgramos, de 10 a
30 microgramos, o exactamente o aproximadamente 25 microgramos
por dosis de 0.5 mililitros. En otra realizaciéon, la hemaglutinina
filamentosa se utiliza en wuna cantidad de exactamente o
aproximadamente 2.5 u 8 microgramos por dosis de 0.5 mililitros.

En una realizacién, la pertactina se utiliza en una cantidad de
0.5 a 20 microgramos, de 0.8 a 15 microgramos, de 2 a 10
microgramos, o de exactamente o aproximadamente 8 microgramos
por dosis de 0.5 mililitros. En otra realizacidn, la pertactina se utiliza

en una cantidad de exactamente o alrededor de 0.8 6 2.5
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microgramos por dosis de 0.5 mililitros.

En una realizacién, el componente de tosferina de la invencion
puede ser adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido de
aluminio. En otra realizacién, el componente de tosferina de la
invencion puede ser adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como
fosfato de aluminio. En una realizacion adicional, el componente de
tosferina puede ser adsorbido sobre una mezcla de tanto hidréoxido
de aluminio como fosfato de aluminio. Por ejemplo, en una
realizacion, cuando menos la pertactina es adsorbida sobre hidréxido
de aluminio, con el toxoide de tosferina/hemaglutinina filamentosa
adsorbidos sobre hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, o una
mezcla de ambos.

Antigenos Adicionales

Las formulaciones de vacuna de la invencién, que
opcionalmente también comprenden DTP (DTPw 6 DTPa), pueden
comprender adicionalmente uno o mas antigenos seleccionados a
partir del grupo que consiste en: antigeno superficial de Hepatitis B,
antigenos de Haemophillus influenzae b, antigenos de Neisseria
meningitidis A, antigenos de Neisseria meningitidis C, antigenos de
Neisseria meningitidis W-135, antigenos de Neisseria meningitidis Y,
flictena o antigenos purificados de Neisseria meningitidis B,
antigenos de hepatitis A, antigenos de Salmonella typhi, y RTS,S.
Tipicamente, se puede utilizar el sacarido capsular, o los antigenos
de lipo-oligosacéarido de estos patégenos. Los antigenos tipicamente

estaran presentes en una concentracion de cuando menos 1

Bl
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microgramo/mililitro cada uno, por ejemplo de 1 a 20
microgramos/mililitro, de 2 a 15 microgramos/mililitro, de 2.5 a 10
microgramos/mililitro, de 3 a 8 microgramos/mililitro, o de 4 a 6
microgramos/mililitro. En general, la concentracién de cualquier
antigeno sera suficiente para provocar una respuesta inmune contra
este antigeno. Se prefiere que no se remueva la eficacia protectora
de los antigenos individuales mediante su combinacion, aunque se
puede reducir su inmunogenicidad real (por ejemplo, las titulaciones
ELISA).

Los antigenos adicionales, en una realizaciéon de la invencion,
pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como hidrdxido
de aluminio. En otra realizacién, los antigenos adicionales de la
invencion pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como
fosfato de aluminio. En una realizacién adicional, los antigenos
adicionales pueden ser adsorbidos sobre una mezcla de tanto
hidroxido de aluminio como fosfato de aluminio, o pueden no ser
adsorbidos.

Cuando se utiliza un antigeno de sacarido capsular o de lipo-
oligosacarido, se puede conjugar con una proteina portadora que
comprenda epitopos auxiliares-T, con el objeto de mejorar la
inmunogenicidad. La invenciéon también puede c'omprender "proteinas
portadoras” libres.

Como una alternativa a la utilizacion de antigenos de proteina
en las composiciones de la invencién, se pueden utilizar acidos

nucleicos que codifiquen el antigeno. Los componentes de proteina
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de las composiciones de la invencién, por lo tanto, pueden ser
reemplazados por acido nucleico (por ejemplo, ADN, que puede estar
en la forma de un plasmido) que codifique la proteina. De una
manera similar, las composiciones de Ila invenciéon pueden
comprender proteinas que imiten a los antigenos de sacarido, por
ejemplo mimoétopos o anticuerpos anti-idiotipicos. Estos pueden
reemplazar a los componentes de sacarido individuales, o pueden
complementarios.
Antigeno de Hepatitis B

La preparacion del antigeno superficial de Hepatitis B (HBsAg)
estd bien documentada. Véanse, por ejemplo, Hartford vy
colaboradores, 1983, Hartford y colaboradores, 1983, Develop. Biol.
Standard 54:125; Gregg y colaboradores, 1987, Biotechnology 5:479,
Patente Europea Numero EP0226846; y Patente Europea Numero
EP0299108. Este se puede preparar como sigue. Un método
involucra la purificacion del antigeno en una forma de particulas a
partir del plasma de los portadores cronicos de Hepatitis B, debido a
que se sintetizan grandes cantidades de HBsAg en el higado, y se
liberan hacia la corriente sanguinea durante una infeccion por el
virus de Hepatitis B. Otro método involucra la expresiéon de la
proteina mediante métodos de ADN recombinante. EI HBsAg se
puede preparar mediante su expresion en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, piphia, células de insecto (por ejemplo,
Hi5), o células de mamifero. El HBsAg se puede insertar en un

plasmido, y se puede controlar su expresion a partir del plasmido
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mediante un promotor, tal como el promotor "GAPDH" (a partir del
gen de deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato). La levadura se
puede cultivar en un medio sintético. Entonces se puede purificar el
HBsAg mediante un proceso que involucra pasos tales como
precipitacion, cromatografia de intercambio de iones, y ultra-
filtracion. Después de la purificacion, el HBsAg se puede someter a
dialisis (por ejemplo, con cisteina). El HBsAg se puede utilizar en
una forma de particulas.

Como se utiliza en la presente, la expresiéon "antigeno

superficial de Hepatitis B" o "HBsAg" incluye cualquier antigeno

HBsAg o fragmento del mismo que exhiba la antigenicidad del
antjgeno superficial del virus de Hepatitis B. Se ehtenderé que, en
adiciéon a la secuencia de 226 aminoacidos del antigeno HBsAg S
(vease Tiollais y colaboradores, 1985, Nature 317:489, y las
referencias en el mismo), el HBsAg, como se describe en la
presente, si se desea, puede contener toda o parte de una secuencia
pre-S, como se describe en las referencias anteriores y en la Patente
Europea Numero EP0278940. En particular, el HBsAg puede
comprender un polipéptido que comprenda 'una secuencia de
aminoacidos que comprenda los residuos 133-145 seguidos por los
residuos 175-400 de la proteina-L del HBsAg en relacién con el
marco de lectura abierta sobre un virus de Hepatitis B del serotipo ad
(este polipéptido es referido como L*; véase la Patente Europea
Numero EP0414374). El HBsAg, dentro del alcance de la invencion,

también puede incluir al polipéptido pre-S1-preS2 -S descrito en la
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Patente Europea Numero EP0198474 (Endotronics), o analogos del
mismo, tales como aquéllos descritos en la Patente Europea Namero
EP0304578 (McCormick y Jones). El HBsAg, como se describe en la
presente, también puede referirse a los mutantes, por ejemplo, el
"mutante de escape" descrito en la Publicacién Internacional Niamero
WO 91/14703 o en la Patente Europea Numero EP0511855A1, en
especial el HBsAg en donde la sustitucion de aminoacido en la
posicion 145 es hasta arginina a partir de glicina.

El HBsAg puede estar en una forma de particulas. Las
particulas pueden comprender, por ejemplo, la proteina S sola, o
pueden ser particulas compuestas, por ejemplo, L*, S) en donde L*
es como se define anteriormente, y S denota la proteina-S del
HBsAg. Esta particula esta convenientemente en la forma en la que
se vaya a expresar en levadura.

En una realizacién, el HBsAg es el antigeno utilizado en
EngerixBM? (GlaxoSmithKline Biologicals S.A.), el cual se describe
adicionalmente en la Publicacién Internacional Numero W093/24148.

En una realizacion, el HBsAg esta presente en una cantidad de
5 a 20 microgramos, de 8 a 15 microgramos, o de aproximadamente
o exactamente 10 microgramos por dosis de 0.5 mililitros.

El antigeno superficial de Hepatitis B puede ser adsorbido
sobre fosfato de aluminio, lo cual se puede hacer antes de mezclarse
con los otros componentes (descritos en la Publicacion Internacional
Namero WO93//24148). El componente de Hepatitis B debe estar

sustancialmente libre de tiomersal (el método de preparaciéon de
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HBsAg sin tiomersal se ha publicado anteriormente en la Patente
Europea Numero EP EP1307473).
Antigenos de Haemophilus influenzae b

Las vacunas que comprenden antigenos a partir de
Haemophilus influenzae tipo B se han descrito en la Publicacion
Internacional Numero WO97/00697. Las vacunas de la invencion
pueden utilizar cualquier antigeno de Haemophilus influenzae tipo B
adecuado. El antigeno puede ser un sacarido capsular (PRP) a
partir de Haemophilus influenzae tipo B conjugado con una proteina
portadora (Hib). El sacarido es un polimero de ribosa, ribitol, y
fosfato. El antigeno de Hib puede ser adsorbido opcionalmente sobre
fosfato de aluminio, como se describe en la Publicacion Internacional
Niumero WO97/00697, o puede no ser adsorbido, como se describe
env la Publicaciéon Internacional Numero WO002/00249, o puede no
haberse sometido a un proceso especifico de adsorcién.

Un antigeno "que no es adsorbido sobre una sal adyuvante de
aluminio” significa en la presente, por ejemplo, que no esta
involucrado un paso de adsorcién expreso o dedicado para el
antigeno sobre una sal adyuvante de aluminio fresca en el proceso
de formulacién de la composicion.

Hib se puede conjugar con cualquier portador que pueda
proporcionar cuando menos un epitopo auxiliar-T (cuyos ejemplos se
describen mas adelante), y puede ser toxoide de tétanos, toxoide de
difteria, CRM-197 (mutante de toxina de difteria), o Proteina D.

Hib se puede liofilizar, y se puede reconstituir

-~
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extemporéneamente (por ejemplo, con diluyente, comprendiendo de
manera opcional otros componentes antigénicos de las vacunas de la
invencion).

En una realizacién, Hib esta presente en una cantidad de 5 a
20 microgramos, de 8 a 15 microgramos, o de aproximadamente o
exactamente 10 microgramos de sacarido por dosis de 0.5 mililitros.

En una realizacion adicional, Hib estd presente en una dosis
baja (por ejemplo, de 1 a 6 microgramos, de 2 a 4 microgramos, o de
alrededor o exactamente 2.5 microgramos de sacarido), como se
describe en la Publicacién Internacional Nimero W0O02/00249.
Antigenos de Neisseria meningitidis tipos A, C, W, 6 Y

Las vacunas de la invencién pueden comprender ademas un
sacarido capsular de una bacteria seleccionada a partir del grupo
que consiste en N. meningitidis tipo A (MenA, opcionalmente
conjugada con una proteina portadora), N. meningitidis tipd C (MenC,
opcionalmente conjugada con wuna proteina portadora), N.
meningitidis tipo W135 (MenW, opcionalmente conjugada con una
proteina portadora), y N. meningitidis tipo Y (MenY, opcionalmente
conjugada con una proteina portadqra).

Las vacunas de la invencién pueden comprender uno o mas
antigenos a partir de las diferentes cepas de N. meningitidis, que se
pueden utilizar solos o en cualquier combinacién de 2, 3, 6 4
componentes, como se detalla en seguida:

MenA, MenC, MenW, MenY, 6 MenA + MenC, MenA + MenW,

MenA + MenY, MenC + MenW, MenC + MenY, MenW + MenY 6 MenA
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+ MenC + MenW, MenA + MenC + MenY, MenA + MenW + MenY,
MenC + MenW + MenY 6 MenA + MenC + MenW + MenY.

En una realizacién, los componentes de Neisseria meningitidis
de la invencidon pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal
como hidroxido de aluminio. En otra realizacién, los componentes de
Neisseria meningitidis de la invencion pueden ser adsorbidos sobre
una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio. En una realizacién
adicional, los componentes de Neisseria meningitidis pueden ser
adsorbidos sobre una mezcla de tanto hidroxido de aluminio como
fosfato de aluminio. En wuna realizacién, los componentes de
Neisseria meningitidis pueden no ser adsorbidos sobre un adyuvante,
por ejemplo una sal adyuvante de aluminio.

Flictena o antigenos de Neisseria meningitidis tipo B

Las vacunas de la invencioén también pueden comprender un
componente MenB, tal como una vesicula o flictena de membrana
externa, como se describe en las Publicaciones Internacionales
Nameros WO001/09350, wO003/105890, WO004/014417, o}
WOQOO04/014418, o un antigeno de sacarido capsular MenB conjugado
(o un derivado del mismo) (véase, por ejemplo, la Publicaciéon
Internacional N.lv'Jmero W096/40239), o un lipo-oligosacéarido
meningococico L2 6 L3, o L2 y L3, libre o conjugado (de acuerdo con
la Publicacién Internaéional Namero WO 2004/014417). En una
realizaciéon, los componentes MenB de la invencién pueden ser
adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como hidroxido de

aluminio. En otra realizacion, los componentes MenB de la invenciéon
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pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de
aluminio. En una realizacién adicional, los componentes MenB
pueden ser adsorbidos sobre una mezcla de tanto hidréxido de
aluminio como fosfato de aluminio. En una realizacién, los
componentes MenB pueden o ser adsorbidos sobre un adyuvante,
por ejemplo una sal adyuvante de aluminio.
Antigenos de Salmonella typhi

Las vacunas de la invencion pueden comprender ademas el
sacarido Vi a partir de Salmonella typhi, el cual puede ser el
producto registrado Typherix®, descrito en la Patente Europea
Namero EP1107787, o un conjugado de! mismo (por ejemplo, con
una proteina portadora, como se describe en la presente). El proceso
de conjugaciéon se puede llevar a cabo como se describe en la
Publicacion Internacional Numero WO 2007/000343. En una
realizacion, los sacaridos Vi de la invencién pueden ser adsorbidos
sobre una sal de aluminio, tal como hidroxido de aluminio. En otra
realizacion, los sacaridos Vi de la invencion pueden ser adsorbidos
sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio. En una
realizacion adicional, los sacaridos Vi pueden ser adsorbidos sobre
una mezcla de tanto hidréxido de aluminio como fosfato de aluminio.
En una realizacioén, los sacaridos Vi pueden no ser adsorbidos sobre
un adyuvante, por ejemplo, una sal adyuvante de aluminio.
Antigenos de Hepatitis A

El componente que proporciona proteccién contra hepatitis A

puede ser una vacuna de hepatitis A atenuada muerta, por ejemplo el
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producto conocido como Havrix? (marca comercial registrada de
GlaxoSmithKline Biologicals S.A.), que es una vacuna atenuada
muerta derivada a partir de la cepa HM-175 del virus de hepatitis A
(HAV) (véase "Inactivated Candidate Vaccines for Hepatitis A" por F.
E. Andre y colaboradores, 1980, Prog. Med. Virol. 37:72, y Ia
monografia del producto "Havrix" publicada por SmithKline Beecham
Biologicals 1991). Flehming y colaboradores, (1990, Prog. Med.
Virol. 37:56) han revisado los aspectos clinicos, la virologia, la
inmunologia, y la epidemiologia de |la hepatitis A, y han discutido los
planteamientos para los desarrollos de vacunas contra esta infeccién
viral comun. Como se utiliza en la presente, la expresion "antigeno
del virus de hepatitis A" se refiere a cualquier antigeno capaz de
estimular al anticuerpo neutralizante para el virus de hepatitis A en
seres humanos. En una realizacién, el antigeno del virus de hepatitis
A comprende particulas de virus atenuadas inactivadas, o en otra
realizacion, puede ser una capsida del virus de hepatitis A, o una
proteina viral del virus de hepatitis A, que convenientemente se
puede obtener mediante tecnologia de ADN recombinante. En una
realizacion, el componente de hepatitis A de la invencidén puede ser
adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido de aluminio.
En otra realizacion, el componente de hepatitis A de la invenciéon
puede ser adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de
aluminio. En una realizacion adicional, el componente de hepatitis A
puede ser adsorbido sobre una mezcla de tanto hidréxido de aluminio

como fosfato de aluminio.

b
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Antigenos de Malaria

Las vacunas de la invencion pueden comprender ademas
antigenos de malaria. El antigeno de malaria puede ser el RTS,S
(proteina hibrida entre CS y HBsAg - descrita en la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero US 6,306,625 y en la
Patente Europea Numero EP 0614465). En una realizacion, el RTS,S
se puede utilizar en las vacunas de la invencion en lugar del HBsAg.
También se pueden utilizar otros antigenos de malaria en las
vacunas de la invencidn, incluyendo la proteina CS, RTS, TRAP,
proteina de 16kD de B 2992, AMA-1, MSP1, incluyendo
opcionalmente CpG (Publicaciones Internacionales NUmeros
W02006/029887, Ww098/05355, Ww0O01/00231).

En una realizacién, los antigenos de malaria de la invencién
pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido
de aluminio. En otra realizacion, los antigenos de malaria de la
invencion pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como
fosfato de aluminio. En una realizacién adicional, los antigenos de
malaria pueden ser adsorbidos sobre una mezcla de tanto hidréxido
de aluminio como fosfato de aluminio. En una realizacién, el
antigeno de malaria es auxiliado por una emulsién de aceite en agua
y/o un derivado de lipido A (tal como MPL) y/o esterol (tal como
colesterol), y/d tocol (tal como a-tocofe'rol). En otra realizacién, los
antigenos de malaria pueden no ser adsorbidos sobre un adyuvante,

por ejemplo una sal adyuvante de aluminio.
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Conjugados

Los conjugados de sacarido capsular bacteriano de Ila
invencién pueden comprender cualquier péptido, polipéptido, o
proteina portadora que comprenda cuando menos un epitopo
auxiliar-T. Las proteinas portadoras utilizadas se pueden seleccionar
a partir del grupo que consiste en: toxoide de tétanos, toxoide de
difteria, CRM197, toxina de difteria recombinante (como se describe
en cualquiera de las Patentes Numeros US 4,709,017, WO 93/25210,
WO 095/33481, 6 WO 00/48638), neumolisina (opcionalmente
quimicaménte destoxificada, o un mutante destoxificado) a partir de
S. pneumoniae (véase, por ejemplo, la Publicacion Internacional
Numero WO 2004/081515, y las referencias referidas en la misma),
OMPC a partir de N. meningitidis (Patente Europea Nimero EP
0372501), y proteina D (PD) a partir de H. influenzae (Patente
Europea Numero EP 594610). Otros portadores pueden incluir
péptidos sintéticos (Patentes Europeas Numeros EP 0378881 y EP
0427347), proteinas de choque por calor (Publicaciones
Internacionales Numeros WO 93/17712 y WO 94/03208), proteinas
de tosferina (Publicacién Internacional Numero WO 98/58668 vy
Patente Europea Numero EP 0471177), citoquinas (Publicacion
Internacional Ndimero WO 91/01146), linfocinas (Publicacion
Internacional Numero WO 91/01146), hormonas (Publicacion
Internacional Numero WO 91/01146), factores' de crecimiento
(Publicacién Internacional Numero WO 91/01146), proteinas

artificiales que comprenden multiples epitopos de células-T CD4"

83
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humanos a partir de diferentes antigenos derivados de patégenos
(Falugi y colaboradores, 2001, Eur. J. Immunol. 31:3816), proteina
superficial neumocécica PspA (Publicacidon Internacional Numero WO
02/091998), proteinas de absorciéon de hierro (Publicacion
Internacional Numero WO 01/72337), toxina A 6 B a partir de C.
difficile (Publicacion Internacional Numero WO 00/61761), PhtD
neumococico (Publicacion Internacional Numero WO 00/37105),
PhtDE neumocécico (por ejemplo, Publicaciones Internacionales
Numeros WO 01/98334 y WO 03/054007), PhtX, etc.

Los sacaridos pueden estar todos sobre el mismo portador, en
particular todos los sacaridos a partir de un organismo particular, por
ejemplo, los sacaridos MenA, MenC, MenW, y MenY, pueden
conjugarse todos con TT, DT, 6 CRM-197. Sin embargo, debido al
efecto conocido de la supresion del portador, puede ser conveniente
que en cada una de las composiciones de la invencién, los antigenos
de sacarido contenidos en las mismas (antigenos 'n') se conjuguen
con mas de un portador. Por consiguiente (n-1) de los sacaridos
podrian ser llevados (por separado) sobre un tipo de portador, y uno
sobre un portador diferente, o (n-2) sobre uno, y 2 sobre dos
portadores diferentes, etc. Por ejemplo, en una vacun.a que contenga
cuatro conjugados de sacarido bacterianos, 1, 2, o los cuatro se
podrian conjugar con diferentes portadores). Sin embargo, la
proteina D se puede utilizar para diferentes (2, 3, 4, o mas)
sacaridos en una composiciéon sin un efecto de supresion del

portador notorio. Hib puede estar presente como un conjugado de

ay
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TT, DT, 6 CRM197, y MenA, MenC, MenY, y MenW pueden ser
conjugados de TT, DT, CRM197, o PD. Vi puede estar presente como
un conjugado de TT, DT, 6 CRM197. La proteina D es un portador
atil, debido a que proporciona un antigeno adicional que puede
proporcionar proteccién contra H. influenzae. En una realizacion,
todos los sacaridos se conjugan con la misma proteina portadora.

Vi se puede conjugar éon una proteina portadora, por ejemplo,
mediante un método que utiliza la quimica de condensacion de
carbodi-imida (por ejemplo, EDAC) (dado que la subunidad de
repeticion Vi comprende grupos de acido carboxilico). Esto se podria
lograr ya sea mediante: (i) una sola reacciéon de carbodi-imida entre
COOH de Vi y NH2 de la proteina, o (ii) una doble reaccién de
carbodi-imida que puede presentarse ya sea entre COOH de Vi vy
NH2 de una molécula enlazadora homobifuncional, y COOH de la
proteina y NH2 de la molécula enlazadora homobifuncional, o entre
COOH de Vi y NH2 de la molécula enlazadora heterobifuncional y
NH2 de la proteina y COOH de Ia molécula enlazadora
heterobifuncional.

La conjugacién se puede utilizar en conjunto con las proteinas
portadoras libres. En una realizacién, cuando estd presente una
proteina portadora dada, tanto en forma libre como conjugada, en
una composicion de la invencion, la forma no conjugada no es mas
del 5 por ciento de la cantidad totakl de la proteina portadora en la
composicion como un todo, o en otra realizacién, esta presente en

menos del 2 por ciento en peso.
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El sacarido se puede enlazar a la proteina portadora mediante
cualquier método conocido (por ejemplo, por Likhite, Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero 4,372,945, y por Armor y
colaboradores, Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 4,474,757), con cualquier enlazador adecuado cuando sea
necesario.

El sacarido tipicamente se activara o se funcionalizara antes
de la conjugacion. La activacion puede involucrar, por ejemplo,
agentes cianilantes, tales como CDAP (tetrafluoro-borato de 1-ciano-
dimetil-amino-piridinio) (Publicaciones Internacionales Numeros WO
95/08348 & WO 96/29094). La reaccion de cianilacion se puede
llevar a cabo bajo condiciones relativamente suaves, lo cual evita la
hidrélisis de los sacaridos sensibl;as al élcali. Esta sintesis permite
tener el acoplamiento directo con una proteina portadora. Otras
técnicas adecuadas utilizan carbodi-imidas, hidrazidas, ésteres
activos, norborano, acido p-nitro-benzoico, N-hidroxi-succinimida, S-
NHS, EDC, 6 TSTU.

Los enlaces por medio de un grupo enlazador se pueden hacer
utilizando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo, los
procedimientos descritos en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Numeros US 4,882,317 y US 4,695,624. Un tipo de
enlace involucra la aminacién reductiva del sacarido, el acoplamiento
del grupo amino resultante con un extremo de un grupo enlazador de
acido adipico (Patente Europea Numero EP 0477508, Porro y

colaboradores, 1985, Mol. Immunol. 22:907, Patente Europea
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Ndmero EP 0208375), y luego el acoplamiento de una proteina con el
otro extremo del grupo enlazador de acido adipico. Otros
enlazadores incluyen B-propionamido (Publicacién Internacional
Numero WOO00/10599), nitrofenil-etilamina (Gever y colaboradores,
1979, Med. Microbiol. Immunol. 165:171), haluros de haloacilo
(Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero US
4,057,685), enlaces glicosidicos (Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Numeros US 4,673,574; US 4,761,283; US 4,808,700),
acido 6-amino-caproico (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero US 4,459,286), ADH (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero US 4,965,338), las fracciones C4 a
C12 (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero US
4,663,160), etc. Como una alternativa a la utilizacién de un
enlazador, se puede utilizar el enlace directo. Los enlaces directos
con la proteina pueden comprender la oxidacion del sacéarido,
seguida por aminacioén reductiva con la proteina, como se describe,
por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
Numeros US 4,761,283 y US 4,356,170, o una reaccion de CDAP
directa.

Después de la conjugacién, los sacaridos libres y conjugados
se pueden separar. Existen muchos métodos adecuados para esta
separacion, incluyendo cromatografia hidrofébica, ultra-filtracion
tangencial, diafiltracién, etc. (véase también Lei y colaboradores,
2000, Dev. Biol. (Basilea); 103:259; Publicacién Internacional

Numero WO 00/38711; Patente de los Estados Unidos de
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Norteamérica Numero US 6,146,902). En una realizacién, si una
vacuna comprende un sacarido dado en la forma tanto libre como
conjugada, la forma no conjugada no es mas del 20 por ciento en
peso de la cantidad total de ese sacarido en la composicién como un
todo (por ejemplo, <15 por ciento, <10 por ciento, <5 por ciento, <2
por ciento, <1 por ciento). |

Una cantidad de sacarido que sea capaz de conferir protecciéon
a un huésped (una cantidad efectiva) puede ser determinada por la
persona experta. En una realizacién, cada dosis comprendera de 0.1
a 100 microgramos de sacarido; en otra realizacion, cada dosis
comprendera de 0.1 a 50 microgramos; en una realizacion adicional,
cada dosis comprendera de 0.1 a 10 microgramos; en todavia otra
realizacién, cada dosis comprendera de 1 a 5 microgramos.
Adyuvantes

Las vacunas de la invencién pueden incluir un excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como una adyuvante adecuado.
Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de aluminio, tal como
hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio, pero también puede ser
una sal de calcio, hierro, o zinc, o puede ser una suspension
insoluble de tirosina acilada, o azucares acilados, o pueden ser
sacaridos cationicamente o aniénicamente derivados, polifosfacenos,
micr‘oesferas biodegradables, monofosforil-lipido A (MPL), derivados
de lipido A (por ejemplo, de una toxicidad reducida), MPL 3-O-
desacilado, quil A, Saponina, QS21, tocol (Patente Europea Numero

EP 0382271), adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratories,
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Detroit, Ml), adyuvante Merck 65 (Merck and Company, Inc., Rahway,
NJ), AS-2 (Smith-Kline Beecham, Filadelfia, PA), oligonucledtidos
CpG, bioadhesivos y mucoadhesivos, microparticulas, liposomas,
formulaciones de éter de polioxietileno, formulaciones de éster de
polioxietileno, péptidos de muramilo, o] compuestos de
imidazoquinolona (por ejemplo, imiquamod y sus homélogos). Los
inmunomoduladores humanos adecuados para utilizarse como
adyuvantes en la invencién incluyen citoquinas, tales como
interleucinas (por ejemplo, IL-I, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12,
etc.), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor
de necrosis tumoral (TNF), factor estimulante de colonias de
macrofagos de granulocitos (GM-CSF), que también se pueden
utilizar como adyuvantes.

En una realizaciéon de la invencion, la composicion adyuvante
de las formulaciones induce una respuesta inmune
predominantemente del tipo TH1. Los altos niveles de citoquinas tipo
TH1 (por ejemplo, IFN-y, TNFa, IL-2, e IL-12) tienden a favorecer la
induccion de las respuestas inmunes mediadas por células a un
antigeno administrado. Dentro de una realizaciéon, en donde una
respuesta es predominantemente del tipo TH1, el nivel de citoquinas
del tipo TH1 aumentara hasta un grado mayor que el nivel de
citoquinas del tipo TH2. Los niveles de estas citoquinas pueden ser
facilmente evaluados empleando eﬁsayos convencionales. Para una
revision de las familias de citoquinas, véase Mosmann y Coffman,

1989, Ann. Rev. Immunol. 7:145.
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De conformidad con lo anterior, los sistemas adyuvantes
adecuados que promueven una respuesta predominantemente TH1
incluyen los derivados de lipido A (por ejemplo, de una toxicidad
reducida), monofosforil-lipido A (MPL) o un derivado del mismo, en
particular el monofosforil-lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL), y una
combinacion de monofosforil-lipido A, opcionalmente monofosforil-
lipido A 3-des-O-acilado junto con una sal de aluminio. Un sistema
mejorado involucra la combinacion de un monofosforil-lipido A y un
derivado de saponina, en particular la combinacién de QS21 y 3D-
MPL, como se da a conocer en la Publicacién Internacional Namero
WO 94/00153, o una composicién menos reactogénica, en donde el
QS21 se apaga con colesterol, como se da a conocer en la
Publicacion Internacional Niomero WO 96/33739. Una formulacién de

adyuvante particuIarmente potente que involucra QS21, 3D-MPL, y

tocoferol en una emulsién de aceite en agua, se describe en la

Publicacion Internacional Niamero WO 95/17210. La vacuna puede
comprender adicionalmente una saponina, la cual puede ser QS21.
La formulacién también puede comprender una emulsién de aceite en
aguay tocoferol (Publicacion Internacional Namero WO 95/17210).
Los oIigonUcIe()tidos que contienen CpG no metilados (Publicacion
Internacional Ndmero WO 96/02555) también son inductores
preferenciales de una respuesta de TH1, y son adecuados para
utilizarse en la presente invencion.

Las vacunas de la invencién también pueden comprender

combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes de la
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invencion identificados anteriormente.

Cualquier adyuvante de la invenciéon puede ser adsorbido por,
0 se puede combinar con, el componente de poliovirus inactivado de
la invencion.

Cuando se hace referencia a hidréoxido de aluminio o fosfato de
aluminio, la referencia se hace a todos los adyuvantes de hidréxido
de aluminio y/o fosfato de aluminio, como son descritos por Hem y
White (Pharm. Biotechnol. 1995; 6:249-276).

En una realizacion, el fosfato de aluminio también puede ser
referido como hidroxi-fosfato de aluminio. En otra realizacion, el
fosfato de aluminio tiene una carga negativa a un pH de 7.4.
Tipicamente, el punto isoeléctrico (pl) del fosfato de aluminio es de 5
a7, 6 o0de6 a7, ode alrededor o exactamente 5. En una realizacion
adicional, el fosfato de aluminio tiene una proporcion molar de
fosfato:aluminio de 0.3 a 0.9, o de 0.3 a 0.6, o de 0.8 a 0.9.

En una realizacion, el hidréxido de aluminio tiene una carga
positiva a un pH de 7.4. Tipicamehte, el punto isoeléctrico del

hidréxido de aluminio es de 8 a 11, de 9 a 11, de 10 a 11, o de

alrededor o exactamente 11.

Tipicamente, el contenido total de aluminio es de 200 a 1,000
microgramos, de 300 a 900 microgramos, de 400 a 800 microgramos,
de 500 a 700 microgramos, o de alrededor o exactamente 630
microgramos de AI** por dosis de 0.5 mililitros. Este puede ser todo
de hidréoxido de aluminio o todo de fosfato.de aluminio. De una

manea alternativa, el contenido de AI** puede ser a partir de una
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mezcla de hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio en la siguiente
proporcion: 1:8-8:1, 1:4-4:1, 3:8-8:3, 1:2-2:1 6 1:1 de fosfato de
aluminio:hidroxido de aluminio. En una realizaciéon, se utiliza una
proporciéon de 12:1-4:1, 11:1-5:1, 10:1-6:1, 9:1-7:1, u 8:1 de fosfato
de aluminio:hidréxido de aluminio.

Aunque la mayor parte del aluminio es proporcionada por los
antigenos previamente adsorbidos antes de mezclarse para formar
una vacuna de combinacién, se puede agregar algo de aluminio en
forma libre durante la formulacion de la vacuna de combinacién de la
invencion, por ejemplo antes del paso de ajuste del pH descrito en la
presente. Tipicamente, el contenido de aluminio libre por dosis de
0.5 mililitros puede ser de 0 a 300 microgramos, de 50 a 250
microgramos, de 75 a 200 microgramos, de 100 a 150 microgramos,
o de alrededor o exactamente 115 microgramos de Al®**. El AI** libre
puede ser todo de AlI(OH); o todo de AIPO,4, o una mezcla de AlI(OH);
y AIPOy4, en la siguiente proporcion (peso:peso, AI**:AI%): 1:1-1:6,
1:1.1-1:5, 1:1.2-1:4, 1:1.3-1:3, 1:1.4-1:2, por ejemplo 23/92 6 69/46 6
6:1-1:1, 6:1-1.1:1, 4:1-1.2:1, 3:1-1.3:1, 2:1-1.4:1, por ejemplo 46/69 6
92/23.

De wuna manera alternativa, ciertos componentes de las
vacunas de la invencion pueden no ser expresamente adsorbidos
sobre un adyuvante, en particular de sales de aluminio.

El poliovirus inactivado puede no ser adsorbido o puede ser
adsorbido sobre AI(OH);, o sobre una mezcla de AI(OH)3; y AIPO,. El

toxoide de difteria puede ser adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO,; el
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toxoide de tétanos puede ser adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPOy,, el Pw
puede ser adsorbido sobre, o se puede mezclar con, AIPO,, la
pertactina puede ser adsorbida sobre AI(OH);; la hemaglutinina
filamentosa puede ser adsorbida sobre AI(OH);; el toxoide de
tosferina puede ser adsorbido sobre AI(OH);; HB puede ser
adsorbido sobre AIPO,, Hib puede ser adsorbido sobre AIPO, o
puede no ser adsorbido, Men ACWY pueden ser adsorbidos sobre
AlI(OH)3; 6 AIPO4, o pueden no ser adsorbidos, el componente MenB
puede ser adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO,4, o puede no ser
adsorbido; Vi puede ser adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO,4, o puede
no ser adsorbido; HepA puede ser adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO,.

Los antigenos que son previamente adsorbidos sobre una sal
de aluminio, se pueden adsorber previamente de una manera
individual antes de mezclarse. En otra realizaciéon, una mezcla de
antigenos puede ser previamente adsorbida antes de mezclarse con
los adyuvantes adicionales. En una realizaciéon, el poliovirus
inactivado puede ser adsorbido por separado o como una mezcla de
poliovirus inactivado tipos 1, 2, y 3, o cuando se mezcla con los
componentes D y T adsorbidos.

El significado de "antigeno adsorbido" se toma, por ejemplo,
para significar mas del 20 por ciento, 30 por ciento, 40 por ciento, 50
por ciento, 60 por ciento, 70 por ciento, 80 por ciento, 6 90 por
ciento adsorbido.

El significado de los términos "fosfato de aluminio” e "hidréxido

de aluminio”, como se utilizan en la presente, incluye todas las
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formas de hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio que son
adecuadas para auxiliares de vacunas. Por ejemplo, el fosfato de
aluminio puede ser un precipitado de fosfato de aluminio insoluble
(amorfo, semi-cristalino, o cristalino), el cual se puede preparar
opcionalmente, pero no exclusivamente, mediante la mezcla de sales
de aluminio y sales de &acido fosférico solubles. El "hidréxido de
aluminio" puede ser un precipitado de hidréoxido de aluminio soluble
(amorfo, semi-cristalino, o cristalino), el cual se puede preparar
opcionalmente, pero no exclusivamente, mediante la neutralizaciéon
de wuna solucién de sales de aluminio. Son particularmente
adecuadas las diferentes formas de geles de hidréxido de aluminio y
fosfato de aluminio disponibles en las fuentes comerciales, por
ejemplo, Alhydrogel (hidréoxido de aluminio, suspensiéon al 3 por
ciento en agua), y Adjuphos (fosfato de aluminio, suspension al 2 por
ciento en suero) suministrados por Brenntag Biosector (Dinamarca).
Componentes no inmunolégicos de las vacunas de la invenciéon
Las vacunas de la invencién tipicamente, en adicion a los
componentes antigénicos y adyuvantes mencionados anteriormente,
comprenden uno o mas "vehiculos o excipientes farmacéuticamente
aceptables”, los cuales induzcan cualquier excipiente que no induzca
por si mismo la produccién de anticuerpos dafinos para el individuo
que reciba la composicién. Los excipientes adecuados son
tipicamente macromoléculas grandes que se metabolizan lentamente,
tales como proteinas, sacaridos, poli-acidos lacticos, poli-acidos

glicdlicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoéacidos,
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sacarosa (Paoletti y colaboradores, 2001, Vaccine, 19:2118),
trehalosa (Publicacién Internacional Nuamero WO 00/56365),
agregados de lactosa y lipido (tales como gotitas de aceite o
liposomas). Estos vehiculos son bien conocidos por los expertos
ordinarios en este campo. Las vacunas también pueden contener
diluyentes, tales como agua, suero, glicerol, etc. Adicionalmente,
puede haber presentes sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias reguladoras del pH, vy
similares. Un vehiculo tipico es el suero fisiolégico regulado con
fosfato estéril, sin pir6geno. Esta disponible una discusién completa
de los excipientes farmacéuticamente aceptables en la referencia:
Gennaro, 2000, Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
202 Edicion, ISBN:0683306472.

Las composiciones de la invencion se pueden liofilizar, o
pueden estar en una forma acuosa, es decir, como soluciones o
suspensiones. Las formulaciones liquidas de este tipo permiten que
las composiciones se administren directamente desde su forma
empacada, sin la necesidad de reconstitucién en un medio acuoso, y
por lo tanto, son ideales para inyeccién. Las composiciones se

pueden presentar en frascos, o se pueden presentar en jeringas

llenadas listas para usarse. Las jeringas se pueden suministrar con o

sin agujas. Una jeringa incluird una sola dosis de la composicion,
mientras que un frasco puede incluir una sola dosis o multiples dosis
(por ejemplo, dos dosis). En una realizacion, la dosis es para un ser

humano. En una realizacién adicional, la dosis es para un humano
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adulto, adolescente, nifio, bebé, o de menos de un afio de edad, y se
puede administrar mediante inyeccién. |

Las vacunas liquidas de la invencién también son adecuadas
para reconstituir otras vacunas a partir de una forma liofilizada.
Cuando se va a utilizar una vacuna para la reconstitucién
extemporanea, la invenciéon proporciona un kit, el cual puede
comprender dos frascos, o puede comprender una jeringa llenada
lista para usarse y un frasco, utilizandose el contenido de la jeringa
para reconstituir el contenido del frasco antes de la inyeccion.

Las vacunas de la invenciéon se pueden empacar en una forma
de dosis unitaria o en una forma de multiples dosis (por ejemplo, dos
dosis). Para las formas de multiples dosis, se prefieren los frascos
en lugar de las jeringas previamente llenadas. Los volimenes de
dosificacion efectivos se pueden establecer rutinariamente, pero una
dosis tipica de la composicion paré inyeccion para seres humanos,
tiene un volumen de 0.5 mililitros.

En una realizacion, las vacunas de la invencion tienen un pH
de entre 6.0 y 8.0; en otra realizacién, las vacunas de la invencion
tienen un pH de entre 6.3 y 6.9, por ejemplo de 6.6 + 0.2. Las
vacunas se pueden regular a este pH. Se puede mantener un pH
estable mediante el uso de un regulador. Si una composicién
comprende una sal de hidroxido de aluminio, se puede utilizar un
regulador de histidina (Publicacién Internacional Ndamero
WOO03/009869). La composicion debe ser estéril y/o debe estar

exenta de pirdgeno.
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Las composiciones de la invenciéon pueden ser isoténicas con
respecto a los seres humanos.

Las vacunas de la invencion pueden incluir un antimicrobiano,
en particular cuando se empaquen en un formato de multiples dosis.
Se debe evitér el tiomersal, debido a que éste conduce a una pérdida
de potencia del componente de poliovirus inactivado. Se pueden
utilizar otros antimicrobianos, tales como 2-fenoxi-etanol o
parabenos (metil-, etil-, o propil-parabenos). De preferencia esta
presente cualquier conservador en niveles bajos. El conservador se
puede agregar exégenamente, y/o puede ser un componente de los
antigenos a granel que se mezclen para formar la composiciéon (por
ejemplo, presente como un conservador en los antigenos de
tosferina).

En una realizacion, las vacunas de la invenéién estan libres de
tiomersal o sustancialmente libres de tiomersal. "Libres de tiomersal"
o "sustancialmente Ilibres de tiomersal" significa que no hay
suficiente tiomersal presente en la formulacion final para impactar
negativamente la potencia del componente de poliovirus inactivado.
Por ejemplo, si se utiliza tiomersal durante el proceso de purificacion
del antigeno superficial de Pw o de Hepatitis B, se debe remover
sustancialmente antes de mezclarse con el poliovirus inactivado. El
contenido de tiomersal en la vacuna final debe ser menor de 0.025
microgramos/microgramo de proteina, de 0.02 microgramos/-
microgramo‘ de proteina, de 0.01 microgramos/microgramo de

proteina, o de 0.001 microgramos/microgramo de proteina, por
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ejemplo de 0 microgramos/microgramo de proteina. En una
realizacién, no se agrega tiomersal ni se utiliza en la purificacién de
cualquiera de los componentes. Véase, por ejemplo, la Patente
Europea Nudamero EP1307473 para la Hepatitis B, y véase
anteriormente para los procesos de Pw en donde se logra la
aniquilacion sin la presencia de tiomersal.

Las vacunas de la invencion pueden comprender detergente,
por ejemplo un Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Los
detergentes estdn en general presentes en bajos niveles, por
ejemplo, del <0.01 por ciento.

Las vacunas de la invencion pueden incluir sales de sodio (por
ejemplo, cloruro de sodio) para dar tonicidad. La composicién puede
comprender cloruro de sodio. En una realizacién, la concentracién
del cloruro de sodio en la composicion de la invenciéon esta en el
intervalo de 0.1 a 100 miligramos/mililitro (por ejemplo, de 1 a 50
miligramos/mililitro, de 2 a 20 miligramos/mililitro, de 5 a 15
miligramos/mililitro), y en una realizacién adicional, la concentracion
del cloruro de sodio es de 10 * 2 miligramos/mililitro de NaCl, por
ejemplo de aproximadamente 9 miligramos/mililitro.

Las vacunas de la invencion generalmente incluiran un
regulador del pH. Es tipico un regulador de fosfato o de histidina.

Las vacunas de la invencion pueden incluir iones de fosfato
libres en soluciéon (por ejemplo, mediante el uso de un regulador de
fosfato), con el objeto de favorecer la no adsorcién de los antigenos.

La concentracion de los iones de fosfato libres en la composiciéon de
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la invencidon, en una realizacion, es de entre 0.1 y 10.0 mM, o en otra
realizacion es de entre 1 y 5 mM, o n una realizacidén adicional es de
aproximadamente 2.5 mM.
Propiedades de las vacunas de la invencién

En una realizacién, las vacunas de la invencién se formulan
como una vacuna para su administracién in vivo al huésped, de tal
manera que los componentes individuales de la composicion se
formulan de tal manera que la inmunogenicidad de los componentes
individuales no es sustancialmente perjudicada por otros
componentes individuales de la composicion. Mediante "no es
sustancialmente perjudicada", se pretende significar que, después de
la inmunizacidn, se obtiene una titulaciéon de anticuerpo contra cada
componente que es mayor del 60 por ciento, del 70 por ciento, del 80
por ciento, o del 90 por ciento, o es del 95 al 100 por ciento de la
titulacion obtenida cuando se administra el antigeno en aislamiento.
Por consiguiente, en las realizaciones preferidas, no se presenta un
efecto (significativamente) perjudicial para los otros componentes
(en términos de eficacia protectora) en la combinacion,
comparandose con su administracion en aislamiento.
Formulaciones de vacunas

En una realizacién, las vacunas de la invencién se formulan
como una vacuna para su administracién in vivo al huésped, de tal
manera que confieran una titulaciéon de anticuerpo superior al criterio
para la seroproteccion para cada componente antigénico, para un

porcentaje aceptable de sujetos humanos. Esta es una pruebé
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importante en la evaluacion de la eficacia de una vacuna a través de
toda la poblacién. Los antigenos con una titulacién de anticuerpo
asociada arriba de la cual se considera que un huésped se
seroconvierte contra el antigeno, son bien conocidos, y estas
titulaciones son publicadas por organizaciones tales como la
Organizacién Mundial de la Salud. En. una realizacién, se
seroconvierte mas del 80 por ciento de una muestra de sujetos
estadisticamente significativa; en otra realizacién, se seroconvierte
mas del 90 por ciento de una muestra de sujetos estadisticamente
significativa; en una realizacion adicional, se seroconviarte mas del
93 por ciento de una muestra de sujetos estadisticamente
significativa; y en todavia otra realizaciéon, se seroconvierte del 96 al
100 por ciento de una muestra de sujetos estadisticamente
significativa.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona
como una cantidad que induzca una respuesta inmunoprotectora sin
efectos secundarios adversos significativos en las vacunas tipicas.
Esta cantidad variard dependiendo de cuales inmunégenos
especificos sean empleados. En términos generales, se¢ espera que
cada dosis comprendera de 1 a 1,000 microgramos del inmunégeno
total, o de 1 a 100 microgramos, o de 1 a 40 microgramcs, ode 1a 5
microgramos. Se puede aseverar una cantidad 6ptima para una
vacuna particular mediante estudios que involucren la observacién
de las titulaciones de anticuerpos y de otras respuestas en los

sujetos. Un curso de vacunacioéon primaria puede incluir de dos a tres
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dosis de vacuna, dadas con una separacién de 1 a 2 meses, por
ejemplo, siguiendo las recomendaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud para la inmunizaciéon con DTP (es decir, en el primer afio
de vida). Pueden seguir dosis de refuerzo en los segundo y/o
siguientes afios de vida.

Potencia de polio medida mediante la prueba de
seroneutralizacién en ratas.

Para los propésitos de la invencién, se debe llevar a cabo el
ensayo para la evaluacion cuantitativa de la potencia de la vacuna
del poliovirus inactivado de las vacunas que contengan poliovirus
inactivado de la invencion, uvtilizando una sola dosis de vacuna, y
esto se debe hacer mediante la determinacion de la proporcién de la
titulacion media geométrica de la vacuna de prueba (GMT) a la
titulacion media geométrica de la vacuna de referencia, y se reporta
como la respuesta relativa (RR) o la potencia relativa (RP). La
titulacion media geométrica de la vacuna de referencia puede ser la
titulacion media geométrica obtenida con cualquier vacuna de
poliovirus inactivado que comprenda 40-8-32 unidades dz antigeno D
de poliovirus inactivado tipos 1-2-3, respectivamente, y puede ser la
titulacion media geométrica obtenida con la vacuna conocida
Poliorix®. Tipicamente, la prueba de potencia relativa se lleva a
cabo como sigue:

Se determina la potencia de poliovirus tipos 1, 2, y 3 en ratas,
mediante seroneutralizacion:

Los grupos de 10 ratas sanas (Sprague-Dawley (OFA), o
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cualquier raza validada de antemano) se  inoculan
intramuscularmente con diluciones (1/1.25; 1/3.125; 1/7.81) de las
muestras de prueba o del material de referencia en suero regulador
de fosfato. Si es necesario, se puede extender el intervalo de
dilucion hasta cuatro diluciones mediante la inoculacién de vacuna
no diluida, y las tres diluciones previamente mencionadas. Se
utilizan 10 ratas inoculadas con el diluyente como controles
negativos. Se observa a las ratas una vez a la semana para detectar
cualquier reaccién anormal. De 20 a 22 dias después de Ila
inoculacion, cada animal se anestesia profundamente, y se sangra, y
se recolecta el suero para analizarse mediante la prueba de
seroneutralizacion.

Para la prueba de seroneutralizaciéon, los sueros se inactivan
mediante incubaciéon a 56°C durante 30 minutos en un bafio de agua.
Se preparan tres series de dilucion de los sueros, una para cada tipo
de polio, en microplacas, utilizando el medio de dilucién apropiado.
Las placas se almacenan a +4°C.

Para los tres tipos de virus de polio, se agrega una cantidad
previamente determinada del virus (de 30 a 300 CCIDsy) a las
diluciones de sueros. Las tres suspensiones de virus se diluyen
tomando en cuenta sus titulaciones respectivas. La dilucién final se
denomina como la "diluciéon de trabajo". Cada dilucién de trabajo se
agrega a las microplacas correspondientes. Luego las placas se
sellan y se incuban a 37°C + 1°C durante 16 horas. Entonces se

agregan las células HEP-2, y las microplacas se incuban a 37°C +
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1°C durante 7 dias. El efecto citopatogénico (CPE) del virus se.lee
utilizando un micfoscopio invertido después de la coloracién con azul
Coomassie. La presencia de los anticuerpos contra la poliomielitis
inhibe el crecimiento del virus y Ila aparicion del efecto
citopatogénico correspondiente. Las titulaciones contra el virus de
polio (tipo 1, 2, y 3) corresponden al reciproco de la altima dilucion
sin ningun efecto citopatogénico. En cada grupo, se registran los
animales con anticuerpos neutralizantes, y se determina la titulacién
de anticuerpos de cada muestra de suero para los diferentes tipos de
poliovirus. La titulacién del anticuerpo neutralizante se expresa como
el log, del inverso de la dilucién mas alta de la muestra de suero que
inhibe totalmente el efecto citopatogénico del poliovirus en las
células Hep-2.

También se determina, para cada grupo de ratas, la titulacion
media geométrica por dilucién (GMT) y por tipo de virus.
Empaque de las vacunas de la invencién

Las vacunas de la invencién se pueden empacar en diferentes
tipos de recipientes, por ejemplo, en frascos, en jeringas, etc. Un
frasco de multiples dosis tipicamente comprendera una compuerta de
plastico re-sellable a través de la cual se pueda insertar una aguja
estéril para remover una dosis de vacuna, que se vuelve a sellar una
vez que se ha removido la aguja.

La vacuna se puede suministrar en diferentes recipientes (por
ejemplo, dos o tres). El contenido de los recipientes se puede

mezclar extemporéneamente antes de administrarse a un huésped en
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una sola inyecciébn, o se puede administrar de una manera
concomitante en diferentes sitios. La dosis de la vacuna o de cada
vacuna si se administra un kit de una manera concomitante (en dos o
mas recipientes) sera tipicamente de 0.5 mililitros.

En wuna realizacion de este aspecto de la irvenciéon, se
proporciona un kit que comprende dos vacunas multivalentes para
conferir proteccién en un huésped contra la enfermeded provocada
por poliovirus, Bordetella pertussis, Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheriae, y opcionalmente uno o mas de
Hepatitis B, Haemophillus influenzae tipo B, Neisseria meningitidis
tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, Neisseria meningitidis tipo Y,
Neisseria meningitidis tipo B, Salmonella typhi, Hepatitis A, 6
Malaria.

El kit comprende un primer recipiente que comprerde:

(1) (a) el poliovirus inactivado (IPV) de la invencion,

(b) toxoide de difteria (DT 6 D) (véase anteriormente),

(c) toxoide de tétanos (TT 6 T) (véase anteriormente),

(d) Bordetella pertussis de células enteras muertas
(Pw), o dos o mas componentes de tosferina acelulares (Pa) (véase
anteriormente),

(e) opcionalmente antigeno superficial de Hepatitis B
(HepB 6 HB) (véase anteriormente),

(f) opcionalmente wun conjugado de una proteina
portadora y el sacarido capsular de H. influenzae tipo E (Hib) (véase

anteriormente),
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(g) opcionalmente cualquiera o ambos conjugados de
una proteina portadora y un sacarido capsular de un N. meningitidis
tipo A (MenA) o N. meningitidis tipo C (MenC) (véase anieriormente),
y

un segundo recipiente que comprende:

(2A) (a) conjugados de una proteina portadora y un sacarido
capsular de N. meningitidis tipo A (MenA), N. meningitidis tipo C
(MenC), N. meningitidis tipo W (MenW), y/o N. meningitidis tipo Y
(MenY) (véase anteriormente para las diferentes combinaciones de
sacaridos Men de la invencion), y

(b) opcionalmente un conjugado de una proteina
portadora y el sacarido capsular de H. influenzae tipo B (Hib); o

(2B) (a) un conjugado de una proteina portadora y el
sacarido capsular de H. influenzae tipo B (Hib), y

(b) opcionalmente un conjugado de una proteina
portadora y el sacéarido Vi de Salmonella typhi.

El kit puede comprender opcionalmente un tercer recipiente
que comprende:

(3) (a) opcionalmente el antigeno superficial de Hepatitis

(b) opcionalmente un conjugado de una proteina

portadora y el sacéarido Vi de Salmonella typhi.
Los recipientes pueden en cualquier caso comprender
adicionalmente antigenos de HepA y/o antigenos de MenB y/o RTS,S

y/o antigenos de Streptococcus pneumonia.
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En cualquier caso, no debe estar presente el mismo antigeno
en ambos recipientes.

En una realizacion, el primer recipiente tiene, en adicion a los
componentes a), b), c), d), también los componentes e), f), g), e)+f),
e)+g), f)+g) 6 e)+f)+g).

En una realizacién, la vacuna del primer recipienie puede ser
liquida, y la vacuna del segundo recipiente puede ser liquida o puede
estar liofilizada (por ejemplo, en la presencia de un recipiente
estabilizante conocido, tal como sacarosa o trehalosa).

Los recipientes del kit se pueden empacar por separado, u
opcionalrﬁente, se pueden empacar juntos. En una realizacidn, el kit
se proporciona con una lista de instrucciones para la administracion
de las vacunas en los dos o mas recipientes.

En una realizacién, cuando un recipiente de un kit contien‘e
cierto conjugado de sacarido, el mismo conjugado no esta presente
en los otros recipientes del kit.

Los inventores creen que un kit proporcionado ce la manera
anterior puede presentar convenientemente los diferentes antigenos
ante el sistema inmune de un huésped de una manera optima. EIl kit
puede proporcionar a un practicante médico un método 6ptimo para
inmunizar a un huésped con una o mas de las siguientes ventajas:
eficacia protectora para todos los antigenos, reactogenicidad
minima, interferencia minima de supresion del portador, interferencia
minima de adyuvante/antigeno, o interferencia minima de

antigeno/antigeno. De esta manera, se pueden alcanzar estas metas
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con el numero minimo (2) de administraciones, presentandose
opcionalmente en la misma cita al practicante.

En una realizacién, las vacunas de los primerc y segundo
recipientes se administran de una manera concomitante en diferentes
sitios (como se describe mas adelante bajo "administracién de las
vacunas de la invencion"), y en una realizacién alternativa, los
inventores preven que el contenido de los primero y segundo
recipientes se pueda mezclar (opcionalmente de wuna manera
extemporanea) antes de su administracién como una sola vacuna.
Preparacién de las vacunas de la invencién

La presente invencién también proporciona un método para
producir una formulacién de vacuna, el cual comprende el paso de
mezclar los componentes de la vacuna junto con un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion de la presente invencién, se proporciona
una vacuna como se describe en la presente, para utilizarse en un
medicamento para el tratamiento o la prevencion de enfermedades
causadas por la infeccién por poliovirus, y opcionalmente por
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
diphtheriae, virus de Hepatitis B, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis tipo A, Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria
meningitidis tipo W, Neisseria meningitidis tipo Y, Salmonella typhi, 6
Hepatitis A.

En otra realizacién de la invencidén, se proporciona un uso de

las vacunas de la invencion, en la fabricacién de un medicamento
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para el tratamiento o la prevencién de las enfermedades causadas
por la infecciéon por poliovirus, y opcionalmente por Bordetella
pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, virus de
Hepatitis B, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis tipo A,
Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W,
Neisseria meningitidis tipo Y, Salmonella typhi, 6 Hepatitis A.

Adicionalmente, también se proporciona un rnétodo para
inmunizar a un huésped humano contra la enfermedad causada por
el poliovirus, y opcionalmente por Bordetella pertussis, Clostridium
tetani, Corynebacterium diphtheriae, virus de Hepatitis B,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria
meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, Neisseria
meningitidis tipo Y, Salmonella typhi, 6 Hepatitis A, cuyo método
comprende administrar al huésped una dosis inmunopraotectora de la
vacuna de la invencién.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona
como una cantidad que induzca una respuesta inmunoprotéctora sin
efectos secundarios adversos significativos en las vacunas tipicas.
Esta cantidad variara dependiendo de cudl inmundégeno especifico sve
emplee, y de como se presente. En una realizaciéon, cada dosis
comprendera de 0.1 a 100 microgramos de sacarido; en otra
realizacion, cada dosis comprendera de 0.1 a 50 microgramos; en
una realizaciéon adicional, cada dosis comprendera de 0.1 a 10
microgramos; y en todavia otra realizacién, cada dosis comprendera

de 1 a 5 microgramos de sacarido.
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En una realizacion, el contenido de antigenos de proteina en la
vacuna estara en el intervalo de 1 a 100 microgramos; en otra
realizacién, el contenido de antigenos de proteina en las vacunas
estara en el intervalo de 5 a 50 microgramos; en una realizacion
adicional, el contenido de los antigenos de proteina en las vacunas
estard en el intervalo de 5 a 25 microgramos.

La preparacion de vacunas se describe en general en Vaccine
Design ["The subunit and adjuvant approach" (Editores Powell M. F.
y Newman M. J.) (1995) Plenum Press, Nueva York]. La
encapsulacion dentro de liposomas es descrita por Fullerton, Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 4.235,877. La
conjugacion de las proteinas con las macromoléculas se da a
conocer, por ejemplo, en Likhite, Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 4,372,945, y en Armor y colaboradores,
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 4,474,757.
El uso de Quil A es dado a conocer por Dalsgaard y colaboradores,
1977, Acta Vet Scand. 18:349. EI 3D-MPL esta disponible en Ribi
Immunochem, EUA, y se da a conocer en la Solicitud de Patente
Britanica Niumero 2220211 y en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 4,912,094. El QS21 se da a conocer en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Niumero 5,057,540.

En una realizacion adicional de la invencién, se proporciona
una vacuna multivalente que comprende el poliovirus inactivado
(IPV) de la invenciéon, y opcionalmente Bordetella pertussis de

células enteras muertas (Pw), toxoide de tétanos (TT), toxoide de
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difteria (DT), un conjugado de una proteina portadora y el sacarido
capsular de H. influenzae tipo B (Hib - opcionalmente conjugado con
TT, DT, 6 CRM197), en donde la cantidad del conjugado por dosis de
0.5 mililitros de la vacuna a granel es de 1 a 8 microgramos, y la
inmunogenicidad del conjugado es equivalente o mejor sobre las
composiciones que comprenden mayores cantidades del conjugado.
Opcionalmente, también se puede incluir en el antigeno superficial
de Hepatitis B.

En una realizacion, la cantidad de conjugado por dosis de 0.5
mililitros de vacuna a granel es menor. de 10 microgramos (de
sacarido en el conjugado); en otra realizacién, la cantidad de
conjugado es de 1 a 7 microgramos; en otra realizaciér, la cantidad
de conjugado es de 2 a 6 microgramos; o en una realizacion
adicional es de aproximadamente 2.5, 3, 4, 6 5§ microgramos.

Se apreciard que ciertos componentes, por ejemplo los
componentes de DTPw, se pueden combinar por separado antes de
agregar el HBsAg adsorbido u otros componentes.

También se proporciona un método para la elaboracién de las
vacunas de la invencion, el cual comprende el paso de mezclar el
poliovirus inactivado tipo 1, el poliovirus inactivado tipo 2, y/o el
poliovirus inactivado tipo 3 con un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Un proceso tipico para la preparacion de la vacuna a
granel de la invencion con antigenos adicionales agregara los
componentes del poliovirus inactivado a wuna mezcla de los

componentes D y T, es decir, los componentes DT se mezclan con
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los componentes del poliovirus inactivado. Este orden de mezcla
permite que se ajuste la concentracion idénica y/o el pH de la
composicion (por ejemplo, pH <7) antes de la adicion de los
componentes de Pa 6 Pw. Tipicamente, si se incluye en la
composicion, primero se agrega el HB previamente adsorbido sobre
AIPO,, seguido por la adiciéon del DT previamente adsorbido sobre
Al(OH); 6 AIPO,, seguido por la adicién del TT previamente
adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO,, seguido por la adicion del
poliovirus inactivado opcionalmente previamente adsorbido sobre
Al(OH)3, antes del ajuste del pH, por ejemplo, hasta un pH de 5.9 a
7.2, o hasta un pH de 6 a 7, o hasta un pH de 6.2 a 6.8, o hasta un
pH de 6.4 a 6.6, y entonces se puede hacer la adicion del Pw
previamente adsorbido sobre AIPO,. Opcionalmente, los antigenos
Hib, Vi, MenA, MenC, MenW, MenY, MenB y/o HepA, se pueden
agregar en cualquier punto de este proceso. En una realizacién, los
antigenos Hib, Vi, MenA, MenC, MenW, MenY, MenB y/o HepA se
agregan antes del ajuste del pH. En una realizacién, uno o mas
antigenos de la invencion son adsorbidos sobre fosfato de aluminio o
sobre hidroxido de aluminio, o sobre una mezcla de amrbos. En otra
realizaciéon, los antigenos de la invencion se mezclan con un
excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la composicién de vacuna de la invencién
se puede preparar en el siguiente orden: se agrega el HBsAg
previamente adsorbido, seguido por el toxoide de difteria

previamente adsorbido, seguido por el toxoide de tétanos
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previamente adsorbido y el poliovirus inactivado, y entonces se
ajusta el pH hasta aproximadamente 6.5 antes de agregar el Pw
previamente adsorbido.

En otra realizacién, la composicion de vacuna de la invencion
se puede preparar en el siguiente orden: se agrega el toxoide de
tétanos previamente adsorbido, seguido por el poliovirus inactivado,
seguido por el HBsAg previamente adsorbido, seguido por el toxoide
de difteria previamente adsorbido, entonces se ajusta el pH hasta
aproximadamente 6.5 antes de agregar el Pw previamenie adsorbido.

En general, las composiciones de vacuna combinadas de
acuerdo con cualquier aspecto de la invencion se pueden preparar
como sigue: el poliovirus inactivado, DTPw, HepB, MenA, MenC,
MenW, MenY, MenB, Vi, Hepatitis A, u otros componentes, se
adsorben previamente sobre un adyuvante -adecuado, en especial
hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio, o una mezcla de ambos.
Después de dar tiempo para tener una adsorcion completa y estable
de los componentes respectivos, los diferentes componentes se
combinan bajo condiciones apropiadas. Los conjugados de Hib, Vi,
MenA, MenC, MenW y/o MenY pueden o no ser adsorbidos sobre la
sal adyuvante de aluminio antes de mezclarse con la vacuna de
DTPw.

En una realizacion, las vacunas de la invenciéon se preparan
entre 15°C y 30°C (por ejemplo, entre 19°C y 27°C, 0 a 23 + 4°C).
Administracion de las vacunas de la invencién

La invencion proporciona un método para elevar una respuesta

ML,



10

15

20

25

61

inmune en un mamifero, el cual comprende el paso de administrar
una cantidad efectiva de una vacuna de la invencion. Las vacunas se
pueden administrar profilacticamente (es decir, para prevenir la
infeccion). La respuesta inmune de preferencia es protectora, y
preferiblemente involucra anticuerpos. El método puede presentar
una respuesta de refuerzo.

En seguida de una vacunacion inicial, los sujetos pueden
recibir una o varias inmunizaciones de refuerzo (subsiguientes)
adecuadamente separadas. El tratamiento de dosificacidn puede ser
un programa de una sola dosis o un programa de multiples dosis. Se
pueden utilizar multiples dosis en un programa de inmunizacion
primaria y/o en un programa de inmunizacién de refuerzo. Un
programa de dosis primaria, el cual puede ser en el primer afio de
vida, puede ser seguido por un programa de dosis de refuerzo. El
tiempo adecuado entre las dosis primarias (por ejemplo, entre 4 y 16
semanas), y entre las dosis primarias y de refuerzo, se puede
determinar rutinariamente.

En una realizacién, el mamifero es un ser humano. Cuando la
vacuna es para uso profilactico, el ser humano de preferencia es un
nino (por ejemplo, un bebé o un infante), o un adolescente; cuando
la vacuna es para uso terapéutico, el ser humano de preferencia es
un adulto. Una vacuna pretendida para nifios también se puede
administrar a adultos, por ejemplo, para evaluar la seguridad,
dosificacion, inmunogenicidad, etc.

Las preparaciones de vacuna de la presente invencién se

M3



10

15

20

25

62

pueden utilizar para proteger o tratar a un mamifero susceptible a
infeccion, por medio de la administracion de esta vacuna
directamente a un paciente. El suministro directo se puede llevar a
cabo mediante administracion parenteral (intramuscularmente,
intraperitonealmente, intradérmicamente, subcutaneamente,
intravenosamente, o al espacio intersticial de un tejido); o mediante
administracion-rectal, oral, vaginal, tépica, transdérmica, intranasal,
ocular, aural, pulmonar, u otra administracién a las mucosas. En una
realizacion, la administracién es mediante inyeccién intramuscular en
el muslo o en el antebrazo. La inyeccién puede ser por medio de una
aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica), pero de una manera
alternativa, se puede utilizar una inyeccién sin aguja. Una dosis
intramuscular tipica es de 0.5 mililitros.

Las infecciones bacterianas afectan a diferentes areas del
cuerpo, y de esta rhanera, las composiciones de la invenciéon se
pueden preparar en diferentes formas. Por ejemplo, las
composiciones se pueden preparar como inyectables, ya sea como
soluciones o suspensiones liquidas. La composicién se puede
preparar para administracioén pulmonar, por ejemplo como un
inhalador, utilizando un polvo fino o aerosol. La composicion se
puede preparar como un supositorio o un pesario. La composicién se
puede preparar para administracién nasal, aural, u ocular, por
ejemplo, como aerosol, gotas, gel, o polvo (véanse, por ejemplo,
Almeida y Alpar, 1996, J. Drug Targeting, 3:455; Bergquist vy

colaboradores, 1998, APMIS, 106:800). Se ha reportado |la
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administracion intranasal de éxito de las vacunas de DTP (Ryan y
colaboradores, 1999, Infect. Immun., 67:6270; Nagai y
colaboradores, 2001, Vaccine, 19:4824).

En una realizacién, las vacunas de los primero y segundo (y
tercero cuando sea aplicable) recipientes, se administran de una
manera concomitante en diferentes sitios, y en una realizacién
alternativa, los inventores prevén que el contenido de los primero y
segundo recipientes se pueda mezclar (opcionalmente de una
manera extemporanea) antes de su administracion como una sola
vacuna.

La invencién se puede utilizar para provocar una inmunidad
sistémica y/o mucosa.

Una manera de verificar la eficacia del tratamiento terapéutico
involucra monitorear la infeccién bacteriana después de la
administracién de la composiciéon de la invencién. Una manera de
verificar la eficacia del tratamiento profilactico involucra monitorear
las respuestas inmunes contra los antigenos después de |la
administracion de la composicion. La inmunogenicidad de las
composiciones de la invencion se puede determinar mediante su
administracién a los sujetos de prueba (por ejemplo, nifios de 12 a
16 meses de edad, o modelos animales - Publicacién Internacional
Namero WO 01/30390), y luego se determinan los parametros
inmunologicos estandares. Estas respuestas inmunes en general se
determinaran alrededor de 4 semanas después de la administracion

de la composicién, y se compararan con los valores determinados
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antes de la administracion de la composiciéon. En lugar de evaluar la
eficacia protectora real en los pacientes, también se conocen
modelos animales e in vitro convencionales, y se correlaciona la
proteccidn para evaluar la eficacia de las vacunas de DTP.

Los términos "que comprende", "comprenden”, y "comprende"
en la presente, son pretendidos por Ilos inventores como
opcionalmente sustituibles con los términos "que consisten en",
"consisten en", y "consiste en", respectivamente, en cada caso. Esto
no cambia el significado normal de estos términos, y solamente se
pretende proporcionar una base para la sustitucién, y no hacerlos
equivalentes en su significado.

Todas las referencias y publicaciones citadas se incorporan

como referencia a la presente.

EJEMPLOS

Los Ejemplos se proporcionan exclusivamente para propdsitos
de ilustracién, y no pretenden limitar el alcance de la invencion.
Ejemplo 1: Pruebas sobre las formulaciones cle poliovirus
inactivado de dosis baja.

Para todas las formulaciones del Ejemplo 1, los antigenos son
adsorbidos mediante la adicién de la sal de aluminio antes de la
formulaciéon, excepto el poliovirus inactivado, el cual se agrega sin
adsorcion.

Las siguientes tablas presentan el método de adsorcién para D,

T, Pw, y HBsAg.
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AIPO,

D (7.5 Lf/ 0.075 mg AI**)

Agitacion de 15 hasta 20 minutos a temperatura ambient:°

Ajustar el pH a un pH de 5.1 +/- 0.1

Agitacion desde 15 hasta 20 minutos a temperatura ambieate®

Verificar el pH de 5.1 +/- 0.1

Agitacion desde 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente®

Maduracion de 7 dias +/- 8 horas a 37°C +/- 1°C sin agitacion (recipisnte de vidrio)
con agitacién (recipiente de acero

inoxidable)

Agitacion desde 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente®

Ajustar el pH a un pH de 6.1 +/- 0.1

Agitacion desde 15 hasta 20 minutos a temperatura ambiente®

Verificar el pH de 6.1 +/- 0.1

Almacenar un minimo de 7 dias +2/+8°C antes de la formulacion

My
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Tabla 1

Método de producciéon para adsorcion de toxoide de difteria

COMPOSICION FINAL por dosis
Difteria 7.5 Lf (+/- 420 Lf/ml)
Al%" 0.075 mg
NacCl 150 mM
pH 6.1 +/- 0.1
Volumen aproximadamente 18 ul

Al(OH);
Tipo SUPERFOS
|
T (3.25Lf/ 0.070 mg AI**)

Agitacion desde 15 minutos hasta 20 minutos a temperatura e mbiente

Ajustar aun pH 6.1 +/- 0.1

Agitacién desde 15 minutos hasta 20 minutos a temperatura ambiente

Verificar el pH de 6.1 +/- 0.1

Agitacion desde 16 horas hasta 24 horas a temperatura ambiente

NaCl 1500 mM (hasta 150 mM)

Ne
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Agitacién desde 15 minutos hasta 45 minutos a temperatura ambiente

Ajustar a un pH de 6.1 +/- 0.1

Agitacion desde 15 minutos hasta 20 minutos a temperatura ambiente

Verificar el pH de 6.1 +/- 0.1

Almacenar un minimo de 14 dias a +2°C/+8°C antes de la formulacién

Tabla 2

Método de produccion para adsorcién de toxoide cle tétanos

COMPOSICION FINAL por dosis
Tétanos 3.25 Lf (+/- 360 Lf/ml)
A% 0.070 mg
NacCl 150 mM
pH 6.1 +/- 0.1
Volumen aproximadamente 9 ul

AlPO,

0.17 mg A**/d (Brenntag)

Ajustar el pH a un pH de 6.5 +/- 0.1
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Agitacién desde 15 minutos hasta 20 minutos a temperatura ambiente®

Verificar el pH de 6.5 +/- 0.1

Pw

2010U/d

Agitacion desde 15 minutos hasta 45 minutos a temperatura ambiente®

Medir el pH

Almacenamiento a +2°C/+8°C

Tabla 3

Método de produccion para adsorcién de Pw

COMPOSICION FINAL por dosis

Antigenos Adyuvante | [AI**] (mg)
Pw 20 OU AIPO, 0.170 mg
Al3* 0.170 mg AIPO,

NacCl 150 mM

pH 6.8

Volumen aproximadamente 65 ul




10

15

20

25

69

HBsAg
10 ug

A 0.20 mg
AIPO,

Agitacion desde 15 minutos hasta 30 minutos a temperatura ambiente®

Ajustar el pH a un pH de 5.3 +/- 0.1

Agitacion desde 15 minutos hasta 30 minutos a temperatura ambiente®

Verificar el pH a un pH de 5.3 +/- 0.1

Agitacion durante 20 horas +/- 4 horas a temperatura ambiente® {adsorcion)

AjustarelpHaun pH de 6.1 +/- 0.1

Agitacion desde 15 minutos hasta 30 minutos a temperatura ambiente®

Verificar el pH a un pH de 6.1 +/- 0.1

Almacenar durante 14 dias a temperatura ambiente® (maduracion)

Almacenamiento a 2°C-8°C

maA
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Tabla 4

Método de producciéon para adsorcion de HBsAg

COMPOSICION FINAL por dosis
Antigenos Adyuvante |[AI**] (mg)
HBsAg 10 Tg AIPO, 0.200 mg
Al%* 0.200 mg AIPO,
NacCl 150 mM
pH 6.1 +/- 0.1
Volumen aproximadamente 50 ul

Se probaron varias formulaciones diferentes:

. Una combinaciéon de toxoide de difteria, toxoide de
tétanos, células enteras de tosferina, y antigeno superficial de
Hepatitis B: DTPwse-HB como una referencia (DTPwgr significa que
es una formulacién libre de tiomersal), formulada con el método de
produccion 1 (Tabla 5).

. Producto Poliorix® de GlaxoSmithKline Biologicals S.A.
(poliovirus inactivado independiente, no adsorbido), como referencia
no adsorbida en la dosis estandar, formulada con ¢l método de
produccion 2 (Tabla 5).

. Una combinacién de toxoide de difteria, toxoide de
tétanos, células enteras de tosferina, antigeno superficial de

Hepatitis B, y poliovirus inactivado: DTPwge-HB-IPV con la adicidon
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del IPV antes del Pw, formulada con el método de produccién 3
(Tabla 5).

. Una combinacién de toxoide de difteria, toxoide de
tétanos, células enteras de tosferina, antigeno superficial de
Hepatitis B, y poliovirus inactivado: DTPwg-HB-IPV con la adicion
del poliovirus inactivado justo después del T adsorbido. Este método
de adicion permite la absorcion del poliovirus inactivado sobre
Al(OH);. Esta vacuna se formula con el método de produccion 4
(Tabla 5).

Un placebo conteniendo sales de aluminio, poliovirus
inactivado, y reguladores de los otros antigenos. Debido a que el
poliovirus inactivado es el unico en este placebo, no hay
competencia por la adsorcién. Por consiguiente, el poliovirus
inactivado se adsorbe completamente. Esta vacuna se formula con el
meétodo de produccion 5 (Tabla 5).

Las vacunas formuladas con los métodos de produccion 2, 3, 4,
y 5 se produjeron con un intervalo de dosis de poliovirus inactivado
de entre el 12.5 por ciento y el 100 por ciento de la dosis estandar

de poliovirus inactivado de 40/8/32 Unidades Interriacionales/0.5

mililitros.
Paso Método de produccion 1: DTPwgs-HB
1 Agua para inyeccion para alcanzar un volumen de dosis
final de 0.5 mililitros.

48
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Paso Método de produccion 1: DTPwge-HI3
2 Agregar NaCl 1.5M para alcanzar una concentraciéon de
150 mM.
3 | Agregar 115 microgramos de AlI** como el AIPQ,.
4 Agregar 10 microgramos de HBsAg adsorbido.
5 Agregar 7.5 Lf de toxoide de difteria adsorbido.
6 Agregar 3.25 Lf de toxoide de tétanos adsorbido.
7 Agitacion.
8 Ajustar el pH a 6.5 +/- 0.1.
9 Agitacion.
10 | Agregar 20 10U de Pw adsorbido.
11 Agitacion.
12 | Almacenar de +2°C a +8°C.
Paso Método de produccion 2: IPV independiente

Agregar el IPV en una dosis de:

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

724
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Paso Método de produccion 2: IPV independiente
401U 8 IU 321U
20 1U 41U 16 U
10 IU 21U 8 IU
51U 11U 41U
2 Agregar el regulador M199 para alcanzar un
volumen final de 0.5 mililitros.
9 Agitacion.
10 Ajustar el pH a 6.9 +/- 0.2.
14 Almacenar de +2°C a +8°C.
Paso Método de produccion 3: DTPwgg-HI3-IPV
1 Agua para inyeccién para alcanzar un volumen de
dosis final de 0.5 mililitros.
2 Agregar NaCl 1.5M para alcanzar una concentracion
final de 150 mM.
3 Agregar 115 microgramos de AI** como AIPO,.
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Paso Método de produccion 3: DTPwg-HE-IPV
4 Agregar 10 microgramos de HBsAg adsorbido.
5 Agregar 7.5 Lf de toxoide de difteria adsorbido.
6 Agregar 3.25 Lf de toxoide de tétanos adsorbido.
7 Agitacion.
8 Agregar el IPV en una dosis de:
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
40 1U 8 IU 321U
201U 41U 16 1U
10 IU 21U 8 IV
51U 11U 41U
9 Agitacion.
10 Ajustar el pH a 6.5+/- 0.1.
11 Agitacion.
12 Agregar 20 10U de Pw adsorbido.
13 Agitacion.
14 Almacenar de +2°C a +8°C.

"
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Paso Método de produccién 4: DTPwge-HE-IPV
1 Agua para inyeccién para alcanzar un volumen de
dosis final de 0.5 mililitros.
2 Agregar NaCl 1.5M para alcanzar una concentracién
final de 150 mM.
3 Agregar 3.25 Lf de toxoide de tétanos adsorbido.
4 Agregar el IPV en una dosis de:
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
40 I1U 8 IU 321U
201U 41U 16 U
10 IU 21U 81U
51U 11U 41U
5 Agitacion.
6 Agregar 115 microgramos de AlI** como AIPO,.
7 Agregar 10 microgramos de HBsAg adsorbido.
8 Agregar 7.5 Lf de toxoide de difteria adsorhido.
9 Agitacion.

723
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Paso Método de produccion 4: DTPwg-HE-IPV

10 Ajustar el pH a 6.5 +/- 0.1.

11 Agitacion.

12 Agregar 20 10U de Pw adsorbido.

13 Agitacion.

14 Almacenar de +2°C a +8°C.

Tabla 5. Método de produccion por dosis de 0.5 mililitros

Método de produccion 5: Placebo

De acuerdo con el método de produccion 3; sin embargo, se han

omitido todos los antigenos diferentes del poliovirus inactivado (IPV).

Para la formulacion del método de produccién 1: HBsAg, D,y T
se adsorben por separado sobre AIPO,, AIPO4, y AI(OH)s,
respectivamente. Los tres antigenos se agregan en secuencia a una
suspension que contiene agua, NaCl, y AIPO, libre. La mezcla se
agita durante 60 a 75 minutos. Luego se ajusta el pH a 6.5 antes de
la adicion del Pw adsorbido.

Para la formulacion del método de produccién 3, los tres
antigenos adsorbidos se agregan en secuencia a una suspensién que

contiene agua, NaCl, y AIPO, libre. La mezcla se agita durante 60 a

0254
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75 minutos antes de la adicién del poliovirus inactivado. ElI pH se
ajusta a 6.5 antes de la adicién de los antigenos de Pw.

Para la formulacion del método de produccién 4, el antigeno T
se adsorbe sobre AI(OH);. Se agrega el antigeno T previamente
adsorbido a una suspensién que contiene agua y NaCl, seguido por
los poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3. La mezcla se agita durante
60 a 75 minutos antes de la adicion del AIPO, libre. Entonces se
agrega el HBsAg previamente adsorbido, seguido por ¢l antigeno D
previamente adsorbido, y la mezcla se agita entonces durante 60 a
75 minutos adicionales. El pH se ajusta a 6.5 antes de la adicién de
los antigenos de Pw.

El método de produccién 3 se seleccion6 eventualmente debido
a la facilidad de fabricacién, ya que este protocolo solamente
involucré un paso de agitacion. Durante el proceso de fabricacién de
la vacuna, no se utiliza tiomersal, y no se agrega al producto de
vacuna final.

La siguiente tabla presenta la composicion de las

formulaciones para una dosis de 0.5 mililitros.
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Determinacion de la potencia de polio sobre ratas mediante
seroneutralizacion.

Se determind la potencia de la vacuna mediante una prueba de
seroneutralizacion después de la inoculaciéon intramuscular de las
ratas (Sprague-Dawley (OFA) o cualquier raza validada de
antemano). Los grupos de 10 ratas sanas limpias se inocularon
intramuscularmente (0.5 mililitros) con diluciones de las muestras de
prueba, del material de referencia en suero regulador de fosfato, o
de diluyente (suero regulador de fosfato). Las 10 ratas inoculadas
con el diluyente se utilizaron como controles negativos. De 20 a 22
dias después de la inoculaciéon (periodo de inmunizacién), cada
animal se anestesié6 profundamente antes de la recoleccion de
sangre mediante puncion cardiaca. Las muestras de sangre se
centrifugaron (a aproximadamente 800 g), y se analizaron los sueros.
Prueba de Seroneutralizacion:

Los sueros se inactivaron mediante incubaciéon a 56°C durante
30 minutos. Se prepararon tres series de dilucion de los sueros, una
para cada tipo de polio, en microplacas, utilizando el medio de
dilucion apropiado. Para los tres tipos de virus de polio, se agregé
una cantidad previamente determinada del virus a las diluciones de
los sueros. Las tres suspensiones de virus se diluyeron tomando en
cuenta sus titulaciones respectivas. La diluciéon final se denomina
como "diluciéon de trabajo". Cada dilucién de trabajo se agregd a las
microplacas correspondientes. Luego se sellaron las placas y se

incubaron a 37°C + 1°C durante 16 horas. Entonces se agregaron las
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células Hep-2, y las microplacas se incubaron a 37°C + 1°C durante
7 dias. El efecto citopatogénico (CPE) del virus se ley6 utilizando un
microscopio invertido después de la coloracién con azul Coomassie.

La presencia de los anticuerpos contra la poliomielitis inhibe el
crecimiento del virus y la aparicion de efecto citopatogénico
correspondiente. Las titulaciones contra el virus de polio (tipos 1, 2,
y 3) corresponden al reciproco de la ultima dilucién sin ningun efecto
citopatogénico.

En cada grupo, los animales con los anticuerpos neutralizantes
se registran, y se determina la titulacién de anticuerpos de cada
muestra de suero para los diferentes tipos de poliovirus. La titulacion
de anticuerpo neutralizante se expresa como el log, del inverso de la
dilucion mas alta de la muestra de suero que inhibe totalmente el
efecto citopatico del poliovirus sobre las células Hep-2. Entonces se
determina la titulacion media geométrica por dilucién (GMT) y por
tipo de virus para cada grupo de ratas.

Para cada tipo de virus, también se calcul6 la dilucion de la
vacuna, y subsiguientemente la cantidad de antigeno D que indujo a
los anticuerpos neutralizantes en el 50 por ciento de ias ratas (EDsg)
mediante el andalisis probit. La EDsy, se expres6 en unidades de
antigenos D.

Con el objeto de cuantificar la potencia en relacién con aquélla
de la vacuna de referencia (usualmente Poliorix®, pero también
puede ser una vacuna de DTPaHBIPV, tal como Pediarix®), se midio6

la potencia relativa (RP) definida como la proporcién de dos
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respuestas a la dosis equivalentes en una prueba de miiltiples dosis.
En este planteamiento, se calcula la potencia de la vacuna de prueba
mediante el ensayo de lineas paralelas, como se describe en Finney,
1978 (Statistical Method in Biological Assay, Charles Griffin &
Company Ltd., Londres, 1978).

Determinaciéon de la potencia de polio tipos 1, 2, y 3 mediante
ELISA.

La determinacion de la potencia de polio mediante ELISA se
lleva a cabo en uno o dos pasos, dependiendo de si la medicién se
esta llevando a cabo sobre el poliovirus inactivado no adsorbido a
granel contra las vacunas formuladas, respectivamente:

1. Desorcion para la vacuna adsorbida final (para la
medicidén en unidades de antigeno D en las vacunas formuladas - no
se requiere para la medicién en el antigeno de poliovirus inactivado
a granel no adsorbido);

2. Prueba ELISA para la cuantificacion del contenido de
antigeno D de la vacuna desorbida y no adsorbida y/o polio a granel.
Paso de desorcién

Después de la centrifugacién durante 10 minutos de la vacuna
adsorbida bajo prueba, se llevan a cabo tres desorciones sucesivas,
mediante la adicion de un regulador de fosfato de desorcion al
granulo, la mezcla y la incubacion a temperatura ambiente. El
primero y el segundo periodos de desorcién son de 2 horas, siendo
el periodo de incubacion para la tercera extraccion de una noche a

temperatura ambiente. Las cosechas de las tres extracciones se
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reservan y se diluyen con la soluciéon reguladora de fosfato (PBS) sin
Ca y Mg, conteniendo albumina de suero bovino (BSA) y Tween 20.

Los tres antigenos de poliovirus se cuantifican mediante ELISA
como se describe en seguida.

Cuantificacién del antigeno D mediante ELISA:

Las placas de microtitulacion se recubren con I1gG anti-
poliovirus (tipos 1, 2, 6 3) de conejo especifica, diluida con regulador
de carbonato/bicarbonato (pH de 9.6), y se incuban durante la noche
a 4°C. Después de lavarse, se agrega la solucion de saturacion
(suero regulador de fosfato sin Ca y Mg + albimina de suero bovino
al 1 por ciento). Se agregan por duplicado los controles (suero
regulador de fosfato) y las diluciones en serie de las muestras de
vacuna y del estandar no adsorbido hecho en casa. La preparacién
estandar trivalente hecha en casa contiene los antigerios calibrados
tipos 1, 2, y 3. El calibrador es la Referencia Biolégica de la
Farmacopea Europea (EPBRP).

Para todos los siguientes pasos, las placas de rmicrotitulacion
se incuban durante 1 hora con 30 minutos a 37°C, y se lavan. Se
agrega !gG de virus anti-polio de conejo (tipos 1, 2, 6 3) conjugada
con peroxidasa, diluida con regulador de fosfato (sin Ca y Mg +
Tween 20) conteniendo albimina de suero bovino. Se agrega la
solucién de sustrato, que contiene la tetrametil-benzidina disuelta en
sulféxido de dimetilo (DMSO), y diluida en regulador de acetato que
contiene H,O, al 0.003 por ciento, seguida'por una incubacidén de 15

a 30 minutos en la oscuridad. Entonces se agrega la solucién de
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bloqueo, que contiene H,SO,4. Dentro de una hora, se lee la densidad
o6ptica (O.D.) de cada pozo utilizando un fotdbmetro establecido a 450
nandémetros con una referencia a 620 nandémetros.

La concentracién del antigeno D en las muestras de prueba se
calcula a partir de la curva estandar obtenida mediante la graficacién
de los valores de densidad Optica contra las concentraciones de
antigeno estandar.

Como un complemento a la Potencia mediante ELISA, se puede
detectar cualquier antigeno de poliovirus inactivado no adsorbido
mediante el método de verificacion de que esté completa:
Vefificacién de que esta completa la adsorciéon de polio tipos 1,
2,y 3 no enlazados con adyuvante mediante ELISA.

Se llevan a cabo dos centrifugaciones sucesivas. Luego se
cosecha el sobrenadante, y se prueba no diluido por duplicado en
microplacas mediante ELISA. Las placas de microtitulacion se
recubren con la IgG anti-poliovirus (tipos 1, 2, 6 3) de conejo
especifica, diluida con regulador de carbonato/bicarbonato (pH de
9.6), y se incuban durante la noche a 4°C. Después de lavarse, se
agrega la solucion de saturacién (suero regulador de fosfato sin Ca y
Mg + albumina de suero bovino al 1 por ciento). Se agregan por
duplicado los controles (suero regulador de fosfato), el
sobrenadante, y el esténdarrno adsorbido hecho en casa.

Para todos los siguientes pasos, las placas de microtitulacién
se incuban durante 1 hora con 30 minutos a 37°C, y se lavan. Se

agrega la IgG anti-poliovirus (tipos 1, 2, 6 3) de conejo conjugada
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con peroxidasa, diluida con regulador de fosfato (sin Ca y Mg +
Tween 20) que contiene albumina de suero bovino. Se agrega la
solucién de sustrato, que contiene la tetrametil-benzidina disuelta en
sulféxido de dimetilo (DMSO), y diluida en regulador de acetato que
contiene H,O, al 0.003 por ciento, seguida por una incubacién de 15
a 30 minutos en la oscuridad. Entonces se agrega la soluciéon de
bloqueo, que contiene H,SO,4. Dentro de una hora, se lee la densidad
optica (O.D.) de cada pozo utilizando un fotémetro prestablecido a
450 nanémetros con una referencia a 620 nandmetros.

La verificacion de que estd completa se considera positiva
(antigeno en el sobrenadante) si la densidad 6ptica media de la
muestra es mas alta que los valores de densidad 6ptica medios de
los controles + tres desviaciones estandares, y si la densidad 6ptica
media de la muestra es mayor de 0.1.

En el caso de que la verificacion de que estd completa sea
positiva, se mide el contenido de antigeno mediante el método
ELISA, como se describe en el segundo paso de la Potencia de Polio
Tipos 1, 2, y 3 mediante ELISA.

Método de medicion de unidades de opacidad internacionales
(1I0U).

Se puede determinar la concentracién celular (IOU) utilizando
ya sea una solucion estandar de IRPO (Preparacion de Opacidad de
Referencia Internacional) visual, o bien la medicién de absorbencia a
660 nandmetros.

Entonces se determina la opacidad de la suspension de una

435
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sola cepa mediante la aplicacion de la ecuaciéon de "opacidad
asignada” como sigue:

AO = LO/KOxCO;

en donde AO = opacidad asignada, LO = opacidad de cosecha
viva, KO = opacidad de cosecha muerta, y CO = opacidad del
concentrado.

RESULTADOS
Determinacion de la potencia de polio en ratas mediante
seroneutralizacion en la dosis estandar de 40:8:32.

Se llevaron a cabo experimentos para determinar la potencia
de poliovirus inactivado tipos 1, 2, y 3. Los resultados se muestran
en la siguiente Tabla 8 (en el presente documento, 40:3:32 unidades
de antigeno D de poliovirus inactivado tipos 1, 2, y 3,
respectivamente, son equivalentes al 100 por ciento de la dosis de
poliovirus inactivado).

Tabla 8
Potencia de poliovirus inactivado tipos 1, 2, y 3 en tres

formulaciones de vacuna diferentes

Potencia de IPV
Descripcion
(EDso expresada en Unidades Internacionales/dosis)

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
Ref. Poliorix 20.78 8.88 40.02
Ref.DTPaHBIPV 3.21 0.57 8.62
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Potencia de IPV
Descripcion
(EDso expresada en Unidades Internacionales/dosis)

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

DTPwgsr-HB-IPV
Método de <1.93 0.64 <2.57

producciéon 3

La formulacién de DTPwgg-HB-IPV (100 por ciento de IPV)
presenta potencias del poliovirus inactivado mejores que la del
poliorix de referencia, y similares o mejores que la referencia de
DTPaHBIPV.

Evaluacion de la potencia del poliovirus inactivado con
dosificaciones reducidas de poliovirus inactivado.

Se mide la potencia mediante los métodos in vitro e in vivo
descritos anteriormente.

Se examind la potencia mediante ELISA de una dosis reducida
de poliovirus inactivado para ambas formulaciones de los métodos de
produccion 3 y 4 in vitro, y se comparé con la referencia de
DTPalPVHB, como se muestra en la Tabla 9. Se probaron dos lotes
para cada formulacién para el método de produccion 3.

Se calculé el porcentaje de recuperacién con respecto al
contenido de antigeno tomado a partir del poliovirus inactivado a

granel para cada formulacién (por ejemplo, 40/8/32 para la
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formulacién que contiene el 100 por ciento de poliovirus inactivado;
20/8/16 para la formulacion que contiene el 50 por ciento de
poliovirus inactivado; 10/4/8 para la formulacién que contiene el 25
por ciento de poliovirus inactivado; 5/2/4 para la formulacién que

contiene el 12.5 por ciento de poliovirus inactivado).

Tabla 9
Muestra T T2 T3
Verificacion Verificacis Verificaci

Potencia de dequeesta Potencia de de que esta Potenciade dequeesta

polio (% de completa polio (% de completa polio (Yo de completa

recuperacion) (% de recuperacion) (% de recuperacion) (% de

- recuperacion) recuperacion) recuperacion)
DTPalPVHB
82% NP 99% NP 93% NP
Referencia
DTPWSF-
HB-IPV 1
"Método de
46% 47% 94% <5% 24% 74%

produccién
3" 100%
PV
DTPWSF-
HB-IPV 2 80% <5% 100% <5.0% 81% 17%
"Método de
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Muestra T1 T2 T3
Verificacion Verificacion Verificacion
Potenciade | dequeests | Potenciade | dequeest:i | Potenciade | dequeestd
polio (% de completa polio (% de completa potio ("o de completa
recuperacion) (% de recuperacion) (% de recuperacion) (% de
recuperacion) recuperacion) recuperacion)

produccién

3" 100%

PV

DTPwse-

HB-IPV 1

"Método de 48% 31% 98% <5% 29% 64%

produccion

3"50% IPV

DTPwge-

HB-IPV 2

"Método de 71% <5% 99% <5% 91% >5%

produccion

3" 50% IPV

DTPwge-

HB-IPV 1

"Método de 54% 34% 115% <5% 33% 71%

producciéon

3" 25% IPV

DTPwge- 81% <5% 115% <5% 107% <5%

Mo
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- Muestra

T

T2

T3

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificacié
de queesta

(% de
recuperacion)

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificacion
dequeesta

(%de
recuperacion)

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificacion
de que esta

(Y% de
recuperacion)

HB-IPV 2
"Método de
produccién

3" 25% IPV

DTPwse-
HB-IPV
"Método de
produccién
3"12.5%

PV

50%

24%

110%

<5%

28%

60%

DTPwge-
HB-IPV
"Método de
produccién

4" 100%IPV

41%

48%

93%

<5%

23%

51%

DTPWSF-
HB-IPV

"Método de

47%

37%

98%

<5%

28%

69%

AV
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Muestra

T

T2

T3

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificaci
de queesta

(%de
recuperacion)

Potencia de
polio (% de
recuperacion)

Verificacion
dequeesta

(%de
recuperacion)

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificacion
dequeesta

(%de
recuperacion)

produccién

4" 50% IPV

DTPwge-
HB-IPV
"Metodo de
produccién

4" 25% IPV

51%

28%

80%

<5%

33%

61%

DTPwse-
HB-IPV
"Método de
produccion
4" 12.5%

PV

42%

22%

100%

<5%

40%

58%

Placebo
"Método de
produccién
5" 100%

PV

86%

<5%

98%

<5%

107%

<5%
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Muestra ™ T2 T3
Verificacié Verificacié Verificacié
Potenciade de queesta Potenciade dequeesta Potencia de dequeesta
polio (% de completa polio (% de completa polio(*ode | completa
recuperacion) (% de recuperacion) (% de recuperacion) (% de
recuperacion) recuperacion) recuperacion)
Placebo
"Método de
94% <5% 110% <5% 111% <5%
produccion
5" 50% IPV
Placebo
"Método de
80% <5% 100% <5% 104% <5%
produccién
5" 25% IPV
Placebo
"Método de
produccién 72% <5% 100% <5% 98% <5%
5" 12.5%
IPV

La Tabla 9 muestra que la verificacion de que esta completa la

adsorcion es similar para todas las dosis de poliovirus inactivado. El

Tipo 1 y el Tipo 3 son fuertemente desorbidos (17 por ciento - 74 por

ciento), mientras que el Tipo 2 se queda bien adsorbido. Los tres

tipos son bien adsorbidos para la formulacién de placebo para todas

las dosis de poliovirus inactivado. La adsorciéon es similar que para
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la vacuna de referencia de DTPalPVHB.

Existe una variabilidad de la verificacién de que estd completa
en el poliovirus inactivado, debido al hecho de que ¢l método de
cuantificacién de verificacion de que estd completa no esta validado
para las formulaciones de DTPwHB IPV ni para las concentraciones
mas bajas de poliovirus inactivado (<40/8/32 unidades de antigeno
D/0.5 mililitros).

Se examindé la potencia relativa (expresada en comparacion
con la vacuna de Poliorix de referencia) de una dosis reducida de
poliovirus inactivado para ambas formulaciones de los metodos de
producciéon 3 y 4 in vivo, en comparacién con las formulaciones de
referencia, como se muestra en las Figuras 1 y 2. Se probaron dos
lotes para cada formulacion para el método de produccion 3.

La Figura 1 muestra que la potencia del poliovirus inactivado
de DTPwSF-HB-IPV con el 100 por ciento de poliovirus inactivado es
ligeramente mayor que la potencia del poliovirus inactivado en
DTPaHBIPV. Se puede ver que la potencia del poliovirus inactivado
de DTPwSF-HB-IPV al 50 por ciento a partir de la formulaciéon del
método de produccién 3 es similar al DTPaHBIPV al 100 por ciento.
La potencia del poliovirus inactivado para DTPwSF-HB-IPV al 25 por
ciento del método de producciéon 3 es ligeramente mas baja que para
el Poliorix®. También se encontré que el 12.5 por ciento de la dosis
de poliovirus inactivado no fue suficiente para obtener una buena

potencia del poliovirus inactivado.

La Figura 2 muestra que la potencia del poliovirus inactivado
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es similar para la formulacién del método de produccién 3, y para la
formulacién del método de produccion 4. También‘se muestra que
existe una tendencia a tener una mejor potencia para el placebo que
para DTPwSF-HB-IPV.

Por consiguiente, estos datos confirman que es suficiente una
dosis reducida de poliovirus inactivado para obtener una buena
potencia in vivo.

Ejemplo 2: Factibilidad de no utilizar tiomersal en las
vacunas de la invencioén.

La prueba de eficacia conservadora (PET) permite hacer la
demostracién de la actividad antimicrobiana de la vacuna probada.
La prueba consiste en:

- Estimulo de la preparacién de vacuna, en su paso de
recipiente final, con wun iné6culo prescrito de microorganismos

adecuados,

Almacenamiento de la preparacion inoculada a una
temperatura prescrita,

- Retiro de muestras del recipiente a intervalos de tiempo
especificados, y conteo de los organismos en las muestras tomadas.

El procedimiento de prueba de eficacia conservadora se
describe en la Farmacopea Europea (5.1.3), y en la USP (<51>). De
acuerdo con estos lineamientos, se evallta Ia actividad
antimicrobiana mediante la comparacién de la reduccion en el
numero de microorganismos viables con los criterios mencionados en

la siguiente tabla (Tabla 7).

M
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Tabla 7

Criterios de EP y USP

Criterios: Reduccion log

Microorganismos Tiempo
EPA EPB |EPC | USP

6h 2
Bacterias

d1 3 1 Ni*
Staphylococcus aureus

d7 3 Ni* 1
Escherichia coli

d14 3 3

Pseudomonas aeruginosa
d28 Nr* Ni* Ni* Ni*

Levadura y Mohos

a7 2 Ni*
d14 1 Ni* Ni*
d28 Ni* Ni* Ni* Ni*

Candida albicans

Aspergillus niger

Nr*: No se recuperé.

Ni: No aumento.

Ejemplo 3: Efecto del componente de Hib sobre la potencia
del poliovirus inactivado y sobre la estabilidad del poliovirus
inactivado a través del tiempo.

Se midi6é la potencia relativa del poliovirus inactivado como se
describe en el Ejemplo 1, péra determinar los efectos que pueda
tener el combonente de Hib sobre la potencia del poliovirus
inactivado, y para evaluar la estabilidad del poliovirus inactivado a

través del tiempo con diferentes dosis de poliovirus inactivado. Las

Tl
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vacunas investigadas fueron DTPwHBIPV (40-8-32), DTPwHBIPV con
Hib reconstituido y almacenado durante 8 meses, DTPwHBIPV (20-4-
16), DTPwHBIPV (20-4-16) con Hib reconstituido y almacenado
durante 8 meses, DTPwHBIPV (20-4-16) y almacenado durante 8
meses, DTPwHBIPV (10-2-8) y DTPwHBIPV (10-2-8) con Hib
reconstituido y almacenado durante 8 meses. Los valores de
potencia relativa se midieron en relacién con DTPalPVHB (Pediarix)
(Figura 3a) o con Poliorix (Figura 3b). Se encontré6 que el
componente de Hib no tiene impacto alguno sobre la potencia del
poliovirus inactivado. Se encontr6 que la potencia relativa del

poliovirus inactivado se mantiene a los 8 meses (Figura 3).

Ejemplo 4: Efecto de la proporcion de AIPO4/AI(OH); sobre
el aspecto visual, la adsorcién de D y T, y la potencia del
poliovirus inactivado.

Se llevaron a cabo formulaciones con cambios en la
composicién de aluminio.

La formulaciones de DTPwsg-HB-IPV normalmente contienen
630 microgramos de aluminio: 560 microgramos de AlI** como AIPO,,
70 microgramos de AI** como AI(OH);. Se utilizan sales de aluminio
para adsorber D, T, Pw, y HBsAg. Se agregan 115 microgramos de
Al del AIPO4‘ libre durante la formulacién.

Las formulaciones se llevaron a cabo con las siguientes

proporciones de AlI** libre.
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Tabla 10

Proporcion de AIPO,/AI(OH);

AI(OH); AIPO,

ug Al ug Al
Lote 1 0 115
Lote 2 23 92
Lote 3 69 46
Lote 4 46 69
Lote 5 92 23
Lote 6 115 0

Tabla 11

Método de produccion para DTPwHB-IPV

Paso | Método de producciéon 3: DTPws-HB-IPV
Agua para inyeccion para alcanzar un volumen
1
de dosis final de 0.5 mililitros.
Agregar NaCl 1.5M para alcanzar una
2
concentracion final de 150 mM.
3 Agregar 115 microgramos de AI** en diferentes

148
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Paso | Método de producciéon 3: DTPwg-HB-IPV

concentraciones de AI(OH)3/AIPOyq.

4 Agregar 10 microgramos de HBsAg adsorbido.

5 Agregar 7.5 Lf de toxoide de difteria adsorbido.
Agregar 3.25 Lf de toxoide de tétanos

° adsorbido.

7 Agitacion.
Agregar el poliovirus inactivado en una dosis

° de 40/8/32 Unidades Internacionales.

9 Agitacion.

10 Ajustar el pH a 6.5 + 0.1.

11 Agitacion.

12 Agregar 20 10U de Pw adsorbido.

13 Agitacion.

14 Almacenar de +2°C a +8°C.

Se observé el aspecto visual y, hasta la proporcion de 69/46,

se obtiene una acumulacion aceptable.

Las formulaciones se llevaron a cabo con el mismo método de

N9
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produccion y un intervalo de dosis para el poliovirus inactivado entre
el 0 por ciento y el 100 por ciento de la dosis regular de poliovirus
inactivado.

El porcentaje de adsorcién de los toxoides de D y T se midi6
mediante ELISA. La estabilidad de la adsorciéon fue seguida por un
tratamiento de 7 dias a 37°C. Los resultados se presentan en las

Tablas 12 y 14.

Tabla 12
Porcentaje de desorcion de toxoide de D en DTPwWHB-IPV con el

intervalo de dosis del poliovirus inactivado

PROPORCION DE AI(OH);/AIPO,

Dosis de IPV 0/115 23/92 46/69

TO |(7d37°C | TO |7d37°C | TG |7d37°C

0% <1% 25% <1% 6% /

25% <1% 29% <1% 15% <1% 5%
Pwse

50% 3% 41% <1% | 26% <1% 17%

100% 4% 49% <1% 23% <1% 11%
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Tabla 13

intervalo de dosis de poliovirus inactivado

PROPORCION DE AI(OH)s/AIPO,

Dosis de IPV 0/115 23/92 46/69
TO |7d37°C |TO | 7d37°C | TO |7d37°C
0% <1% 34% <1 12% /
25% <1% 50% <1 32% <1% 12%
Pwse
50% 5% 61% <1 51% <1% 33%
100% 8% 63% <1 41% <1% 29%

Siguid la adsorcién del poliovirus inactivado. La estabilidad de

la adsorcion fue seguida por un tratamiento de 21 dias a 25°C.
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Tabla 14

Porcentaje de desorcion del poliovirus inactivado en DTPwHB-

IPV con un intervalo de dosis de poliovirus inactivado

Estimacién de Ag no adsorbido

IPV PROPORCION DE Al(OH)J/AIPO,
01115 23/92 46/69
Dosis | Tipo | TO |21d25°C| TO |21d25°C| TO |21d25°C
0% | NA | NA N/A N/A NA | ACUMULACION
Tipo 1 | ~10-20% | ~20-30% | ~10-20% | ~20-30% | <10% | ~20-30%
25% | Tipo2| <10% | <10% | <10% | <10% | <10% | <10%
Tipo3 | >30% >30% | ~20-30% | >30% <10% >30%
Tipo1| >30% | >30% |~10-20%| >30% |~10-20% | >30%
50% | Tipo2 | ~10-20% | ~10-20% | <10% | <10% | <10% | <10%
Tipo3| >30% | >30% |~10-20% | >30% |~10-20% | >30%
Tipo1| >30% | >30% |~10-20% | >30% |~10-20% | >30%
100% | Tipo 2 | ~10-20% | ~10-20% | <10% | <10% | <10% | <10%
Tipo 3| >30% >30% | ~20-20% | >30% 30% >30%
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El aumento del contenido de AI(OH); en las formulaciones
permite tener una mejora de adsorcion para D, T, e IPV.

La mejor proporcién de adsorcién obtenida fue con la
proporcion de AI(OH)3;/AIPO, de 46/69.

En esta proporcién:

. La adsorcion de T y D estd completa en el TO. La
desorciéon después de un estudio de estabilidad acelerada de 7 dias
a 37°C presenta un <20 por ciento de desorcion para D, un <30 por
ciento para T.

. Cada tipo de poliovirus inactivado es adsorbido. La
desorcioén del Tipo 3 ocurre a los 21 dias a 25°C.

Se probaron las formulaciones con la proporcion de 46/69 in

vivo, y se compararon con Tetravac, Poliorix, y una vacuna de

DTPalPV.
Tabla 15
Resultados de potencias in vivo
Muestra EDso
Tipo1 | Tipo 2 | Tipo 3
DTPw-HB-IPV
100%/HIB <1.93 <0.64 2.57

Proporcion 46/69

DTPw-HB-IPV
<1.59 0.46 <1.67
50%/HIB

7623



10

15

g

25

102

Muestra EDsg

Tipo1 | Tipo 2 | Tipo 3

Proporcion 46/69

DTPw-HB-IPV
25%/HIB 3.08 1 0.96 3.25

Proporcion 46/69

Tetravac 8.53 0.39 9.15
Poliorix 9.52 2.64 15.06
DTPaHBIPV <5.18 <0.64 15.01

No hay diferencias significativas (ECs) entre las formulaciones
de DTPw—H.B—IPV. Los DTPaHBIPV, Tetravac, y Poliorix dan
resultados similares, inferiores a las formulaciones de DTPwHBIPV
(excepto por el Tipo 2 para el cual las formulaciones son
equivalentes).

Ejemplo 5: Evaluacion clinica de la vacuna de investigaciéon
de DTPwHB-IPV/Hib con dosificaciones reducidas de poliovirus
inactivado.

Se planea un estudio de factibilidad en Fase Il, para evaluar la
inmunogenicidad, la reactogenicidad, y la seguridad de tres

formulaciones diferentes de la vacuna de DTPw-HBV-IPV/Hib de
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investigacion de GSK Biologicals, comparandose con las vacunas
comerciales de DTPw-HBV/Hib e IPV administradas de una manera
concomitante.

. Indicacion/Poblaciones:

Inmunizacién primaria para bebés sanos én la primera semana
de vida contra las enfermedades de difteria, tétanos, tosferina,
Hepatitis B, poliomielitis, y Haemophilus influenzae tipo b.

Grupos de estudio:

Vacuna de DPTw-HBV-IPV (dosis estandar)/Hib.

Vacuna de DTPw-HBV-IPV (49 por ciento de dosis
estandar)/Hib.

Vacuna de DTPw-HBV-IPV (26 por ciento de dosis
estandar)/Hib.

Vacunas de DTPw-HBV/Hib + IPV.

. Objetivos Co-primarios:

Los objetivos co-primarios se evaluaran de una manera en
secuencia: es decir, los segundo y tercer objetivos se evaluaran
solamente si se ha satisfecho el anterior.

N Demostrar la no inferioridad de la vacuna de DTPw-HBV-
IPV (dosis estandar)/Hib para la vacuna de poliovirus inactivado co-
administrada con la vacuna de DTPw-HBV/Hib en términos de
respuesta al anticuerpo para los tres tipos de poliovirus, un mes
después del curso de vacunacion primaria.

El objetivo de la no inferioridad se alcanzara si el limite

superior del Cl al 95 por ciento asintético estandarizado sobre la

1€¢



10

15

20

25

104

diferencia entre grupos (DTPw-HBV/Hib + IPV menos DTPw-HBV-IPV
(dosis estandar)/Hib) en términos de indices de seroproteccion para
cada uno de los tres tipos de poliovirus es de <10 por ciento.

Ni Demostrar la no inferioridad de la vacuna de DTPw-HBV-
IPV (49 por ciento de la dosis estandar)/Hib para la vacuna de
poliovirus inactivado co-administrada con l|la vacuna de DTPw-
HBV/Hib en términos de respuesta al anticuerpo para los tres tipos
de poliovirus, un mes después del curso de vacunacién primaria.

El objetivo de la no inferioridad se alcanzara si el limite
superior del Cl| al 95 por ciento asintético estandarizado sobre la
diferencia entre grupos (DTPw-HBV/Hib + IPV menos DTPw-HBV-IPV
(49 por ciento de la dosis estandar)/Hib) en términos de indices de
seroproteccion para cada uno de los tres tipos de poliovirus es de
<10 por ciento.

N Demostrar la no inferioridad de la vacuna de DTPw-HBV-
IPV (26 por ciento de la dosis estandar)/Hib para la vacuna de
poliovirus inactivado co-administrada con la vacuna de DTPw-
HBV/Hib en términos de respuesta al anticuerpo para los tres tipos
de poliovirus, un mes después del curso de vacunacién primaria.

El objetivo de la no inferioridad se alcanzara si el limite
superior del Cl al 95 por ciento asintético estandarizado sobre la
diferencia entre grupos (DTPw-HBV/Hib + IPV menos DTPw-HBV-IPV
(26 por ciento de la dosis estandar)/Hib) en términos de indices de
seroproteccion para cada uno de los tres tipos de poliovirus es de

<10 por ciento.
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. Objetivos Secundarios:

Inmunogenicidad

Evaluar la inmunogenicidad de la vacuna candidata de DTPw-
HBV-IPV/Hib en términos de la respuesta a todos los antigenos de
vacuna, en comparacion con las vacunas de DTPw-HBV/Hib y de IPV
co-administradas.
Reactogenicidad

Evaluar la reactogenicidad y seguridad de las vacunas en
estudio, en términos de sintomas solicitados, sintomas no
solicitados, y eventos adversos graves.

. Programa de Vacunacién

Programa de vacunacién primaria de tres dosis a las 6, 10, y
14 semanas de edad. Todos los sujetos reciben una dosis de

Hepatitis B al nacer.

. Pais:
Filipinas.
. Muestreo de Sangre':

Antes y después de la vacunacién 3.

. Formulaciones de Vacuna:

Tabla 16

Formulaciones de vacunas

Vacuna Formulacion/Dosis Presentacién Volumen
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Vacuna

Formulacion/Dosis

Presentacion

Volumen

DTPw-HBV-
IPV/Hib de GSK

Biologicals

Toxoide de difteria: no
menos de 30 IU (7.5 Lf).
Toxoide de tétanos: no
menos de 60 1U (3.25 Lf).
Bordetella pertussis,
muerta: no menos de 4 1U
(20 OU).

r-ADN HBsAg: 10 ug.
Aluminio como sales: 0.66

mg.

Liquido blancuzco
en frascos de una

sola dosis.

Componente de
IPV (dosis

estandar)

Poliovirus inactivado tipo
1: 40 unidades de
antigeno D.

Poliovirus inactivado tipo
2: 8 unidades de antigeno
D.

Poliovirus inactivado tipo
3: 32 unidades de

antigeno D.

0.5 mililitros de

la vacuna

reconstituida.
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Vacuna

Formulacion/Dosis

Presentacion

Volumen

Componente de
IPV (49 por
ciento de dosis

estandar)

49 por ciento de dosis
estandar completa de IPV

(40-8-32).

Componente de
IPV (26 por
ciento de dosis

estandar)

26 por ciento de dosis

estandar completa de IPV

(40-8-32).

Conjugado de polisacarido
capsular de Haemophillus
influenzae tipo b: 2.5 ug.

y toxoide de tétanos: 5-10
Hg.

Lactosa: 12.6 mg.

Aluminio como sales: 30

Hg.

Granulo secado
por congelacién en
frascos de una sola

dosis.

149
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Vacuna Formulaciéon/Dosis Presentacion Volumen
DTPw-HBV- Toxoide de difteria: no. Liquido blancuzco | 1 mililitro de la
IPV/Hib ‘| menos de 30 1U (7.5 Lf). en frascos de dos | vacuna
(Zilbrix"R Hib) Toxoide de tétanos: no dosis. reconstituida.
de GSK menos de 60 IU (3.25 Lf).

Biologicals Bordetella pertussis,

muerta: no menos de 4 U

(20 OU).

r-ADN HBsAg: 10 ug.

Aluminio como sales: 0.66

mg.

Tiomersal: 8 ug.

Conjugado de polisacérido | Granulo secado

capsular de Haemophillus | por congelacién en

influenzae tipo b: 2.5 ug. frascos de dos

y toxoide de tétanos: 5-10 | dosis.

Hg.

Lactosa: 12.6 mg.

Aluminio como sales: 30

Hg.
IPV de GSK Poliovirus inactivado tipo Liquido blancuzco | 0. 5 mililitros.
Biologicals 1: 40 unidades de en frascos de una
(Poliorix“®) antigeno D. sola dosis.
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Vacuna Formulacion/Dosis Presentacion Volumen

Poliovirus inactivado tipo
2: 8 unidades de antigeno
D.

Poliovirus inactivado tipo
3: 32 unidades de
antigeno D.
2-fenoxi-etanol, maximo
2.5 mg.

Polisorbato, maximo 5 ug.
Formaldehido, maximo
100 ug.

Suero regulado con
fosfatd.

Contiene aminoacidos
para inyeccion, cantidad
suficiente hasta 0.5

mililitros.

PRE-ADSORCION DE LOS ANTIGENOS

La formulacion de DTPw-HBV-IPV combina el toxoide de
difteria, el toxoide de tétanos, tres cepas de Bordetella pertussis, el
antigeno superficial mayor purificado (HBsAg) del virus de Hépatitis

B (HBV), y el poliovirus inactivado (IPV). Estos antigencs, excepto el

Jof
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poliovirus inactivado, se pre-adsorbieron primero sobre sal de
aluminio antes de mezclarse con la sal de aluminio, el regulador de
cloruro de sodio, y agua para inyeccién.
Adsorcion del toxoide de difteria
El concentrado purificado de difteria se adsorbié sobre fosfato
de aluminio en una proporcién de 15 Lf de toxoide difteria/0.15
miligramos de AI**. Los dos componentes se agitaron durante 15
hasta 45 minutos a temperatura ambiente. El pH se ajustdé a un pH
de 5.1 + 0.1, seguido por agitacion durante 15 hasta 45 minutos. La
mezcla se almacen6 durante una semana a 37°C. Después de agitar
durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente, el pH se ajusto
aun pH de 6.1 + 0.1. El concentrado adsorbido se aimacend a +2°C -
+8°C durante cuando menos 7 dias antes de la formulacién final de
la vacuna de DTPw-HB-IPV. La Figura 1 que se encuentra
posteriormente resalta el proceso de manufactura de adsorcién del
volumen de difteria previamente adsorbido.
Diagrama de flujo de adsorcion de toxoide de clifte‘ria
AIPO,
{
D (15 Lf/0.15 mg Al**)
{
Agitacion durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente
{
Ajustar y verificar el pH (5.1 + 0.1)

i

M2
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Agitaciéon durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente
{
Adsorcién durante 7 dias a 37°C
{
Agitacion durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente
{
Ajustar y verificar el pH (6.1 + 0.1)
{
Almacenar un minimo de 7 dias a +2°C - +8°C antes de la
formulacién
Adsorcion de toxoide de tétanos
El concentrado de tétanos purificado se adsorbié sobre
hidréxido de aluminio en una proporcion de 3.25 Lf/0.07 mg de Al®*.
Los dos componentes se agitaron durante 15 hasta 20 minutos. El pH
se ajusté a un pH de 6.1 + 0.1. La mezcla se almacend bajo
agitacion durante 16 hasta 24 horas a temperatura ambiente. Se
agregd una solucion en cloruro de sodio de una concentracion
nominal de 1,500 mM (hasta 150 mM). Después de agitar durante 15
hasta 45 minutos a temperatura ambiente, el pH se ajusté a 6.1 +
0.1. El concentrado adsorbido se almacen6 a +2°C - +8°C durante
cuando menos 14 dias antes de la formulacioén final de la vacuna de
DTPw-HBV-IPV.
Diagrama de flujo de adsorcion de toxoide de tétanos
AI(OH);

¥

762
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T (3.25 Lf/0.07 mg Al*")
{
Agitacion durante 15 hasta 20 minutos a temperatura ambiente
V
Ajustar y verificar el pH a 6.1 + 0.1
v
Agitacion durante 16 horas hasta 24 horas a temperatura
ambiente
¢
NaCl 1500 mM (hasta 150 mM)
i
Agitacién durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente
¥
Ajustar y verificar el pH (6.1 + 0.1)
\
Almacenar un minimo de 14 dias a +2°C - +8°C antes de la

formulacion

Adsorcion del antigeno de Hepatitis B.

El volumen de HBsAg purificado estéril se mezclé con una
suspension estéril de fosfato de aluminio con el objeto de obtener
una suspension que contiene, por 10 microgramos de HBsAg, 0.2

miligramos de AIl®"

(como fosfato de aluminio), NaCl 150 mM, en un
volumen final de aproximadamente 50 microlitros.

Procedimiento de adsorcién de HBsAg

oy
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HBsAg (10 #g/0.5 ml)
4
AlI** (0.2 mg/0.5 ml) (AIPO,)
i
Agitaciéon durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente
¥
Ajustar y verificar el pH (5.3 + 0.1)
¥
Agitaciéon durante 16 a 24 horas a temperatura ambiente
i
Ajustar el pH a 6.1 + 0.1
¥
Almacenar durante 14 dias a temperatura ambiente
4

Almacenamiento a 4°C

Adsorcion del antigeno de Pw.

La solucién de AIPO, se transfiri6 asépticamente a un
recipiente estéril. La solucién se agité durante 5 a 10 minutos, y el
pH se ajust6 a 6.5 + 0.1 con HCI 1M o con HCI 0.5M directamente en
el recipiente. La soluciéon se agitéo durante 15 a 20 minutos. El pH se
verifico (6.5 + 0.1) y se ajusté si era necesario.

Antes de la adsorciéon, se mezcldé la cosecha reservada de
tosferina (PPH) durante un minimo de 15 minutos antes de usarse, y

luego se agrego6 la PPH al recipiente estéril que contenia el AIPO,.

g
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La suspensién se agitdé durante un minimo de 15 minutos a
temperatura ambiente, y se pudo almacenar durante la noche a
temperatura ambiente. Si el producto se almacenaba durante la
noche a temperatura ambiente, se tenia que volver a suspender
durante un minimo de 30 minutos antes de la distribucién. Se
tomaron muestras paré la prueba.

El volumen adsorbido de Pw se distribuyé en frascos de vidrio

estériles, y se almacenaron a 2-8°C.

Diagrama de flujo de adsorcion de Pw

Transferir AIPO, a un recipiente de acero inoxidable estéril

{
Ajustar el pH a 6.5 + 0.1

{

Agitacién durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente
{

Verificar el pH y ajustar si es necesario (6.5+0.1)
¥
Agregar el PPH al recipiente de acero inoxidable estéril
{
Agitacion durante minimo 15 minutos a temperatura ambiente
{
Distribucién en frascos de vidrio

¥

7
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Almacenamiento del Pw adsorbido a 2-8°C

FORMULACION FINAL DE DTPW-HBV-IPV
El proceso se hizo como sigue:

- Se mezcld la solucion de cloruro de sodio y agua para
inyeccidén con el objeto de alcanzar una concentracion final de NaCl
150 mM.

- Se agregd AIPO, con el objeto de obtener una
concentracién de AI** libre de 0.15 miligramos/dosis.

- Se agregaron los concentrados adsorbidos de HEF,
difteria, y tétanos, con el objeto de obtener una concentracién final
de 10 microgramos de HBsAg, 7.5 Lf de toxoide de difteria, y 3.25 Lf
de toxoide de tétanos por dosis de 0.5 mililitros.

- Se agreg6 el poliovirus inactivado con el objeto de
obtener una concentraciéon final de 40/8/32 o de 19.6/3.9/15.7 o de
10.4/2.1/8.3 Ul/d.

- Agitacion suave durante 60 hasta 120 minutos a
temperatura ambiente.

- Se ajust6o el pH a 6.5+ 0.1.

- Agitacion durante 15 hasta 20 minutos a temperatura
ambiente.

- Se verificé el pH: 6.5 + 0.1.

- Se agreg6 el concentrado de Pw adsorbido con el objeto
de obtener una concentracién final de 20 IOU por dosis de 0.5

mililitros.
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- Agitacion durante 15 a 45 minutos a temperatura

ambiente.
- Se midi6 el pH.

- El volumen final se almacendé entre +2°C y +8°C, hasta

llenarse.

Diagrama de flujo de formulaciéon de la vacuna de DTPw-HBV
Agua para inyeccién hasta 0.5 ml
¥
NaCl 1.5M a 150 mM
{
AIPO, (115 ug AI*Y)
¥
HBsAg adsorbido: 10 uyg
¥
Difteria adsorbida: 7.5 Lf
¢
Tétanos adsorbido: 3.25 Lf
{
IPV 40/8/32 6 19.6/3.9/15.7 6 10.4/2.1/8.3 1U/d
¥
Agitacion durante 60 minutos hasta 120 minutos a temperatura
ambiente
{

Ajustar y verificar el pH (6.5 + 0.1)

a8



10

15

20

25

117

¥
Pw adsorbido: 20 IOU
V.
Agitacion durante 15 minutos hasta 45 minutos a temperatura

ambiente

Ejemplo 6: Evaluacion clinica de la vacuna de DTPa-HBV-
IPV/Hib de investigaciéon, con dosificaciones reducidas de HIV e
IPV.

Se planea un estudio de exploracion en Fase |l, para evaluar la
inmunogenicidad, la reactogenicidad, y la seguridad de cuatro
formulaciones diferentes de la vacuna de DTPa-HBV-IPV/Hib de
investigacion de GSK Biologicals contra la vacuna comercial de
DTPa-HBV-IPV/Hib, y se administraron de una manera concomitante
las vacunas comerciales de DTPw-HBV-IPV/Hib y de IPV.

. Indicacion/Poblaciones:

Inmunizacién primaria de bebés sanos en la primera semana de
vida contra las enfermedades de difteria, tétanos, tosferina, Hepatitis
B, poliomielitis, y Haemophillus influenzae tipo b.

. Grupos de Estudio:

Vacuna de DTPa-HBV-IPV (49 por ciento de dosis
estandar)/Hib: 5 microgramos.

Vacuna de DTPa-HBV-IPV (49 por ciento de dosis
estandar)/Hib: 2.5 microgramos.

Vacuna de DTPa-HBV-IPV (26 por ciento de dosis

469
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estandar)/Hib: 5 microgramos.

Vacuna de DTPa-HBV-IPV (26 por ciento de dosis
estandar)/Hib: 2.5 microgramos.

Vacuna de DTPa-HBV-IPV/Hib.

Vacunas de DTPw-HBV/Hib + IPV.

. Objetivos Primarios:

Evaluar la inmunogenicidad de las vacunas candidatas de
DTPa-HBV-IPV/Hib en términos de la respuesta al PRFP y a los tres

antigenos de polio (polio 1, 2, y 3).

. Objetivos Secundarios:

Inmunogenicidad

Evaluar la inmunogenicidad de todas las vacunas en estudio en
términos de la respuesta a todos los antigenos de vacuna.
Reactogenicidad

Evaluar la reactogenicidad y la seguridad de las vacunas en
estudio, en términos de sintomas solicitados, sintomas no
solicitados, y eventos adversos graves.

. -Programa de Vacunacioén

Programa de vacunacion primaria de tres dosis a las 6

semanas de edad. Todos los sujetos reciben una dosis de Hepatitis B

al nacer.
. Pais:
TBC.

. Muestreo de Sangre:

Mo
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Antes y después de la vacunacién 3.

. Formulaciones de Vacuna:

La vacuna esta constituida de dos partes: una parte liquida
(DTPa-HB-IPV) y una parte secada por congelacion (Hib).

Los D, T, PT, FHA, PRN, y HBsAg se pre-adsorben
preliminarmente. Se mezclan agua y NaCl con los diferentes
antigenos. La mezcla se agita para homogeneizarse, y se ajusta el
pH'. La composicion final de la parte de DTPa-HB-IPV de la vacuna

se presenta en la siguiente tabla.

Tabla 17

Composicion para una dosis humana de 0.5 mililitrcs de DTPa-

HBV-IPV
Componente Cantidad
Toxoide de D 25 Lf
Toxoide de T 10 Lf

PT 25 ug
FHA 25 ug
PRN 8 ug
HBsAg 10 ug
IPV tipo 1 40 6 19.6 6 10.4 1U

%Y
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IPV tipo 2 863906211U

[PV tipo 3 326 15.7u 8.3 1U

APt De 700 a 790 ug
5
El Hib se adsorbe previamente. El Hib previamente adsorbido
se mezcla con sacarosa o lactosa antes del secado por congelacién.
La cantidad de Hib sera de 2.5 6 de 5 6 de 10 microgramos por dosis
humana. El contenido de aluminio sera de 30 a 120 microgramos de
10
AlI** como AIPO, por dosis humana.
15
20
25

M.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la elaboracién de una vacuna (es decir,
una vacuna de combinacién) que comprende el poliovirus inactivado
tipo 1, el cual comprende los pasos de: mezclar toxoide de difteria y
toxoide de tétanos, seguidos por la adicidon del poliovirus inactivado
tipo 1 en una dosis mayor de 10 unidades de antigeno D y menos de
20 unidades de antigeno D, y opcionalmente los poliovirus
inactivados tipos 2 y/o 3 (IPV).

2. Un método para la elaboracion de una vacuna (es decir,
una vacuna de combinacién) que comprende el poliovirus inactivado
tipo 1, el cual comprende los pasos de: mezclar de toxoide de difteria
y- foxoide de tétanos, seguidos por la adicién del poliovirus
inactivado tipo 1 en una cantidad mayor de 10 unidades de antigeno
D y menos de 20 unidades de antigeno D por 0.5 mililitros, y
opcionalmente el poliovirus inactivado tipos 2 y/o 3 (IPV).

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, en donde la vacuna
comprende el poliovirus inactivado tipo 1 en del 26 al 49 por ciento,
del 30 al 45 por ciento, del 33 al 40 por ciento, o del 35 al 37 por
ciento de una dosis estandar de 40 unidades de antigeno D.

4. El método de la reivindicacion 1 6 2, en donde la vacuna
comprende el poliovirus inactivado tipo 1 en del 26 al 49 por ciento,
del 30 al 45 por ciento, del 33 al 40 por ciento, o del 35 al 37 por
ciento de una dosis estandar de 40 unidades de antigeno D por 0.5

mililitros.

%
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5. El método de las réivindicaciones 1 a 4, en donde la
vacuna comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 3 en
una dosis de 8 a 20 unidades de antigeno D, de 9 a 19 unidades de
antigeno D, de 10 a 18 unidades de antigeno D, de 11 a 17 unidades
de antigeno D, de 12 a 16 unidades de antigeno D, o de 13 a 15
unidades de antigeno D; por ejemplo de alrededor o exactamente 14
unidades de antigeno D.

6. El método de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la
vacuna comprende édicionalmente el poliovirus inactivado tipo 3 en
una cantidad de 8 a 20 unidades de antigeno D, de 9 & 19 unidades
de antigeno D, de 10 a 18 unidades de antigeno D, de 11 a 17
unidades de antigeno D, de 12 a 16 unidades de antigeno D, o de 13
a 15 unidades de antigeno D por 0.5 mililitros; por ejemplo alrededor
o exactamente 14 unidades de antigeno D por 0.5 mililitros.

7. El método de la reivindicacion 5 6 6, en donde la vacuna
comprende el poliovirus inactivado tipo 3 en una dosis mayor de 8 vy
menor de 20 unidades de antigeno D.

8. El método de la reivindicacion 5 6 6, en donde la vacuna
comprende el poliovirus inactivado tipo 3 en una cantidad mayor de 8
y menor de 20 unidades de antigeno D por 0.5 mililitros.

9. Un método para la elaboracion de una vacuna (es decir,
una vacuna de combinaciéon) que comprende el poliovirus inactivado
tipo 3, el cual comprende los pasos de: mezclar toxoide de difteria y
toxoide de tétanos, seguidos por la adiciéon del poliovirus inactivado

tipo 3 en una dosis mayor de 8 y menor de 20 unidades de antigeno
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D, de 9 a 19 unidades de antigeno D, de 10 a 18 unidades de
antigeno D, de 11 a 17 unidades de antigeno D, de 12 a 16 unidades
de antigeno D, o de 13 a 15 unidades de antigeno D; por ejemplo,
alrededor o exactamente 14 unidades de antigeno D, vy
opcionalmente el poliovirus inactivado tipos 1 y/o 3 (IPV).

10. Un método para la elaboracion de una vacuna (es decir,
una vacuna de combinaciéon) que comprende el poliovirus inactivado
tipo 3, el cual comprende los pasos de: mezclar toxoide de difteria y
toxoide de tétanos, seguidos por la adicion del poliovirus inactivado
tipo 3 en una cantidad mayor de 8 y menor de 20 unidades de
antigeno D, de 9 a 19 unidades de antigeno D, de 10 a 18 unidades
de antigeno D, de 11 a 17 unidades de antigeno D, de 12 a 16
unidades de antigeno D, o de 13 a 15 unidades de antigeno D por
0.5 mililitros; por ejemplo alrededor o exactamente 14 unidades de
antigeno D por 0.5 mililitros, y opcionalmente el poliovirus inactivado
tipos 1 y/o 3 (IPV).

11. El método de la reivindicacién 9 6 10, en donde la vacuna
comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 1 en una
dosis de 10 a 20 unidades de antigeno D, de 11 a 19 unidades de
antigeno D, de 12 a 18 unidades de antigéno D, de 13 a 17 unidades
de antigeno D, de 14 a 16 unidades de antigeno D; por ejemplo,
alrededor o exactamente 15 unidades de antigeno D.

12. El método de la reivindicacion 9 6 10, en donde la vacuna
comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 1 en una

cantidad de 10 a 20 unidades de antigeno D, de 11 a 19 unidades de

P
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antigeno D, de 12 a 18 unidades de antigeno D, de 13 a 17 unidades
de antigeno D, de 14 a 16 unidades de antigeno D por 0.5 mililitros;
por ejemplo, alrededor o exactamente 15 unidades de antigeno D por
0.5 mililitros.

13. EI meéetodo de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la
vacuna comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 2 en
una dosis de 2 a 4 unidades de antigeno D.

14. EI método de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la
vacuna comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 2 en
una dosis de 2 a 4 unidades de antigeno D por 0.5 mililitros.

15. El método de la reivindicacién 13 6 14, en donde la
vacuna comprende el poliovirus inactivado tipo 2 en una dosis de 2 a
20 unidades de antigeno D y menor de 4 unidades de antigeno D, o
en‘ una dosis de alrededor o exactamente 3 unidades de antigeno D.

16. El método de la reivindicacién 13 6 14, en donde Ila
vacuna comprende el poliovirus inactivado tipo 2 en una cantidad
mayor de 2 unidades de antigeno D y menor de 4 unidades de
antigeno D por 0.5 mililitros, o en una cantidad de alrededor o
exactamente 3 unidades de antigeno D por 0.5 mililitros.

17. El método de las reivindicaciones 1 a 16, en donde el
valor de potencia relativa de la vacuna es de cuando menos 0.85,
0.9, 0.95, 6 1, comparandose con una vacuna que comprende 40
unidades de antigeno D del poliovirus inactivado tipo 1.

18. EIl método de las reivindicaciones 1 a 17, en donde el

valor de potencia relativa de la vacuna es de cuando menos 0.85,

N6
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0.9, 0.95, 6 1, comparandose con la vacuna que comprende 8
unidades de antigeno D del poliovirus inactivado tipo 2.

19. EI método de las reivindicaciones 1 a 18, en donde el
valor de potencia relativa de la vacuna es de cuando menos 0.85,
0.9, 0.95, 6 1, comparéndése con una vacuna que comprende 32
unidades de antigeno D del poliovirus inactivado tipo 3.

20. ElI método de las reivindicaciones 1 a 19, el cual
comprende el paso subsiguiente de ajustar el pH a 6.5 + 0.5, 0 a un
pHde 5.9a7.2,oaunpHde 6 a7,0aunpHde 6.2 a 6.8, oaun
pH de 6.4 a 6.6.

21. ElI método de las reivindicaciones 1 a 20, el cual

comprende los pasos subsiguientes de agregar un componente de-

tosferina de células enteras muertas o acelular, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, opcionalmente en donde esta presente
el fosfato de aluminio libre antes de la adiciéon de los antigenos.

22. ElI meétodo de las reivindicaciones 1 a 21, el cual
comprende el paso adicional de agregar el antigeno superficial de
Hepatitis B antes del ajuste del pH o antes de la adicion del
poliovirus inactivado.

23. ElI meétodo de las reivindicaciones 1 a 22, el cual
comprende el paso adicional de. mezclar uno o mas antigenos a partir
de un patdogeno seleccionado de wuna lista que consiste en:
Haemophillus influenzae b, Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria
meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, Nejsseria

meningitidis tipo Y, Neisseria meningitidis tipo B, Salmonella typhi, y

1y
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hepatitis A, con toxoide de difteria, toxoide de tétancs, poliovirus
inactivados tipos 1, 2, y/o 3, y opcionalmente el antigeno superficial
de Hepatitis B, antes del ajuste del pH.

24. Un método para la elaboracion de una vacuna de DTP, la
cual estad sustancialmente libre de tiomersal, y la cual comprende
uno o mas componentes de poliovirus seleccionados a partir del
grupo que consiste en:

a. poliovirus inactivado tipo 1 en una dosis de 10 a 36
unidades de antigeno D, de 11 a 32 unidades de antigeno D, de 12 a
28 unidades de antigeno D, de 13 a 24 unidades de antigeno D, de
14 a 20 unidades de antigeno D, o de 15 a 19 unidades de antigeno
D, o de alrededor o exactamente 18 unidades de antigeno D;

b. poliovirus inactivado tipo 2 en una dosis de 2 a 7
unidades-de antigeno D, de 3 a 6 unidades de antigeno D, o de 4 a 5
unidades de antigeno D; vy

C. poliovirus inactivado tipo 3, en una dosis de 8 a 29
unidades de antigeno D, de 9 a 26 unidades de antigeno D, de 10 a
23 unidades de antigeno D, de 11 a 20 unidades de antigeno D, de
12 a 17 unidades de antigeno D, o de 13 a 14 unidades de antigeno
D;

el cual comprende los pasos de: mezclar toxoide de
difteria y toxoide de tétanos, seguido por la adicién de los
componentes de poliovirus inactivado.

25. EIl método de la reivindicacién 24, en donde la vacuna

comprende poliovirus inactivado tipo 1 en una dosis de 10 a 36

%Y



10

15

20

25

127

unidades de antigeno D, de 11 a 32 unidades de antigeno D, de 12 a
28 unidades de antigeno D, de 13 a 24 unidades de antigeno D, de
14 a 20 unidades de antigeno D, o de 15 a- 19 unidades de antigeno
D, o alrededor o exactamente 18 unidades de antigeno D.

26. EI método de la reivindicacion 24 6 25, en donde la
vacuna comprende poIiovirQs inactivado tipo 2 en una dosis de 2 a7
unidades de antigeno D, de 3 a 6 unidades de antigeno D, ode 4 a 5
unidades de antigeno D.

27. EIl metodo de las reivindicaciones 24 a 26, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivado tipo 3 en una dosis de 8 a
29 unidades de antigeno D, de 9 a 26 unidades de antigeno D, de 10
a 23 unidades de antigeno D, de 11 a 20 unidades de antigeno D, de
12 a 17 unidades de antigeno D, o de 13 a 14 unidades de antigeno
D.

28. El método de las reivindicaciones 1 a 27, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivado tipo 1 adsorbido sobre
hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o una mezcla de
ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes de la mezcla
con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o en donde la
adsorcion tiene lugar después de mezclar con el antigeno diferente
del poliovirus inactivado).

29. EIl método de la reivindicacién 28, en donde el poliovirus
inactivado tipo 1 se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 20.

30. El método de las reivindicaciones 1 a 29, en donde la
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vacuna comprende poliovirus inactivado tipo 2 adsorbido sobre
hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea antes de
la mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o bien
en donde la adsorcion tiene lugar después de la mezcla con el
antigeno diferente del poliovirus inactivado).

31. El método de la reivindicacién 30, en donde el poliovirus
inactivado tipo. 2 se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 20.

32. EI método de las reivindicaciones 1 a 31, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivado tipo 3 adsorbido sobre
hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes de
la mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o bien
en donde la adsorcion tiene lugar después de la mezcla con el
antigeno diferente del poliovirus inactivado).

33. El método de la reivindicacion 32, en donde el poliovirus
inactivado tipo 3 se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 20.

34. El método de las reivindicaciones 1 a 33, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3, adsorbidos
sobre una saAI de aluminio (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea
antes de mezclarse con el antigeno diferente del poliovirus
inactivado, o bien en donde la adsorcion tiene lugar después de la

mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado).
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35. EI método de las reivindicaciones a 1 a 34, en donde la
vacuna comprende poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3 adsorbidos
sobre hidroxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes de
la mezcla con el antigeno diferente del poliovirus inactivado, o bien
en dbnde la adsorcion tiene lugar después de la mezcla con el
antigeno diferente del poliovirus inactivado).

36. EIl método de las reivindicaciones 1 a 35, en donde la
vacuna comprende toxoide de difteria, opcionalmente adsorbido
sobre hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea antes o
después de la mezcla con los otros antigenos).

37. EI método de la reivindicaciéon 36, en donde el toxoide de
difteria se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 20.

38. EI método de las reivindicaciones 1 a 37, en donde la
vacuna comprende toxoide de tétanos, opcionalmente adsorbido
sobre hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea antes o
después de la mezcla con los otros antigenos).

39. EI método de la reivindicacion 38, en donde el toxoide de
difteria se agrega antes del paso de ajuste del pH de Ia
reivindicacion 20.

40. E! método de las reivindicaciones 1 a 39, en donde la

vacuna comprende Bordetella pertussis de células enteras muertas
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(Pw), opcionalmente adsorbido sobre hidréxido de aluminio, o sobre
fosfato de aluminio, o sobre una mezcla de ambos (en donde la
adsorcion tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los
otros antigenos).

41. El método de la reivindicacién 40, en donde el Pw se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 20.

42. El método de la reivindicacion 41, en donde el Bordetella
pertussis de células enteras muertas se adsorbe sobre fosfato de
aluminio (en donde la adsorcidén tiene lugar ya sea antes o después
de la mezcla con los otros antigenos).

43. EI métodob de la reivindicacién 42, en donde el Pw se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 20.

44. EI método de las reivindicaciones 1 a 43, en donde la
vacuna comprende dos o mas componentes de tosferina acelulares
(Pa) (por ejemplo, toxoide de tosferina (PT), hemaglutinina
filamentosa (FHA), pertactina (PRN)), opcionalmente adsorbidos
sobre hidroxido de aluminio, o sobre fosfato de aluminic, o sobre una
mezcla de ambos (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea antes o
después de la mezcla con los antigenos diferentes de los antigenos
de tosferina acelulares). |

45. El método de la reivindicacion 44, en donde el Pa se
agrega despueés del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 20.

46. El método de la reivindicacién 45, en donde los dos o
mas componentes de tosferina acelulares (Pa) se adsorben sobre

fosfato de aluminio (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes o
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después de la mezcla con los antigenos diferentes de los antigenos
de tosfefina acelulares).

47. El método de la reivindicacién 46, en donde el Pa se
agrega después del paso de ajuste del pH de la reivindicacion 20.

48. El método de las reivindicaciones 1 a 47, en donde la
vacuna comprende antigeno superficial de Hepatitis B,
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio (en donde la
adsorcion tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los
otros antigenos).

49. EIl método de la reivindicacién 48, en donde el antigeno
superficial de Hepatitis B se agrega antes del paso de ajuste del pH
de la reivindicacién 20.

50. EI método de las reivindicaciones 1 a 49, en donde la
vacuna comprende un conjugado de una proteina portadora y el
sacarido capsular de Haemophillus influenzae tipo b (Hib),
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio, o no adsorbido
sobre un adyuvante (en donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes
o después de la mezcla con los otros antigenos).

51. EI método de la reivindicacion 50, en donde el Hib se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacién 20.

52. EI método de las reivindicaciones 1 a 51, en donde la
vacuna comprende uno o mas conjugados de una proteina portadora,
y un sacarido capsular de una bacteria seleccionada a partir del
grupo de Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria meningitidis tipo C,

Neisseria meningitidis tipo W, y Neisseria meningitidis tipo Y,
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opcionalmente adsorbido sobre hidréxido de aluminio o sobre fosfato
de aluminio, o sobre una mezcla de ambos, o no adsorbido sobre un
adyuvante (en donde la adsorcion tiene lugar ya sea antes o después
de la mezcla con los antigenos diferentes de los antigenos de
sacarido capsular de Neisseria meningitidis tipo A, C, W, 6 Y).

53. EI método de la reivindicacién 52, en donde el uno o mas
conjugados de una proteina portadora y un sacarido capsular de una
bacteria seleccionada a partir del grupo de Neisseria meningitidis
tipo A, Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, y
Neisseria meningitidis tipo Y, se agregan antes del paso de ajuste
del pH de la reivindicacién 20.

54. EI método de las reivindicaciones 1 a 53, en donde la
vacuna comprende una vesicula de membrana externa de Neisseria
meningitidis tipo B (MenB), o lipo-oligosacarido, o un sacarido
capsular MenB conjugado, o un derivado del mismo, opcionalmente
adsorbido sobre hidroxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio, o
sobre una mezcla de ambos, o no adsorbido sobre un adyuvante (en
donde la adsorcién tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla
con los antigenos diferentes de los antigenos MenB).

55. EI método de la reivindicaciéon 55, en donde una vesicula
de membrana externa de MenB o el lipo-oligosacarido, o el sacarido
capsular de MenB conjugado, se agrega antes del paso de ajuste del
pH de la reivindicacion 20.

56. EI método de las reivindicaciones 1 a 55, en donde la

vacuna comprende un sacarido de Vi a partir de Salmonella typhi
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conjugado con una proteina portadora, opcionalmente adsorbido
sobre hidréoxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio, o sobre una
mezcla de ambos, o no adsorbido sobre un adyuvante (en donde la
adsorcién tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los
otros antigenos).

57. EI método de la reivindicacion 56, en donde el sacarido
de Vi de Salmonella typhi conjugado con una proteina portadora, se
agrega antes del paso de ajuste del pH de la reivindicacién 20.

58. EI método de las reivindicaciones 1 a 57, en donde la
vacuna comprende un antigeno a partir de Hepatitis A,
opcionalmente adsorbido sobre hidroxido de aluminio o sobre fosfato
de aluminio, o sobre una mezcla de ambos (en donde la adsorcién
tiene lugar ya sea antes o después de la mezcla con los otros
antigenos).

59. EIl método de la reivindicaciéon 58, en donde el antigeno
de Hepatitis A se agrega antes del paso de ajuste del pH de la
reivindicacién 20.

60. EI método de las reivindicaciones 1 a 59. en donde la
vacuna comprende DT en una cantidad de 5 a 50 Lf, de 7 a 30 Lf, o
de aproximadamente o exactamente 7.5 Lf 6 25 Lf por dosis de 0.5
mililitros.

61. EI método de las reivindicaciones 1 a 59, en donde la
vacuna comprende DT en una cantidad de menos de 5 Lf, ode 1 a 4
Lf, o de aproximadamente o exactamente 2 Lf por dosis de 0.5

mililitros.
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62. EI método de las reivindicaciones 1 a 61, en donde la
vacuna comprende TT en una cantidad de 2.5 a 30 Lf, de 3 a 20 Lf, o
exactamente o aproximadamente 10 Lf por dosis de 0.5 mililitros.

63. EIl método de las reivindicaciones 1 a 62, en donde el Pa,
si esta presente en la vacuna, comprende PT en una cantidad de 2 a
50 microgramos, de 5 a 40 microgramos, de 10 a 30 microgramos, o
exactamente o aproximadamente de 25 microgramos por dosis de 0.5
mililitros.

64. EI método de las reivindicaciones 1 a 63, en donde la
vacuna comprende el Pa que comprende PT en una cantidad de
exactamente o aproximadamente 2.5 u 8 microgramos por dosis de
0.5 mililitros.

65. EI método de las reivindicaciones 1 a 64, en donde la
vacuna comprende el Pa que comprende FHA en una cantidad de 2 a
50 microgramos, de 5 a 40 microgramos, de 10 a 30 microgramos, o
exactamente o aproximadamente 25 microgramos por dosis de 0.5
mililitros.

66. EI método de las reivindicaciones 1 a 65, en donde la
vacuna comprende el Pa que comprende FHA en una cantidad de
exactamente o aproximadamente 2.5 u 8 microgramos por dosis de
0.5 mililitros.

67. El método de las reivindicaciones 1 a 66, en donde la
vacuna comprende el Pa que comprende PRN en una cantidad de 0.5
a 20 microgramos, de 0.8 a 15 microgramos, de 2 a 10 microgramos,

o de exactamente o aproximadamente 8 microgramos por dosis de
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0.5 mililitros.

68. EI método de las reivindicaciones 1 a 67, en donde la
vacuna comprende el Pa que comprende PRN en una cantidad de
exactamente o alrededor de 0.8 6 2.5 microgramos por 0.5 mililitros.

69. EI método de las reivindicaciones 1 a 68, en donde la
vacuna comprende el Pw en una cantidad de 5 a 50 I0OU, de 7 a 40
IOU, de 9 a 35 10U, de 11 a 30 IOU, de 13 a 25 IOU, de 15 a 21 10U,
o alrededor o exactamente 20 10U por dosis de 0.5 mililitros.

70. ElI método de las reivindicaciones 1 a 69, en donde la
vacuna comprende HB en una cantidad de 5§ a 20 microgramos, de 8

a 15 microgramos, o de aproximadamente o exactamente 10

microgramos por 0.5 mililitros.

71. EIl método de las reivindicaciones 1 a 70, en donde la
vacuna comprende Hib en una cantidad de 5 a 20 microgramos, de 8
a 15 microgramos, o de aproximadamente o exactamente 10
microgramos por dosis de 0.5 mililitros.

72. El método de las reivindicaciones 1 a 70, en donde la
vacuna comprende Hib en una cantidad de 1 a 60 microgramos, de 2
a 4 microgramos, o de alrededor o exactamente 2.5 microgramos por
dosis de 0.5 mililitros.

73. EI método de las reivindicaciones 1 a 72, el cual
comprende un paso adicional de agregar un adyuvante.

74. EI método de las reivindicaciones 1 a 73, en donde la
vacuna comprende uno o mas adyuvantes seleccionados a partir del

grupo que consiste en: una sal de aluminio, tal como hidréxido de
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aluminio o fosfato de aluminio, una sal de calcio, hierro o zinc, una
suspension insoluble de tirosina acilada o azlcares acilados,
sacaridos catiénicamente o aniénicamente derivados, polifosfacenos,
microesferas biodegradables, monofosforil-lipido A (MPL), derivados
de lipido A de toxicidad reducida, MPL 3-O-desacilado, quil A,
saponina, QS21, tocol, AS-2, oligonucleétidos CpG, bioadhesivos,
mucoadhesivos, microparticulas, liposomas, formulaciones de éter de
polioxietileno, formulaciones de éster de polioxietileno, péptidos de
muramilo, compuesto de imidazoquinolona, interleucinas, factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis
tumoral (TNF), factor estimulante de colonias de macréfagos vy
granulocitos (GM-CSF).

75. EIl método de la reivindicacidén 73, en donde el adyuvante
es un inductor de TH1 preferencial.

76. EIl método de las reivindicaciones 1 a 75, en donde el
contenido de aluminio total en la vacuna es de 200 a 1,000
microgramos, de 300 a 900 microgramos, de 400 a 800 microgramos,
de 500 a 700 microgramos, o de alrededor o exactamente 630
microgramos de Al®** por dosis de 0.5 mililitros.

77. El método de la reivindicacion 76, en donde el contenido
de AI** en la vacuna es todo de hidréxido de aluminio o todo de
fosfato de aluminio.

78. EIl método de la reivindicacion 76, en donde el contenido
de AI** en la vacuna es una mezcla de hidroxido de aluminio y

fosfato de aluminio en la siguiente proporcién: 1:8-8:1, 1:4-4:1, 3:8-
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8:3, 1:2-2:1, 6 1:1 (peso:peso de AI’*:AlI’**) de fosfato de
aluminio:hidroxido de aluminio.
79. EIl método de la reivindicaciéon 76, en donde el contenido

de AI** en la vacuna es una mezcla de hidroxido de aluminio vy

~ fosfato de aluminio en la siguiente proporcion: 12:1-4:1, 11:1-5:1,

10:1-6:1, 9:1-7:1 u 8:1 (peso:peso de AI*":AlI**) de fosfato de
aluminio:hidroxido de aluminio.

80. EI método de las reivindicaciones 1 a 79, el cual
comprende el paso de agregar un adyuvante de sal de aluminio libre
a la vacuna, en la cantidad de 0 a 300 microgramos, de 50 a 250
microgramos, de 75 a 200 microgramos, de 100 a 150 microgramos,
o de alrededor o exactamente _115 microgramos de Al** por dosis de
0.5 mililitros.

81. El método de la reivindicacion 80, en donde el adyuvante
de sal de aluminio libre es todo de AI(OH); o todo de AIPO,.

82. EIl método de la reivindicacién 80, en donde el adyuvante
de sal de aluminio libre es una mezcla de AI(OH); y AIPO,4 en la
siguiente proporcion (peso:peso de AIP“:AIP*): 1:1-1:6, 1:1.1-1:5,
1:1.2-1:4, 1:1.3-1:3, 1:1.4-1:2, por ejemplo 23/92 6 69/46.

83. El método de la reivindicaciéon 80, en donde el adyuvante
de sal de aluminio libre es una mezcla de AI(OH); y AIPO,4 en la
siguiente proporcion (peso:peso de AIP*:AIR): 6:1-1:1, 5:1-1.1:1, 4:1-
1.2:1, 3:1-1.3:1, 2:1-1.4:1, por ejemplo 46/69 6 92/23.

84. EI método de las reivindicaciones 80 a 83, en donde el

adyuvante de sal de aluminio libre se agrega antes del paso de
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ajuste del pH de la reivindicacién 20.

85. EI método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 84,
en donde el poliovirus inactivado tipo 1, si esta presente en la
vacuna, es la cepa Mahoney.

86. EIl método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 85,
en donde el poliovirus inactivado tipo 2, si esta presente en la
vacuna, es la cepa MEF-1.

87. EIl método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 86,
en donde el poliovirus inactivado tipo 3, si esta presente en la

vacuna, es la cepa Saukett.
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Potencia relativa (en comparacién con la

vacuna de referencia Poliorix)

a)

2.00

3/3

1.80

1.60
1.40

8 100%IPV t0
&50%IPV t0
50%IPV t8m
B25%IPV/HIB t8m

100%IPV/HIB t8m
E50%IPV/HIB t8m
B 25%IPV 10 1.62

1.20 4

& 1.00

b)

Tipo 1

BDTPwSF-HB-IPV 1 “Método de Produccion 3° 100% IPV TOM
BDTPwSF-HB-IPV 1 “Método de Produccion 3” 100% IPV/Hib T8M
ODTPwSF-HB-IPV 1 “Método de Produccion 3" 50% IPV TOM

3.5 e | DDTPWSF-HB-IPV 1 “Método de Produccion 3" 50% IPV T8M
BDTPwSF-HB-IPV 1 “Método de Produccién 3" 50% IPV/Hib T8M
BDTPwSF-HB-IPV 1 “Método de Produccion 3" 25% IPV TOM
BDTPwSF-HB-IPV 1 “Método de Produccion 3" 25% IPV T8M
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