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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

@ SOLICITUD DE:
Xl Patente de Invencion |:| Patente de Modelo de Utilidad
D Capitulo 1. |ZI Capitulo 1.
@ Nombre: GLAXOSMITHKLINE IDENTIFICACION
- e - . BIOLOGICALS S.A.
: ' Direccion: Rue de [Pinstitut 89, B-1330 C.C. D NIT D
' SOLICITANTE Rixensart, Bélgica. ce. [ oto []
(71) Nacionalidad o Domicilio: Rixensart,
Bélgica. Cual

Lugar de Constitucion: Bélgica.

Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Numero
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
cc. X Nt [

Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°,| CE. [] oto []

: Bogota, Colombia
REPRESENTANTE

O APODERADO  |Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual
: Numero 39.690.713 TP 53.215
it E-mail: jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: DE HEMPTINNE, Herve; DUCHENE, Michel; MARY, Anne y
SONVEAUX, Marc.
INVENTOR(ES) — A I
(72) Direccion:  GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rue de [llnstitut 89, B-1330
. Rixensart.
Nacionalidad o Domicilio: - Bélgica.
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2007/059390 Fecha: _07/09/07
Publicacion Internacional No._ WO 2008/028956 A1 Fecha: 13/03/08
@ Titulo (54) “VACUNA”

@ Clasificacién Internacional (51) A61K 39/13

(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Prioridad GB 07/09/06 0617602.8 '
GB 21/12/06 0625593.9
s no ]

@ Comprobante de Pago No. 09-17,025 Fecha: 3 de Marzo de 2009




/ ANEXOS \

X| Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

. Documentos que acreditan la existencia y representacion legal cuando los solicitantes sean personas
juridicas.

N 5
X Documentos de Representacion Legal.
Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones , di bujos)

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

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 autorizacioén de uso de conocimientos tradiciona,
de las comunidades indigenas. .

Arte Final 12X12.

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

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

Otros: reporte de busqueda internacional, publicacién, copia del réporte preliminar internacional sobre
patentabilidad y la traduccién de sus anexos.
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FIGURA CARACTERISTICA:
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@ Solicito la concesion de la patente,
NOMBRE: ALICIA LLOREDA RICAURTE

FIRMA: CU& CA\,(\J N A u—
\ C.C.39.690.713  T.P.53.215 - )
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogotd de los doctores
ALICIA LLOREDA vy/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.

LICIA LLOREDA RICAURTE
T. P. 53.215

Q};A)uuu@)mcj —



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

Notarizaciéon, documento escrito en espariol.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretaiia e Irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda del Norte

Este documento publico

2, ha sido firmado James Kerr Milligan
3. actuando como Notario Publico
4, lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico
CERTIFICADO
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

—

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO




Sello de la Oficina de Asunios W. Gléss

Exteriores y del Commonwealth Por =l 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 seccion consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacion unicamente confirma gue la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

L3

contenidos.

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

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

ANITA FSCOBAR DE TAMAYO ( 5
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() Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio

y letra del 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 co_qu;ituida _
y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de -

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

P 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 Lonvd'res, el dia de hoy primero de septiembre del aiio dos

s

JAMES KERR MILLIGAN .
Notario Puablico de Londres, Inglaterra

mil cuattro.

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

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

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 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
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; 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

‘érbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las

demas 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/o GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

PN e g e i e e e BT

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

domiciled at rue de I'institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium
hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or

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

Marcus (dr tl:z/\ WillianTDALTON
t

Attorney an horised Official
£

NOTARY SHOULD EXECUTESDTHER SIDEY: :

i
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NOTARIO SEMTO DE
" DE BOGOTA, HAGE CONST,

* fdAN 81, Ni.'t:\,;'l‘

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

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
has been signed by /sg' \ g
a été signé par ........77. M\/\'e's . KQI{’ . ‘M t\’{ tjM .............

acting in the capacity of
agissant en qUalite de ......... ...t ii i e e

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

Certified /Attesté

at London/a Londres 6. the/le ............. {\..c!..

Y]

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.

Number./sous I 7 4 9 0 3 7

Stamp:
timbre:

IR

If this document is to be used in a country which is
not party to the Hague Convention of 5 October 1961,
{t should ke noasanted ta the comenlar soction of the

missinn reprsasnting that country.

PO



CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

de 200 , comparecio
, aquien conozcoy
de quien me consta que firmo el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A, Ila
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 duracion que aun no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme a
las leyes de

Hoy de

que el declarante esta
autorizado por dicha Compariia para conferir este
poder; que el sello estampado por él al pie de tal
oder, en nombre y en representacién de la
‘xpresada Compafiia, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento
ta comprendido dentro del de Ia sociedad.
. =l suscrito Notario ha visto los Estatutos de
¥ Incorporacion firmados en )
con fecha , y certifica que de
conformidad con la legislacion de dicho Pais, la
anterior  declaracion juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this
personally

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

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

, that the deponent 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 certlfles that under the laws of sald
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

day of , 200 .

Cox

oEN
=h

o
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

b
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

EXTRACTO PARA PUBLICACION

SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21} N° de solicitud:

(51) Int CI: AB1K 39/13

(22) Fecha de solicitud: 06-03-09 (71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
0617602.8 07-09-06 GB
0625593.9 21-12-06 GB |(72) Inventor(es): DE HEMPTINNE, Herve; 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 de presentacion de la solicitud: 07-09-07
No. de solicitud: PCT/EP2007/059390

13-03-08
WO 2008/028956 A1

Fecha;
N° publicacién:

(54) Titulo:

VACUNA

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicaciéon nimero 1.-

Una vacuna de poliovirus inactivado, 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.




K | T SUPERINTENDENC AP INDUSTRIA Y COMERCIO
| DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

(51} Clasificacion Internacional: A61K 39/13

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION ___ PCT __X_ MODELODE UTILIDAD ___ DISEKO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 06-03-09

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

(72) Inventor(es): DE HEMPTINNE, Herve; 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 N° publicacién: WO 2008/028956 A1

No. de solicitud: PCT/EP2007/059390

(54) Titulo: ~ VACUNA

AO



SUPERINTENDEN(‘QE’ INDUSTRIA'Y COMERCIO

? Di¥soION DE NUEVAS CREACIONES

stria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO

SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT X MODELODE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL

{21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 06-03-09
151) Clasificacion Internacional: A61K 39/13 .
(71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es): DE HEMPTINNE, Herve; 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 la solicitud: 07-09-07 No. Publicacior : WO 2008/028956 A1
No. de solicitud: PCT/EP2007/059390
(54) Titulo:
VACUNA

(67) Resumen:
Reivindicacién numero 1.-

Una vacuna de poliovirus inactivado, 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.

/|



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2007/059390

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. A61K39

According to international Patent Classification (IPC) or to bolh national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

A61K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

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

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS

Elecironic dala base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

contact with 1ive virus."
J. IMMUNOL.,

XP002463164
1ine 14

X HERREMANS T.M.P.T. ET AL.:
mucosal immunity by inactivated poliovirus
vaccine is dependent on previous mucosal

vol. 162, 1999, pages 511-5018,

page 5012, left-hand column, line 11 -

"Induction of 9-16

1-87
Y

m Further documents are listed in the continuation of Box C.

E See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

*A" document defining the general stata of the an which is not
considered to be of particular relevance

*E* earlier document but published on or after the international
filing date

‘L" document which may throw doubts on priofity claim(s) or
which is cited to estabtish the pubiication date of another
citation or other spacial reason (as specified)

*O" document referring 1o an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later documenl published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

*X* document of particular reievance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y* documeni of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an invenlive step when the
document is combined with one or more other such docu—
ments, such combination being obvious 10 a person skilled
in the ant.

*&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the internationat search Date of mailing of the intemational search reporl
21 December 2007 16/01/2008
Name and malling address of the ISA/ Authorized officer
European Patent Office, P.B. 5818 Palentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni,
Fax: (+31-70) 3403016 Galli, Ivo

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2007/059390

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category"*

Chation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages
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D-antigen units. Uses and kits thereof.
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An IPV vaccine comprising inactivated poliovirus type 3 at a
dose greater than 8 D-antigen units and less than 20
D-antigen units. Uses and kits thereof.
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An IPY vaccine comprising inactivated poliovirus type 1 at a
dose greater than 10 D-antigen units and less than 36
D-antigen units, without any thiomersal. Uses and kits
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An IPV vaccine comprising inactivated poliovirus type 2 at a
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An IPV vaccine comprising inactivated poliovirus type 3 at a
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thereof.
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna de poliovirus inactivado, la cual comprende:

(a) toxoide de difteria;

(b) toxoide de tétanos;

(c) Bordetella pertussis de células enteras muertas,
sustancialmente libre de tiomersal; o dos o mas componentes de
tosferina acelulares (Pa) (por ejemplo, toxoide de tosferina (PT),
hemaglutinina filamentosa (FHA), y pertactina (PRN)); y

(d) poliovirus inactivado tipo 1 en una dosis mayor de
10 unidades de antigeno D y menos de 20 unidades de antigeno D.

2. La vacuna de la reivindicacién 1, en donde el poliovirus
inactivado tipo 1 esta presente 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. La vacuna de la reivindicacién 1 6 2, la cual 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. La vacuna de la reivindicacion 3, en donde el poliovirus
inactivado tipo 3 esta en una dosis mayor de 8 y menor de 20

unidades de antigeno D.
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5. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 4, la cual
comprende adicionalmente el poliovirus inactivado tipo 2 en una
dosis de 2 a 4 unidades de antigeno D.

6. La vacuna de la reivindicacion 5, en donde el poliovirus
inactivado tipo 2 esta presente en una dosis mayor de 2 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. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
toxoide de difteria es adsorbido sobre hidréoxido de aluminio o sobre
fosfato de aluminio o sobre una mezcla de ambos.

8. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el
toxoide de tétanos es adsorbido sobre hidréxido de aluminio o sobre
fosfato de aluminio o sobre una mezcla de ambos.

9. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el
Bordetélla pertussis de células enteras muertas es adsorbido sobre
hidroxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla
de ambos.

10. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 9, en donde los dos

0 mas componentes de tosferina acelulares (Pa) (por ejemplo,

toxoide de tosferina (PT), hemaglutinina filamentosa (FHA), vy

pertactina (PRN)), son adsorbidos sobre hidréxido de aluminio o
sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla de ambos.

11. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 10, la cual
comprende el poliovirus inactivado tipo 1 adsorbido sobre hidroxido

de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla de
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ambos.

12. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 11, la cual
comprende el poliovirus inactivado tipo 2 adsorbido sobre hidréxido
de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla de
ambos.

13. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 12, ia cual
comprende el poliovirus inactivado tipo 3 adsorbido sobre hidréxido
de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla de
ambos.

14. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 13, la cual
comprende los poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3, adsorbidos
sobre una sal de aluminio.

15. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 14, la cual
comprende los poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3, adsorbidos
sobre hidréoxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una
mezcla de ambos.

16. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 15, la cual
comprende adicionalmente el antigeno superficial de Hepatitis B,
sustancialmente libre de tiomersal, opcionalmente adsorbido sobre
fosfato de aluminio.

17. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 16, la cual
comprende adicionalmente un conjugado de una proteina portadora y
el sacarido capsular de Haemophilus influenzae tipo B (Hib),
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio o no adsorbido

sobre un adyuvante.
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18. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 17, la cual
comprende adicionalmente 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, opcionalmente adsorbidos sobre hidroxido de
aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla de ambos, o
no adsorbido sobre un adyuvante.

19. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 18, la cual
comprende adicionalmente una vesicula de membrana externa de
Neisseria meningitidis tipo B (MenB) o lipo-oligosacarido o un
sacarido capsular MenB conjugado, o un derivado de los mismos,
opcionalmente adsorbido sobre hidréoxido de aluminio o sobre fosfato
de aluminio o sobre una mezcla de ambos, o no adsorbido sobre un
adyuvante.

20. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 19, la cual
comprende adicionalmente un sacarido Vi de Salmonella typhi
conjugado con una proteina portadora, opcionalmente adsorbido
sobre hidréxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una
mezcla de ambos, o no adsorbido sobre un adyuvante.

21. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 20, la cual
comprende adicionalmente un antigeno de Hepatitis A,
opcionalmente adsorbido sobre hidr6xido de aluminio o sobre fosfato

de aluminio o sobre una mezcla de ambos.
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22. Un método para prevenir o tratar una infecciéon por
poliovirus, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheria, vy
Bordetella pertussis, mediante la administracién de [a vacuna de las
reivindicaciones 1 a 21 a un ser humano que lo necesite.

23. Un método para prevenir o tratar una infeccion por
poliovirus, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheria, 'y
Bordetella pertussis, y opcionalmente una o mas de infeccién por
Hepatitis B, Haemophilus 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, mediante la administracion de la
vacuna de las reivindicaciones 1 a 21.

24. EIl uso de la vacuna de las reivindicaciones 1 a 21, en la
fabricacion de un medicamento para la prevencién de una
enfermedad causada por poliovirus, Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheria, y/o Bordetella pertussis.

25. El uso de la vacuna de las reivindicaciones 1 a 21, en la
fabricacion de un medicamento para la prevencién de una
enfermedad causada por poliovirus, Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheria, y Bordetella pertussis, y opcionalmente
por una o mas de Hepatitis B, Haemophilus 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.
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26. La vacuna, el método, o el uso de las reivindicaciones 1 a
25, en donde el poliovirus inactivado tipo 1 es a partir de la cepa
Mahoney.

27. La vacuna, el método, o el uso de las reivindicaciones 1 a
26, ‘en donde el poliovirus inactivado tipo 2, si estid presente, es a
partir de la cepa MEF-1.

28. La vacuna, el método, o el uso de las reivindicaciones 1 a
27, en donde el poliovirus ihactivado tipo 3, si esta presente, es a

partir de la cepa Saukett.
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' Drawings, Sheats

1/3-3/3 o ’ ' as originally fited

a sequence Jisting andfor any rélated table(s) - see.SupplementaI Box Relating to Sequence Listing »

3. R The amendments have resulted in the cancellation of

0] the description, pages

& the claims, Nos. 29-87

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence I:stlng (speC/fy)

4. 00 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the dlsclosure as flled as lndlcated inthe -
, Supplemental Box (Rule 70.2(c)). : S

.. O the description, pages
O the claims, Nos.
O the drawings, sheetsfigs
- O the sequence listing (specify):
O any table(s) related to sequence listing _(specifyx

" 5.0 This oplnlon has been estabhshed takmg mto account the rectlﬂcatlon of an obv:ous mastake authonzed

by or notified to thns Authonty under Rule 91 (Rule 70.2 (e))

Form PCTAPEA/409 (April 2007) -
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“9; """”"‘Thls report has been estabhshed 251 ro prronty had been clalmed ‘dus’to the fact that the prlonty claim has'l"'ff""‘"

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ~ ~ ~  Interational application No.
‘ON PATENTABILITY | o  PCT/EP2007/059390

Box No. 1l Priority .

1 (W Thls report has been established as if no pnorlty had been claimed due to the farture to fumrsh ‘within the E
- prescribed time limit the requested: . . ’

o O copy of the earlier application whose prronty has been cﬂalmed (Rule 66.7(a)).
O translatlon of the earller apphcatlon whose prrorlty has been clalmed (Rule 66. 7(b))

been found invalid (Rule 64.1). Thus for the purposes of this report, the lntematlonal frllng date mdlcated
above is consrdered to be the relevant date : . .

3. Additional observatlon_s,, if necessary.

" see separate sheet

. Form PCTAPEA/409 (April 2007) -



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT : . International applicatio'n No.
 ‘ON PATENTABILITY. o . . PCTEP2007/059390

. BoxNo.lll Non-establishment of Opinion with regard to novelty, inventive step‘and industrial
applicabllity ' ' ' - . ,

1. The questions whether the clarmed invention appears fo be novel, to involve an rnventlve step (to be non-
obvrous) or to be industrially applrcable have not been exammed in respect of: -

"El

the entlre internatlonal appllcatron o " ,

E clalms Nos 2223

-because

] -

the-said international appllcatxon or the said clalms Nos 22-23 (IA only) relate to the following subject :
matter which does not requrre an international prellmlnary examrnatron (specify): . :

see separate sheet

the description, claims or drawmgs (/nd/cate particular elements below) or said claims Nos are so unclear
that no meanlngful opinion could be formed (specify): -

" the claims, or said claims Nos are so madequately supported by the descnptlon that no meamngful opinion

could be formed (specrfy)

no international search report has been established for the said clalms Nos.

‘a meamngful oplnlon could not be formed without the sequence Ilstlng, the applrcant did not within the

prescribed time limit:

O furnish a sequence fisting on paper complying wrth the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Prellmmary
Examrnmg Authority in a form and manner acceptable to it.

O fumlsh a sequence lrstmg In electronlc form complylng with the standard provided for in AnnexGC
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it. ,

' | pay the required late furnlshmg fee for the furnishing of a sequence listing in response to an

invitation under Rules 13ter.1(a) or (b) and 13fer.2.

a meaningful opinion could not be formed wrthout the tables related to the sequence listings; the applrcant

“did not, within the prescrrbed time limit, fumish such tables in electronic form complying with the technical
. requirements provided.for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
~available to the International Preliminary Examining Authonty in a form and manner acceptable to It

the tables related to the nucleotide and/or amino acid sequence Irstlng, if.in electromc form only, do not

. comply with the technical requrrements prov:ded for in Annex C-bis of the Admlmstratrve Instructlons

See separa_te sheet for further details

~ Form_ PCTAPEA/408 (April 2007) -
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT S | Internationat'application' No.
ON PATENTABILITY IR -~ PCTEP2007/059390

Box No.IV_Lack of unity of invention

1. B  Inresponse to the invitation to restrict or pay addltronal fees, the apphcant has WIthln the appllcable ttme
- limit . _

X restricted the claims.

' 0 pald addmonal fees under protest and, where applrcable the protest tee

o paid addmonal fees under protest but the applrcable protest fee was not paid.
' neither restncted the claxms nor- pald addrtronal fees.

2 0 This Authonty found that the requrrement of unity of invention is not comphed wrth and chose, accordrng to
- Rule 68.1, not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. .

' _ 3 This Authority considers’ that the requrrement of unity of mventlon in accordance with Ftules 13. 1 13.2 and 13 3

' o : is:
o . K complied with.
.7 - O not complied with for the following reasons:

4, Consequently, this report has been establlshed in respect of the following parts of the international apphcataon
‘X all parts. ‘

O the parts relating to claims Nos. .

Box No. V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, mventlve step or mdustrlal
applrcablllty, citations and explanatrons supporting such statement .

1. Statement

— :

" Novelty (N) ' . Yes: Claims 1-28 -
‘ "No: Claims " '
Inventive step (IS) Yes: Claims 128
o S ~ No: - Claims :
Industrial applicability (IA) _ ‘»Y‘es':' Cfaims - 1-21,24-28

~No: Claims V

_ " 2. Cntatrons and explanatrons (Rule 70. 7)

see segarate sheet

" Form PCTAPEA/409 (April 2007)

... DOpadaddtionalfees. =~ oo

0



_,INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT L . " - International application No.:
ON PATENTABILITY : , A b . PCT/EP2007/059390

Box No vill Certam observatlons on the mternatlonal appllcatlon

- The followmg observations on the clarity of the clalms descnptlon and drawmgs or on the questlon whether the
cialms are fully supported by the descnptlon aremade: .

L - see segarate shee :

. Form PCTIPEA/409 (April 2007,




INTERNATIONAL PRELIMINARY - " intemaional appiication No.

REPORT ON PATENTABILITY

. (SEPARATE SHEET) | I PCT/EP2007/059390

" ReltemI: Priority

1. The Examples founds in the priOrity'documents of 07. 09.2006 (GB 0617602) and of |
. 21.12.2006 (GB 0625593) disclose subject-matter in Iarge part dlfferent from that S

dISCIOSGd inthe Examples of the appl:catlon as filed.”

" Reltem i ! ‘Non-establishment of opmlon with regard to novelty, mventlve step. and
, lndustrlal appllcabllity : . .

2. Clalms 22-23 concem a method of treatment of the human/anlmal body. This
" International Prehmmary Examination Authority does not provide opinions on the
- industrial applicability of such methods, since the standards vary accordmg to the -
different PCT juflSdlCthﬂS :

Re Item IV: Lack of unity of invention

3.. The present set of claims is restricted to a DTP-Polio cbmbination vaccines, wherein
the. Polio component is at low dose and the vaccine is thiomersal free. The unity of

it.

 ReltemV: Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or mdustrlat
_ _appllcablllty, cltatlons and explanatlons supportlng such statement

4, D4 (W09800167) discloses composite vaccines (DTP !PV-H:B) WhICh do not
contam thlomersal The amounts .of poho components are: ' ,

" IPV1 at 20-50 Du' (preferred dose: 40 Du)

1“I'D-antigen untts'f

~ Form 'PCT/_Sepa.rat_e_SheetMOQ (Sheet 1) (EPO-April 2005)

the subject-matter can be recognized; even |f the rewsed claims do.not entlrely reflect

7.



_ INTERNATIONAL PRELIMINARY L | o | S International appllcatlon No.
~ .~ REPORT ON PATENTABILITY T L
-~ (SEPARATE SHEET) ' : - PCT/EP2007/059390

e j'_lPV2 at 5-10 Du (pr'eferred do‘se: 8 Du) and
"« . 1PV3 at 20-50 Du (preferred dose: 32 _Du).

- “The present mdependent clalm 1islimited to a DTP IPV composition, wherem the
T dose’ of IPV1 |s 10- 20 Du, i.e. a low dose. Claim 1'is novel .

| 8. In view of pnor art the problem to be solved is to provude an altematlve DTP IPV
' dosage and the solutlon proposed is to use a low dose of PV ( 10-20 Du)
7. " n pnor art there is no effectlve suggestion that a Iow dose of IPV can or. should be ‘
used:
IPViype 1 | IPVtype 2 | IPViype 3 |
_ (Du) (Du) 1By
Dt . . |disclosed [40 4 |75
‘Herremans ' ' S
| D2 | disclosed | 11
| Doi : -
D3 disclosed 1.4
- | Dragunsky ' _ " _
D4 ~ {claimed |2050 - |5-10  |20-50
W09800167 . S S
preferred | 40 . 8 32 -
~|Ds . |claimed [20-80 . |510 - |20-64
wozoo4/039399 _ L . . R I
preferred | 40 s - |32
| preferred {80 {16 64

8. = D1, D3, D4, D6 do not concern DTP-IPV. vaccines, and all foresee the use of the
- conventional doses of IPV-1 (20-50). Only D2, in a control experiment (Fig 3).
dlscloses mmdentally the use of 11 Du.of IPV-1, though it provides no rationale (let
alone an mcentlve) for usmg Iow doses of IPV-1 in IPV vaccines, partlcularly in

’ Fo‘rm PCT/Separ_ate Sheet/_409 (Sheet 2) (EE‘O-Apn'I 2005) -



. INTERNATIONAL PRELIMINARY o o “International application No. .
REPORT ON PATENTABIL!TY . o o o _
~(SEPARATE SHEET) - L - PCT/EP2007/059390_ ‘

' “combrnatron vaccines for use in humans. It fo!lows that independent cla|m1 is
N mventlve '

9. ‘Consequent!y, all of the dependent clalms 2-21, as well as the related claims 22 28, .
~ - are novel and mventlve : _ : o

Re Iten’t vill: Certam observations on the mternatronal appllcation

10. Cla|m1 hmb (c) refers to the presence of:

. elther kllled B pertuss:s without thlomersal or
e other pertussus antrgens - but W|thout specn‘ylng whether or not thlomersal is -
- present.

1. - D5 (Bedford) teaches that it is impossible to have thlomersal in avaeerne that
-~ .. includes IPV, because thiomersal inactivates it. Therefors, whatever the antigen
used for pertusms the vaccmesg annot gontam thiomersal. Thus:

‘e - If the other antlgens to which claim 1 refers can be used in the absence of
'thlomersa! then this limb of the claim should be clanfred

«  |fsome orall of the other antlgens to WhICh clalm 1 refers cannot be used in
- the absence of thiomersal, then they are unsuitable for a vaccine in
~ combination with IPV, and should be excluded from the ambit of the claim in
conformrty W|th the requrrements of support and dlsclosure :

' Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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o Claims'

1. AnIPV vao'cine comprising:
(@) diphtheria toxoid; .
(b) tetanus toxoid; S S
0 ' (c) kllled whole-cell Bordetella pertussis, substantlally thxomersa] free or two
'j'""”""f”“"or more acellular pertussns components (Pa) (eg pertuss1s toxoid (PT), o
- - filamentous haemagglutnmn (FHA) and pertactm (PRN)), and;
| (d) inactivated pollovmxs type ] at a dose greater than 10 D-antlgen umts and

less than 20 D-antlgen units.

2. The vaccine of claim 1, wherein the inactivated poliovirus type 1 is present at

‘ o | '26-49%,’ 30-45%, 33-40%, or 35-37% of a standard 40 D-antigen unit dose.

. ‘ | _ "3, The vaccine of claim 1 or 2 addltlonally comprising 1nact1vated poliovirus type
~ 3 atadose of 820 D-antigen umts 9-19 D-antlgen units, 10-18 D-antlgen units,
11-17 D-antigen units, 12-16 D-antigen units, or 13-15 D-antlgen umts for

. mstance around or exactly 14 D-anngen units.

4. The vaccine of claim 3, wherein the inactivated poliovirns type 3 is at d dose of

greater than 8 and less than 20 D-antigen units. -

B 5 The vaccine of claxms 14, addltlonally compnsmg mactlvated pollowrus type 2

- at a dose of 2-4 D-antigen units.’

‘ T o 6. The vaccine of claim 5, wherein the inactivated poliovirus type 2is prese'nt ata
dose greater than 2 D-antlgen units and less than 4 D-antlgen units, orata dose

B around or exactly 3 D-antlgen units.

- 7. The vaccine of claims 1-6, wherein the diphtheria toxoid is adsorbed onto:

aluminiﬁnn_hydroxide or aluminium phosphate or a mixture of both.

8. The vaccine of claims 1-7, wherem the tetanus toxo1d is adsorbed onto '_ :

alurmmum hydroxxde or alum1mum phosphate ora mlxture of both

| AMENDED SHEET -
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9. The vaccine of claimsl_-8, wherein the killed whole-cell Bordetella pertussis is

. “adsorbed onto al_utnihium hydroxide or aluminium phosphate or a mixture of both. _ |

- 10 The vaccine of clalms 1-9 wherem the two or more acellular pertussis

components (Pa) (e.g. pertussis toxoid (PT), ﬁlamentous haemagglutmm (FHA)

' "“":"and pertactm (PRN)) are adsorbed onto alummmm hydroxxde or alumlmum et e

- phosphate or & mixture of both. -

" 11.. The vaccine of claims 1-10, Which con_ipris_es iriactivat'ed'poliovirus type 1

adsorbed onto _alumiriium hyd'roxide or aluminium phosph'ate or a mixture of both.

12. The vaccine of claims 1-11, which comprises inactivated poliovirus type 2 -

- adsorbed onto aluminium hydroxide or aluminium phosphate or a mixture of hoth,

13. The vaccine of c]alms 1-12, which compnses inactivated pohovu'us type3

adsorbed onto aluminium hydroxxde or aluminium phosphate or a mixture of . both.,

14. The vaccine of clalms 1-13, Wthh comprises IPV types 1 2and 3 adsorbed '

. ontoan alunnmum salt :
‘ .

15. The vaccme of cla1ms 1- 14 w}uch compnses IPV types 1,2 and 3 adsorbed _-

onto aluminjium hydroxnde or alummlum phosphate or.a mixture of both

~ 16. The vaccine of claims 1-15, additionally comprising Hci)atitis B surface
: antlgen substantially thxomersal free, optlonally adsorbed onto alumxmum

', .phosphate. -

| _ ; 17. The vaccine of claims 1- 16 addmonally compnsmg a con;ugate of a camer
~ protein and the capsular saccharide of Haemophzlus mﬂuenzae type B (Hlb)

L opho_na_.lly adsorbed onto aluminium phosphate or unadsorbed onto adjuva.nt.

" 18. The vaccine of claims 1-17, add_itionally comprising one or more conjugates of -

o a carrier p:oteih- and a capsular _saccharid_e ofa bacterium selected"ﬁom the group

" AMENDED SHEET

24
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- Neisseria meningitidis type A Neisseria memngmdzs type C, Neisseria .
memngztxdzs type W and Neisseria memngmd:s type Y, optlonally adsorbed onto )
aluminium hydrox:de or alummlum phosphate ora mlxture of both or unadsorbed _

~ onto adjuvant

N - 19 The vaccine of clalms 1-18, addmonally compnsmg a Neisseria memngztzdzs
type B (MenB) outer membrane vesxcle orLOSora conjugated MenB capsular
' saccharlde, or denvatlve thereof, opnonally adsorbed onto alumxmum hydrox1de

E or alumlmum phosphate or a mixture of both or unadsorbed onto adJuvant

20; Thé vaccine of claims 1-19, additionally comprising a Vi saccharide from
- Salmonella typhi conjugated to a carrier 'protein, optionally adsorbed onto
 aluminium hydroxide or- alumlmum phosphate or a mixture of both or unadsorbed ~

. onto adJuvant

21, The vaccine of claims 1-20, additionally comprising an antigen from Hepatitis

A, optionally adsorbed onto aluminium hydroxide or aluminium phosphate or a

-mixture of both.

22.A method of preventing or ireating poliovirus infection, Clostridium tetani,
. Corynebactermm diphtheria and Bordetella pertussis mfectlon by admlmstermg

‘ 'the vaccine of clalms 1-21 to a human in need thereof

23. A method of preventing or treating poliovirué Clostridium tetani,

. Corynebacterzum diphtheria and Bordetella pertusszs infection and optionally one N
: ~ or more of Hepatitis B, Haemophzlus mﬂuenzae b, Neisseria memngmdzs type A,
'Neisseria memngmdts type C, Nezsserza menmgmdzs type W, Neisseria - ,
emngmdzs type Y, Neisseria meningitidis type B, Salmonella typh1 and Hepatms'

o A mfectlon by admmlstermg the vaccme of clalms 1-21

- 24.The use of the vaccine of clazms 1-21 in the manufacture ofa medxcament for ‘.
" the preventlon of disease caused by poliovirus, Clostridium tetam, '

Corynebactenum dtphtherm and Bordetella pertussis.

" AMENDED SHEET -

It
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25 The use of the vaccme of claxms l -21 in the manufacture ofa medlcament for '
| -the preventlon of disease caused by pollowrus, Clostrzdtum tetani, ' '
.. _Corynebacterzum dzphtherxa and Bordetella perlussxs and optionally one or more
-of Hepatitis B, Haemophtlus influenzae b, Neisseria memngttzdzs type A
Neisseria. memngmdzs type C, Neisseria meningitidis type W Neisseria. o
. o | memngmdzs type Y, Nezsserza memngxtxdzs type B Salmonella typh1 and Hepatms' ,. : o
T e A e e T e L e e i e

" 26. The vaccine, méthod or use of claims 1-25, wherein IPV type 1, is from the

Mahoney strain.

o ' 27 The vaccme method or use of clalms 1-26 wherem IPV type 2, 1f present 1s
from the MEF-1 stram o

- 28. The vaccine, method or use of cIalms 1-27 wherein IPV type 3 if present is.

from the Saukett stram

~ AMENDED SHEET




VACUNA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

S La dosis estandar de las vacunas de polio contiene 40
unidades de antigeno-D del poliovirus inactivado tipo 1 (Mahoney), 8
unidades de antigeno-D del poliovirus inactivado tipo 2 (MEF-1), y 32
unidades de antigeno-D del poliovirus inactivado tipo 3 (Saukett). La
presente invencién ensefia que las dosis reducidas del poliovirus

10  inactivado pueden mantener un nivel adecuado o mejorado de

proteccion contra la polio.
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VACUNA

CAMPO DE LA INVENCION

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

ANTECEDENTES

Las vacunas de combinacién (que proporcionen proteccion
contra multiples patégenos) son muy deseables para minimizar el
namero de inmunizaciones requeridas para conferir proteccién contra
multiples patdégenos, para reducir los costos de administracién, y
para aumentar los indices de aceptacién y cobertura. El fenomeno
bien documentado de la competencia (o interferencia) antigénica
complica el desarrolio de vacunas de muiltiples componentes. La
interferencia antigénica se refiere a la observacion de que la
administracién de maultiples antigenos con frecuencia da como
resultado una respuesta disminuida a ciertos antigenos en relaciéon
con la respuesta inmune observada cuando estos antigenos se
administran individualmente.

Se conocen vacunas de combinacién 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, W097/00697 y WO2000/030678).

Después de muchos afios de investigacion, 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-1PVYR),

De una manera sorprendente, los presentes inventores han
encontrado que las dosis reducidas de poliovirus inactivado pueden
mantener un nivel adecuado o mejorado de proteccion 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 invencién
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

#
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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, 6
20 unidades de antigeno D.

En otra realizacién, la presente invencion proporciona una
vacuna de poliovirus inactivado de la invencién, 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 realizacion adicional, la presente invencidén proporciona
una vacuna de poliovirus inactivado de la invencién, la cual
comprende ademas una vacuﬁa 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 realizacion, la presente invencién proporciona una
vacuna de combinacién de DTP-IPV libre de tiomersal de la
invencion, 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 realizaciéon, la presente invenciéon groporciona una
vacuna de combinacion de DTP-IPV libre de tiomersal de la
invencién, 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
invencién también pueden comprender uno o mas antigenos
seleccionados a partir del grupo que consiste en: antigeno superficial
de Hepatitis B, antigenos de Haemophilus influenzae 13, antigenos de
Neisseria meningitidis A, antigenos de Neisseria meningitidis C,
antigenos de Neisseria meningitidis W, antigenos de Neijsseria
meningitidis Y, flictena o antigenos de Neisseria meningitidis B,
antigenos de hepatitis A, y antigenos de Salmorella typhi, en
particular antigenos de sacaridos capsulares de estas bacterias.

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

DEFINICIONES

El término "vacuna" es opcionalmente sustituible con el término
"composicion 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

Y,
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de la formulacion de la vacuna final,bque se agregan en cada dosis
humana de la vacuna formulada (tipicamente un volurien final de 0.5
mililitros). Los métodos 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 Codigo P 216 0000), para la estandarizacion
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
administracién de la vacuna de la invencién, la cual es tipicamente
una inyeccién. Una dosis humana tipica es de 0.5 milil'tros. Desde
luego, se pueden administrar diferentes dosis en un programa de
administracién de vacuna.

El termino "IPV", o wuna 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 combinacién 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
propésitos de esta invencion, 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/o 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-cligosacarido”
(LOS) son intercambiables.

El término "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 tamafo bacteriano (que tienen naturaimente un
bajo nimero de unidades de repeticiéon, o que son polisacéfidos de
un tamano reducido para mejor manejo, pero que todavia son
capaces de inducir una respuesta inmune protectora en un huésped),
los cuqles son bien conocidos en la técnica de las vacunas (véase,
por ejemplo, la Patente Europea Numero EP 497525).

El término "acido nucleico” en la presente, puede comprender
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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 patégeno, o "componente(s)
que proporciona proteccion contra este patégeno"” dentro de las
vacunas de la invencion en la presente, pretende significar uno o
mas antigenos a partir de ese patoégeno.

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. Evolucion de la potencia relativa (RP) de DTPwSF-HB-
IPV "Método de Produccion 3" con la dosis del poliovirus
inactivado (IPV).

Se examind la potencia del poliovirus inactivado de dosis
reducida de las formulaciones del "método de produccidn 3" in vivo
en comparaciéon con la formulacién de referencia (formulacion
Poliorix y DTPalPVHB). La potencia relativa del poliovirus inactivado
se midid 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. Evoluciéon de la potencia relativa (RP) de la hoja de
calculo de la formulacion de DTPwSF-HB-HPV.

Se examiné la potencia del poliovirus inactivado de dosis

reducida para ambas formulaciones del "método de producciéon 3" y
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del "método de producciéon 4" in vivo en comparacion con las
formulaciones de referencia (formulacién Poliorix y DTPalPVHB). La
potencia relativa se midi6 tanto para el "método de producciéon 3"
como para el "método de produccion 4" a un 25 por ciento de la dosis
estandar del poliovirus inactivado (40/8/32 unidades de antigeno D
para los tipos 1/2/3) en comparaciéon 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 dipntheriae (D),
Clostridium tetani (T), Bordetella pertussis (P) o Hepatitis B.

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

Las vacunas de la invencidon 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 métodos para la preparacion de poliovirus inactivado (IPV)
son bien conocidos en este campo. En una realizacié¢n, 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 (Publicaciéon Oficial Mensual de la Asociacién 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 ce poliovirus
inactivado de la invencidén pueden ser adsorbidos sobre una sal de
aluminio, tal como hidréxido 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 Intérnacional Numero
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 rindn de mono. Las
células VERO pueden ser convenientemente microportadores
cultivados. EI cultivo de las células VERO antes y durante .la
infeccién viral puede involucrar el uso de material derivado de
bovino, tal como suero de becerro, y este material se debe obtener
de fuentes que estén libres de encefalitis espongiforme bovina
(BSE). EIl cultivo también puede involucrar materiales tales como
hidrolizado de lactalbumina. Después del crecimiento, los viriones se
pueden purificar empleando técnicas tales como ultrafiltracion,
diafiltracion, y cromatografia. Antes de su administracion 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 invencion estaran
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presentes en "cantidades inmunolégicamente efectivas", es decir, la
administracion de la cantidad a un individuo, ya sea en una sola
dosis 0 como parte de una serie, que sea efectiva para el tratamiento
o la prevencion de la enfermedad. El tratamiento de dosificaciéon
puede ser un programa de una sola dosis 0 un programa de madltiples
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-IPVMF).

Sin embargo, los presentes invéntores han encontrado de una
manera sorprendente que se pueden utilizar dosis reducidas de
poliovirus inactivado para obtener una buena respuesta inmune. En
una realizacion, una dosis de vacuna de poliovirus inactivado de la
presente invencién 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 realizacién, una dosis de vacuna de poliovirus
inactivado de la presente invencion 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 invencién 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 unidades de antigeno D). En otra realizacién, una
dosis de vacuna de poliovirus inactivado de la presente invencién
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 invenciéon 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 realizacién adicional, las vacunas de la presente
invencion 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 estandar 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 invenciéon 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
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antigeno D).

En una realizaciéon 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 presente invencion 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 invencién puede comprender de 2 a 4.5
unidades de antigeno 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 realizacion 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 wunidades de antigeno D de poliovirus inactivado 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 invencion 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
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antigeno D).

En una realizacién adicional, una dosis de vacuna de poliovirus
inactivado de la presente invencién 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 a}ntigeno
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 unidadeé 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 invencion 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 purificaciéon de la
toxina a partir de un cultivo de Corynebacterium diphtheriae, seguida

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



o¥

10

15

20

25

16

mediante la purificacion de un ‘analogo 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 Nameros US 4,709,017, US 5,843,711, US
5,601,827,y US 5,917,017). En una realizacién, 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 realizacion 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 realizaciéon, el toxoide de difteria de la invenciéon puede ser
adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido de aluminio.
En otra realizacién, el toxoide de difteria de la invenciéon puede ser
adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de aluminio.
En una realizaciéon adicional, el toxoide de difteria puede ser
adsorbido sobre una mezcla de tanto hidréxido de aluminio como
fosfato de aluminio.

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

genéticamente destoxificado de la toxina (por ejemplo, como se

od-
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describe en la Patente Namero EP 209281). Se puede utilizar
cualquier toxoide de tétanos adecuado. "Toxoide de tétanos" puede
abarcar los fragmentos inmunog'énicos de la proteina de longitud
completa (por ejemplo, el Fragmento C - véase la Patente Europea
Numero EP 478602). En una realizaciéon, 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 realizacién, el toxoide de tétanos de la invencion puede ser
absorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidroxido de aluminio.
En otra realizaciéon, el toxoide de tétanos de la invencién 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 hidroxido 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 céluias enteras (Pw), en donde se utiliza tosferina de
células enteras muertas como el componente de tosferina. Las
células enteras se pueden inactivar mediante varios métodos
conocidos, incluyendo los métodos sin mercurio. Estos métodos
pueden incluir inactivacién 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 temperatura
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 invencidén se dan a conocer en la Publicaciéon
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 preparacién de
Bordetella pertussis de células enteras muertas (véase mas
adelante). Sin embargo, en una realizacion, no se utiliza en el
proceso de formulacidn de las vacunas de la presente invencién.

Tipicamente se utiliza una dosis de Pw de 5 a 50 |IOU, de 7 a
40 10U, de 9 a 35 IOU, de 11 a 30 IOU, de 13 a 25 I0U, 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 realizacion, la vacuna de Pa comprende
toxoide de tosferina, hemaglutinina filamentosa, y pertactina. Los kits
o las vacunas de la invencién 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 invencién. Estos mutantes se
pueden utilizar en dosis menores de 20 a 25 microgramos.

En una realizacion, 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 realizacién, 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 realizacién, 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 realizacidn, 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 realizacién, 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 realizacion, el componente de tosferina de la invencidn
puede ser adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidroxido de
aluminio. En otra realizacion, el componente de tosferina de la
invencién puede ser adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como
fosfato de aluminio. En una realizaciéon adicional, el componente de
tosferina puede ser adsorbido sobre una mezcia de tanto hidrdoxido
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 hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio, o una
mezcla de ambos.

Antigenos Adicionales

Las formulaciones de vacuna de la invenciéon, 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-oligosacarido de estos patégenos. Los antigenos tipicamente

estaran presentes en una concentraciéon de cuando menos 1
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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 concentracion de cualquier
antigeno seréa suficiente para provocar una respuesta inmune contra

este antigeno. Se prefiere que no se remueva la eficacia protectora

de los antigenos individuales mediante su combinacidén, aunque se

puede reducir su inmunogenicidad real (por ejemplo, las titulaciones
ELISA).

Los antigenos adicionales, en una realizacién de la invencion,
pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido
de aluminio. En otra realizacion, los antigenos adicionales de la
invencion pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como
fosfato de aluminio. En una realizaciéon 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 invencién también puede comprender "proteinas
portadoras” libres.

Comd 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

>1
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de las composiciones de la invenciéon, 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 la invencién pueden
comprender proteinas que imiten a los antigenos de sacarido, por
ejemplo mimétopos o anticuerpos anti-idiotipicos. Estos pueden
reemplazar a los componentes de sacéarido individuales, o pueden
complementarlos.
Antigeno de Hepatitis B

La preparacion del antigeno superficial de Hepatitis B (HBsAg)
esta 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 crénicos de Hepatitis B, debido a
que se sintetizan grandes cantidades de HBsAg en el higado, y se
liberan hacia la corriente sahguinea durante una infeccién por el
virus de Hepatitis B. Otro método involucra la expresién de la
proteina mediante métodos de ADN recombinante. EI HBsAg se
puede preparar mediante su expresién en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, pichia, células de insecto (por ejemplo,
Hi5), o células de mamifero. El HBsAg se puede insertar en un

plasmido, y se puede controlar su expresién 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 expresion "antigeno
superficial de Hepatitis B" o "HBsAg" incluye cualquier antigeno
HBsAg o fragmento del mismo que exhiba la antigenicidad del
antigeno superficial del virus de Hepatitis B. Se entenderad que, en
adicién a la secuencia de 226 aminoacidos del antigeno HBsAg S
(véase Tiollais y colaboradores, 1985, Nature 317:489, y las
referencias en el mismo), el HBsAg, como se describe en Ila
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 relacion 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 Numero
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 Publicacion Internacional Numero
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 Publicacion 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 Publicacién Internacional
Namero WO093//24148). EI componente de Hepatitis B debe estar

sustancialmente libre de tiomersal (el método de preparaciéon de

52
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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 Publicacién Internacional
Numero WO97/00697, o puede no ser adsorbido, como se describe
en la Publicacion Internacional Numero WO002/00249, o puede no
haberse sometido a un proceso especifico de adsorcidn.

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 formulacion 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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extemporaneamente (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 realizacién 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 Namero W0O02/00249.
Antigenos de Neisseria meningitidis tipos A, C, W, 6 Y

Las vacunas de la invenciéon 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 tipo C (MenC,
opcionalmente conjugada <con una proteina portadora), N.
meningitidis tipo W135 (MenW, opcionalmente conjugada con una
proteina portadora), y N. meningitidis tipo Y (MenY, opcionalmente
conjugada con una proteina portadora).

Las vacunas de la invenciéon pueden comprender uno o mas
antigenos a partir de las diferentes cepas de N. meningitidis, que se
pueden utilizar solos o en cualquier combinacion 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 & MenA

S
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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 invencidén pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal
como hidréxido 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 realizacion
adicional, los componentes de Neisseria meningitidis pueden ser
adsorbidos sobre una mezcla de tanto hidréxido de aluminio como
fosfato de aluminio. En una realizaciéon, los componentes de
Neisseria meningitidis pueden no ser adsorbidos sobre un adyuvante,
por ejemplo una sal adyuvante de aluminio.

Flictena o antigénos de Neisseria meningitidis tipo B

Las vacunas de la invenciéon también pueden comprender un
componente MenB, tal como una vesicula o flictena de membrana
externa, como se describe en las Publicaciones Internacionales
Numeros WO001/09350, WO003/105890, WO004/014417, 6
WOO04/014418, o un antigeno de sacarido capsular MenB conjugado
(o un derivado del mismo) (véase, por ejemplo, la Publicacién
Internacional NOmero WO096/40239), o un lipo-oligosacarido
meningococico L2 6 L3, o L2 y L3, libre o conjugado (de acuerdo con
la Publicacion Internacional Numero WO 2004/014417). En una
realizacion, los componentes MenB de la invencién pueden ser
adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como hidréoxido de

aluminio. En otra realizacién, los componentes MenB de la invencion
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pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de
aluminio. En wuna realizacion adicional, los componentes MenB
pueden ser adsorbidos sobre una mezcla de tanto hidroxido de
aluminio como fosfato de aluminio. En wuna realizacion, 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 invencién pueden comprender ademas el
sacarido Vi a partir de Salmonella typhi, el cual puede ser el
producto registrado Typherix®, descrito en la Patente Europea
Numero EP1107787, o un conjugado del mismo (por ejemplo, con
una proteina portadora, como se describe en la presente). El proceso
de conjugacidén se puede llevar a cabo como se describe en la
Publicacién Internacional Numero WO 2007/000343. En wuna
realizacién, los sacaridos Vi de la invencién pueden ser adsorbidos
sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido de aluminio. En otra
realizacion, los sacaridos Vi de la invencién 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 realizacién, 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 la
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 invencién puede ser
adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido de aluminio.
En otra realizacién, el componente de hepatitis A de la invencion
puede ser adsorbido sobre una sal de aluminio, tal como fosfato de
aluminio. En una realizaciéon adicional, el componente de hepatitis A
puede ser adsorbido sobre una mezcla de tanto hidréxido de aluminio

como fosfato de aluminio.
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Antigenos de Malaria

Las vacunas de la invencién 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 realizacién, 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 invencion, incluyendo la proteina CS, RTS, TRAP,
proteina de 16kD de B 2992, AMA-1, MSP1, incluyendo
opcionalmente CpG (Publicaciones Internacionales Nameros
W02006/029887, W098/05355, WO01/00231).

En una realizacion, los antigenos de malaria de la invencion
pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como hidréxido
de aluminio. En otra realizacién, los antigenos de malaria de la
invencidén pueden ser adsorbidos sobre una sal de aluminio, tal como
fosfato de aluminio. En una realizacion 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/o tocol (tal como a-tocoferol). En otra realizacion, 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 la
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 95/33481, 6 WO 00/48638), neumolisina (opcionalmente
quimicamente 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 Numero 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 (Publicacioén
Internacional Nuamero WO 91/01146), Ilinfocinas (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"
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humanos a partir de diferentes antigenos derivados de patégenos
(Falugi y colaborédores, 2001, Eur. J. Immunol. 31:3816), proteina
superficial neumocécica PspA (Publicaciéon Internacional Namero WO
02/091998), proteinas de absorciobn de  hierro (Publicacion
Internacional Numero WO 01/72337), toxina A 6 B a partir de C.
difficile (Publicaciéon Internacional Numero WO 00/61761), PhtD
neumocoécico (Publicacién 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 supresién del portador, puede ser conveniente
que en cada una de las composiciones de la invencidn, 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 vacuna 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 composicién sin un efecto de supresion del

portador notorio. Hib puede estar presente como un conjugado de
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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 proteccion contra H. influenzae. En una realizacion,
todos los sacaridos se conjugan con la misma proteina portadora.

Vi se puede conjugar con una proteina portadora, por ejemplo,
mediante un método que utiliza la quimica de condensacién 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 reaccién de carbodi-imida entre
COOH de Vi y NH2 de la proteina, o (ii) una doble reaccion de
carbodi-imida que puede presentarse ya sea entre COOH de Vi y
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 1la proteina y COOH de Ila molécula enlazadora
heterobifuncional.

La conjugacién se puede utilizar en conjunto con las proteinas
portadoras libres. En una realizacién, cuando estad presente una
proteina portadora dada, tanto en forma libre como conjugada, en
una composicion de la invenciéon, la forma no conjugada no es mas
del 5 por ciento de la cantidad total de la proteina portadora en ia
composicién como un todo, o en otra realizacion, 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 conjugacién. La activacién 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 reacciéon de cianilacion se puede
llevar a cabo bajo condiciones relativamente suaves, lo cual evita la
hidrolisis de los sacaridos sensibies al alcali. 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 aminacion 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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Namero EP 0208375), y luego el acoplamiento de una proteina con el
otro extremo del grupo enlazador de Aacido adipico. Otros
enlazadores incluyen B-propionamido (Publicacion Internacional
Numero WO0O00/10599), 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 Nameros 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 oxidacién del sacarido,
seguida por aminacion 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-filtracién
tangencial, diafiltracién, etc. (véase también Lei y colaboradores,
2000, Dev. Biol. (Basilea); 103:259; Publicacién Internacional

Numero WO 00/38711; Patente de Ilos Estados Unidos de

g2
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Norteamérica Namero US 6,146,902). En una realizacion, si una
vacuna comprende un sacarido dado en la forma tan‘to 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 composiciébn 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 proteccién
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 realizacién, cada dosis
comprendera de 0.1 a 50 microgramos; en una realizaciéon adicional,
cada dosis comprendera de 0.1 a 10 microgramos; en todavia otra
realizacion, cada dosis comprendera de 1 a 5 microgramos.
Adyuvantes

Las vacunas de la invencion pueden incluir un excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como una adyuvante adecuado.
Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de aluminio, tal como
hidréoxido 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 catiénicamente o aniénicamente derivados, polifosfacenos,
microesferas biodegradables, monofosforil-lipido A (MPL), derivados
de lipido A (por ejemplo, de una toxicidad reducida), MPL 3-O-
desacilado, quil A, Saponina, QS21, toco! (Patente Europea Numero

EP 0382271), adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratories,
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Detroit, Ml), adyuvante Merck 65 (I\I/Ierck and Company, Inc., Rahway,
NJ), AS-2 (Smith-Kline Beecham,rl Filadelfia, PA), oligonucledtidos

]
!
CpG, bioadhesivos y mucoadhes'ivos, microparticulas, liposomas,

¢
formulaciones de éter de polioxie;tileno, formulaciones de éster de
polioxietileno, péptidos de muramilo, o] compuestos de
imidazoquinolona (por ejemplo, irﬁiquamod y sus homdlogos). Los
inmunomoduladores humanos adecuados para utilizarse como
adyuvantes en la invencién incluyen citoquinas, tales como
interleucinas (por ejemplo, IL-I, !L-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12,
etc.), factor estimulante de coloniias de macréfagos (M-CSF), factor
de necrosis tumoral (TNF), fac:tor estimulante de colonias de
macrofagos de granulocitos (GM-CSF), que también se pueden
utilizar como adyuvantes.

En una realizacion de la invenciéon, la composicién adyuvante
de las formulaciones inddce una respuesta inmune
predominantemente del tipo TH1. |j.os altos niveles de citoquinas tipo
TH1 (por ejemplo, IFN-y, TNFa, ILi-2, e IL-12) tienden a favorecer la
induccion de las respuestas inm‘unes mediadas por celulas a un
antigeno administrado. Dentro de una realizacion, en donde una
respuesta es predominantemente del tipo TH1, el nivel de citoquinas
del tipo TH1 aumentard hasta un grado mayor que el nivel de
citoquinas del tipo TH2. Los niveles de estas citoquinas pueden ser
facilmente evaluados empleando ensayos convencionales. Para una
revision de las familias de citoqLinas, 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 rgspuesta predominantemente TH1
|
incluyen los derivados de lipido /IA (por ejemplo, de una toxicidad

i
reducida), monofosforil-lipido A (MPL) o un derivado del mismo, en

particular el monofosforil-lipido A|3-des-O-acilado (3D-MPL), y una

combinacién de monofosforil-lipid6 A, opcionalmente monofosforil-
lipido A 3-des-O-acilado junto con una sal de aluminio. Un sistema
mejorado involucra la combinaciér; 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] Publicacion Internacional Numero

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 Nimero WO 96/33739. Una formulacién de

adyuvante particularmente potent:e que involucra QS21, 3D-MPL, y

tocoferol en una emulsion de acI:eite en agua, se describe en la
Publicacién Internacional Nl:lmeI'O! WO 95/17210. La vacuna puede
comprender adicionalmente una saponina, la cual puede ser QS21.
La formulaclién también puede comprender una emulsion de aceite en
aguay tocoferol (Publicacién Internacional Numero WO 95/17210).
Los oligonucleotidos que contienen CpG no metilados (Publicacion
Internacional Nuimero WO 96/92555) también son inductores
preferenciales de una respuestaf de TH1, y son adecuados para
utilizarse en la presente invenci()nf.

. I-, . £
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 in:venci()n puede ser adsorbido por,
o se puede combinar con, el compbnente de poliovirus inactivado de
la invencion. :

Cuando se hace referencia a'lhidr()xido de aluminio o fosfato de
aluminio, la referencia se hace a !todos los adyuvantes de hidréxido
de aluminio y/o fosfato de aIuminio, 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 deialuminio. En otra realizacion, el
fosfato de aluminio tiene una cfarga negativa a un pH de 7.4.
Tipicamente, el punto isoeléctrico ;!(pl) del fosfato de aluminio es de §

.
a7,ode6 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 a0.6,0de 0.8 a0.9.

En una realizacion, el hidréxido de aluminio tiene una carga
positiva a un pH de 7.4. Tipic?mente, el punto isoeléctrico del
hidréxido de aluminio es de 8 alj11, de 9 a 11, de 10 a 11, o de
alrededor o exactamente 11. |

Tipicamente, el contenido t(?tal de aluminio es de 200 a 1,000

|
microgramos, de 300 a 900 microg"ramos, de 400 a 800 microgramos,
de 500 a 700 microgramos, o Ede alrededor o exactamente 630
microgramos de AI** por dosis de 0.5 mililitros. Este puede ser todo
de hidroxido de aluminio o todo de fosfato de aluminio. De una
manea alternativa, el contenido ae Al** puede ser a partir de una

1
4
v
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mezcla de hidroxido de aluminio y !fosfato de aluminio en la siguiente
proporciéon: 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 realizacién, se utiliza una
proporciéon de 12:1-4:1, 11:1-5:1, i‘IO:1-6:1, 9:1-7:1, u 8:1 de fosfato
de aluminio:hidroxido de aluminio. |

Aunque la mayor parte del ?Iuminio es proporcionada por los
antigenos previamente adsorbidos antes de mezclarse para formar
una vacuna de combinacidén, se p;uede agregar algo de aluminio en
forma libre durante la formulacion ‘ae la vacuna de combinacién de la
invencion, por ejemplo antes del pfaso de ajuste del pH descrito en la
presente. Tipicamente, el contenii_do de aluminio libre por dosis de
0.5 mililitros puede ser de O a! 300 microgramos, de 50 a 250
microgramos, de 75 a 200 microgramos, de 100 a 150 microgramos,
o de alrededor o exactamente 11& microgramos de AI®**. El AI** libre
puede ser todo de AI(OH); o todo de AIPO4, 0 una mezcla de AI(OH);
y AIPO,, 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, 5:1-1.1:1, 4:1-1.2:1, 3:1-113:1, 2:1-1.4:1, por ejemplo 46/69 6
92/23. T

De una manera alternativa, ciertos componentes de las
vacunas de la invencién puedené no ser expresamente adsorbidos
sobre un adyuvante, en particular ‘de sales de aluminio.

El poliovirus inactivado pueide no ser adsorbido o puede ser

adsorbido sobre AI(OH);, o sobre 'una mezcla de AI(OH); y AIPO,. EI

toxoide de difteria puede ser ad;’sorbido sobre AI(OH); 6 AIPOy; el
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toxoide de tétanos puede ser adsorbido sobre AlI(OH); 6 AIPOy, el Pw

. |
puede ser adsorbido sobre, o se puede mezclar con, AIPO4, la

pertactiha puede ser adsorbida .sobre AI(OH),;; la hemaglutinina
filamentosa puede ser adsorbida sobre -AI(OH)3; el toxoide de
tosferina puede ser adsorbido |sobre AI(OH);; HB puede ser
adsorbido sobre AIPO,, Hib pueéje ser adsorbido sobre AIPO,4 o
puede no ser adsorbido, Men AC:WY pueden ser adsorbidos sobre
AI(OH); 6 AIPO,4, o pueden no ser: adsorbidos, el componente MenB
puede ser adsorbido sobre AI(OH)3 6 AIPO,4, o puede no ser
adsorbido; Vi puede ser adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO4, 0 puede
no ser adsorbido; HepA puede seriadsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO,.

Los antigenos que son prev;iamente adsorbidos sobre una sal
de aluminio, se pueden adsorber previamente de una manera
individual antes de mezclarse. Ep otra realizacién, una mezcla de
antigenos puede ser previamente jadsorbida antes de mezclarse con
los adyuvantes adicionales. En una realizacién, el poliovirus
inactivado puede ser adsorbido por separado 0 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 1}adsorbwido" se toma, por ejemplo,
para significar mas del 20 por cien‘to, 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 "hidroxido

- . | .
de aluminio”", como se utilizan en la presente, incluye todas las
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formas de hidréxido de aluminioli o fosfato de aluminio que son
adecuadas para auxiliares de vaéunas. 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 exclusivanjente, mediante la mezcla de sales
de aluminio y sales de &cido fogférico solubles. EI "hidréxido de
aluminio"” puede ser un precipitadc:> de hidréxido de aluminio soluble

(amorfo, semi-cristalino, o cristalino), el cual se puede preparar

. oo . . .
opcionalmente, pero no excluswaimente, mediante la neutralizacién

de wuna solucién de sales deﬂ aluminio. Son particularménte
adecuadas las diferentes formas d_'e geles de hidréxido de aluminio y
fosfato de aluminio disponibles en las fuentes comerciales, por
ejemplo, Alhydrogel (hidréxido d?e aluminio, suspensiéon al 3 por
ciento en agua), y Adjuphos (fosfato de aluminio, suspensién al 2 por
ciento en suero) suministrados porI Brenntag Biosector (Dinamarca).
Componentes no inmunolégicos de las vacunas de la invencién
Las vacunas de la invencion tipicamente, en adicién a los
componentes antigénicos y adyuvantes mencionados anteriormente,
comprenden uno 0 mas "vehiculoé o excipientes farmacéuticamente
aceptables”, los cuales induzcan cualquier excipiente que no induzca
por si mismo la produccién de anficuerpos dafiinos para el individuo
que reciba la composicién. llos excipientes adecuados son
tipicamente macromoléculas grandes que se metabolizan lentamente,
tales como proteinas, sacéridosf, poli-acidos lacticos, poli-acidos

glicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos,
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sacarosa (Paoletti vy colaboradéres,_ 2001, Vaccine, 19:2118),
trehalosa (Publicaciéon |nternaciional Namero WO 00/56365),
agregados de lactosa y lipido (ltales como gotitas de aceite o
liposomas). Estos vehiculos son ibien conocidos por los expertos
ordinarios en este campo. Las v_"acunas también pueden contener
diluyentes, tales como agua, suéro, glicerol, etc. Adicionalmente,
puede haber presentes sustanciaws auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sfustancias reguladoras del pH, vy
similares. Un vehiculo tipico es éel suero fisiolégico regulado con
fosfato estéril, sin pirégeno. Esta fdisponible una discusién completa
de los excipientes farmacéuticamente aceptables en la referencia:
|

Gennaro, 2000, Remington: The écience and Practice of Pharmacy,
20% Edicion, ISBN:0683306472. i

Las composiciones de la {invencién se pueden liofilizar, o
pueden estar en una forma acuc!)sa, es decir, como soluciones o
suspensiones. Las formulaciones liquidas de este tipo permiten que
las composiciones se administrén directamente desde su forma
empacada, sin la necesidad de reconstitucién en un medio acuoso, y
por lo tanto, son ideales para .inyeccion. Las composiciones se
pueden presentar en frascos, o!se pueden presentar en jeringas
llenadas listas para usarse. Las jejringas se pueden suministrar con o
sin agujas. Una jeringa incluira yna sola dosis de la composicion,
mientras que un frasco puede incl‘uir una sola dosis o multiples dosis

. H . . s .
(por ejemplo, dos dosis). En una (ealnzamon, la dosis es para un ser

humano. En una realizacién adicional, la dosis es para un humano

]
"
v

i
|
t
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adulto, adolescente, nifio, bebé, o de menos de un afo de edad, y se

puede administrar mediante inyecc?én.

Las vacunas liquidas de la invencion también son adecuadas
para reconstituir otras vacunas Ell partir de una forma liofilizada.
Cuando se va a utilizar una, vacuna para la reconstitucion
extemporanea, la invencion proporciona un Kkit, el cual puede
comprender dos frascos, o pued? comprender una jeringa llenada
lista para usarse y un frasco, utiIi_;zéndose el contenido de la jeringa
para reconstituir el contenido del flf'asco antes de la inyecciodn.

Las vacunas de la invencién_ se pueden empacar en una forma
de dosis unitaria o en una forma d?e multiples dosis (por ejemplo, dos
dosis). Para las formas de multip‘les dosis, se prefieren los frascos
en lugar de las jeringas previam:ente llenadas. Los volumenes de
dosificacion efectivos se pueden (-?stablecer rutinariamente, pero una
dosis tipica de la composicion paira inyecciéon para seres humanos,
tiene un volumen de 0.5 miIiIitros.!

En una realizacién, las vacﬁnas de la invencién tienen un pH
de entre 6.0 y 8.0; en otra realiziacién, las vacunas de la invencion
tienen un pH de entre 6.3 y 6.?, por ejemplo de 6.6 + 0.2. Las
vacunas se pueden regular a esfte pH. Se puede mantener un pH
estable mediante el uso de un regulador. Si una composicion

i
comprende una sal de hidréxidoide aluminio, se puede utilizar un
regulador de histidina (Puf)licacién Internacional Numero

WO003/009869). La composicion debe ser estéril y/o debe estar

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

Las vacunas de la invencién[ pueden incluir un antimicrobiano,
en particular cuando se empaquen!. en un formato de multiples dosis.
Se debe evitar el tiomersal, debido a que éste conduce a una pérdida
de potencia del compo.nente 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 er11 niveles bajos. El conservador se
puede agregar exégenamente, y/ol puede ser un componente de los
antigenos a granel que se mezclén para formar la composicién (por
ejemplo, presente como un co’fnservador en los antigenos de
tosferina). 5

En una realizacién, las vacu:nas de la invencién estan libres de
tiomersal o sustancialmente Iibres‘:de tiomersal. "Libres de tiomersal”
o ‘"sustancialmente libres de tiomersal® significa que no hay

i

suficiente tiomersal presente en "Ia formulacién final para impactar
negativamente la potencia del co_imponente de poliovirus inactivado.
Por ejemplo, si se utiliza tiomersa;l durante el proceso de purificaciéon
del antigeno superficial de Pw o_l de Hepatitis B, se debe remover
sustancialmente antes de mezclaflrse con el poliovirus inactivado. El
contenido de tiomersal en la vacyna final debe ser menor de 0.025
microgramos/microgramo de plroteina, de 0.02 microgramos/-

j
microgramo de proteina, de 0.01 microgramos/microgramo de

proteina, o de 0.001 microgra%mos/microgramo de proteina, por
|

!
1
{
i
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ejemplo de 0 microgramos/microgramo de proteina. En una

realizaciéon, no se agrega tiomersa:l ni se utiliza en la purificacién de
l

cualquiera de los componentes.‘fVéase, por ejemplo, la Patente

Europea Numero EP1307473 éara la Hepatitis B, y véase

anteriormente para los procesosi de Pw en donde se logra la

aniquilacién sin la presencia de tiomersal.

Las vacunas de la invencié:n pueden comprender detergente,
por ejemplo un Tween (polisor;bato), tal como Tween 80. Los
detergentes estan en general bresentes en bajos niveles, por
ejemplo, del <0.01 por ciento. 1

‘

Las vacunas de la invencién pueden incluir sales de sodio (por
ejemplo, cloruro de sodio) para dar tonicidad. La composiciéon puede
comprender cloruro de sodio. En} una realizacion, la concentracion
del cloruro de sodio en la composicién de la invencion esta en el
intervalo de 0.1 a 100 miIigramojs/miIiIitro (por ejemplo, de 1 a 50
miligramos/mililitro, de 2 a 20§ miligramos/mililitro, de 5 a 15
miligramos/mililitro), y en una realizaci6én adicional, la concentracion
del cloruro de sodio es de 10 1{2 miligramos/mililitro de NaCl, por
ejemplo de aproximadamente 9 mi‘Iigramos/miIiIitro.

Las vacunas de la inve;nci()n generalmente incluirdn un

i
regulador del pH. Es tipico un reg"'ulador de fosfato o de histidina.

Las vacunas de la invencién pueden incluir iones de fosfato

libres en soluciéon (por ejemplo, ﬁqediante el uso de un regulador de

i
fosfato), con el objeto de favorecér la no adsorcién de los antigenos.

La concentracién de los iones de,fosfato libres en la composicién de
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(
{
la invencion, 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 realizacién adicional es de

aproximadamente 2.5 mM. ;

i
[

Propiedades de las vacunas de la invencion
!

En una realizacién, las vacunas de la invenciéon se formulan
como una vacuna para su admini“stracién in vivo al huésped, de tal
manera que los componentes iridividuales de la composicion se
formulan de tal manera que la inr\nunogenicidad de los componentes
individuales no es sustancialmente perjudicada por otros

componentes individuales de la composicion. Mediante "no es

|
i

sustancialmente perjudicada", se pretende significar que, después de
la inmunizacién, se obtiene una t%tulacién 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 g5 al 100 por ciento de la
titulacién obtenida cuando se administra el antigeno en aislamiento.
Por consiguiente, en las realizaciones preferidas, no se presenté un
efecto (significativamente) perjuijicial para los otros componentes
(en términos de eficacia érotectora) en la combinacion,

comparandose con su administracion en aislamiento.

Formulaciones de vacunas

En una realizacién, las vacunas de la invencion se formulan
como una vacuna para su administraciéon in vivo al huésped, de tal
manera que confieran una titulacién de anticuerpo superior al criterio

para la seroprotecciéon para caqa componente antigénico, para un

porcentaje aceptable de sujetqs humanos. Esta es una prueba
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importante en la evaluacién de la éficacia de una vacuna a través de
toda la poblaciéon. Los antigenoss con una titulacion de anticuerpo
asociada arriba de la cual se considera que un huésped se
seroconvierte contra el antigen:o, son bien conocidos, y estas
titulaciones son publicadas por organizaciones tales como |la
Organizacion Mundial de la ?alud. En una realizacion, se

seroconvierte mas del 80 por c:iento 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 esidicional, se seroconvierte mas del
93 por ciento de una muestra de sujetos estadisticamente
significativa; y en todavia otra realizacion, 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 éma respuesta inmunoprotectora sin
efectos secundarios adversos significativos en las vacunas tipicas.
Esta cantidad variara depen;diendo de cuales inmundégenos
especificos sean empleados. Enf términos generales, se espera que
cada dosis comprendera de 1 a {1,000 microgramos de! inmunégeno
total, o de 1 a 100 microgramos, 0 de 1 a 40 microgramos, o de 1 a5
microgramos. Se puede aseverar una cantidad 6ptima para una
vacuna particular mediante estu:dios que involucren la observacion

{

de las titulaciones de anticuerpos y de otras respuestas en los
{
i

sujetos. Un curso de vacunacion 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 inmunizacién c:on DTP (es decir, en el primer ano
de vida). Pueden seguir dosis :de refuerzo en los segundo y/o
siguientes afos de vida. f

|

s

Potencia de polio medida mediante la prueba de

seroneutralizacion en ratas. :

Para los propodsitos de la irivencién, se debe llevar a cabo el
ensayo para la evaluacién cuantitlativa de la potencia de la vacuna

del poliovirus inactivado de las vacunas que contengan poliovirus

it

inactivado de la invencién, utilizando una sola dosis de vacuna, y

. ! . 2 ..
esto se debe hacer mediante la determinacién de la proporcién de la

titulacion media geométrica de la vacuna de prueba (GMT) a la

titulacion media geométrica de Iaivacuna de referencia, y se reporta

4

como la respuesta relativa (RR) o la potencia relativa (RP). La

titulacion media geométrica de lajvacuna de referencia puede ser la

!

titulacion media geométrica obtenida con cualquier vacuna de

poliovirus inactivado que comprenda 40-8-32 unidades de antigeno D

)
i

de poliovirus inactivado tipos 1-2-3, respectivamente, y puede ser la
titulacibn media geométrica obtenida con la vacuna conocida

Poliorix®. Tipicamente, la prueba de potencia relativa se lleva a
1
cabo como sigue: ‘

Se determina la potencia deI 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 &e antemano) se inoculan

intramuscularmente con dilucione;s (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, sei puede extender el intervalo de

dilucién hasta cuatro diluciones r‘pediante la inoculacion de vacuna

no diluida, y las tres diluciones previamente mencionadas. Se

utilizan 10 ratas inoculadas cpn el diluyente como controles

negativos. Se observa a las ratas.una vez a la semana para detectar

1
1
\

cualquier reacciéon anormal. De 20 a 22 dias después de la
inoculaciéon, cada animal se anestesia profundamente, y se sangra, y
se recolecta el suero para an‘lalizarse mediante la prueba de
seroneutralizacion. |

Para la prueba de seroneutralizacién, los sueros se inactivan
mediante incubaciéon a 56°C duraﬁte 30 minutos en un bano de agua.
Se preparan tres series de dilucié;n de los sueros, una para cada tipo
de polio, en microplacas, utilizanjdo el medio de dilucién apropiado.

i

Las placas se almacenan a +4°C.jj

Para los tres tipos de virus de polio, se agrega una cantidad
previamente determinada del vi;rus (de 30 a 300 CCliDsg) a las
diluciones de sueros. Las tres fsuspensiones de virus se diluyen
tomando en cuenta sus titulacionles respectivas. La dilucién final se
denomina como la "dilucion de trabajo". Cada dilucion 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 +

|
{

Is's)
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1°C durante 7 dias. El efecto citopatogénico (CPE) del virus se lee
utilizando un microscopio invertido después de la coloracién con azul
Coomassie. La presencia de los 5nticuerpos contra la poliomielitis
inhibe el crecimiento del Vil'l)JS y la aparicion del efecto
citopatogénico correspondiente. L-gas titulaciones contra el virus de
polio (tipo 1, 2, y 3) corresponderj al reciproco de la ultima dilucién
sin ningun efecto citopatogénico. En cada grupo, se registran los
!

animales con anticuerpos neutraliéantes, y se determina la titulacion
de anticuerpos de cada muestra de suero para los diferentes tipos de
poliovirus. La titulacion del anticuérpo neutralizante se expresa como
el log, del inverso de la dilucién mfés 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 titulacién
media geométrica por dilucién (GMT) y por tipo de virus.
Empaque de las vacunas de la infvencién

Las vacunas de la inyenciéq se pueden empacar en diferentes
tipos de recipientes, por ejemplc;, 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

esteril para remover una dosis de:vacuna, que se vuelve a sellar una

vez que se ha removido la aguja. -

4
|

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

mezciar extemporaneamente antes de administrarse a un huésped en

AT
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una sola inyecciéon, 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 una realizacion de egte aspecto de la invencion, se
proporciona un kit que comprencie dos vacunas multivalentes para
conferir proteccién en un huéspe:d contra la enfermedad provocada

|
por poliovirus, Bordetella npertussis, 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 jrecipiente que comprende:
(1) (a) el poliovirus inac;:tivado (IPV) de la invencion,
(b) toxoide de difteria (DT 6 D) (véase anteriormente),
(c) toxoide de tétan"os (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 .; un conjugado de una proteina

portadora y el sacarido capsular‘de H. influenzae tipo B (Hib) (véase

anteriormente),

7@
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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 anteriormente),
f

|
i

y
un segundo recipiente que cbmpren‘de:

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

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

(2B) (a) wun conjugado de una proteina portadora y el

sacarido capsular de H. ianUenzaé tipo B (Hib), y

(b) opcionalmente un conjugado de una proteina

i

portadora y el sacarido Vi de Sal;fv*ronella typhi.
j
El kit puede comprender bpcionalmente un tercer recipiente
que comprende: |
(83) (a) opcionalmente lel antigeno superficial de Hepatitis
B; I
f
(b) opcionalmente ‘un conjugado de una proteina
portadora y el sacarido Vi de Salmonellia typhi.
Los recipientes puedenf 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.
i

En una realizacioén, el primer recipiente tiene, en adicion a los

componentes a), b), c), d), tambié:n los componentes e), f), g), e)+f),
e)+g), f)+g) 6 e)+f)+g). ;

En una realizacién, la vacuna del primer recipiente puede ser
i

liquida, y la vacuna del segundo récipiente puede ser liquida o puede

t

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

opcionalmente, se pueden empacar juntos. En una realizacion, el kit
[
¥

se proporciona con una lista de iinstrucciones para la administracion

de las vacunas en los dos o0 mas recipientes.

i

. .y { . . . .
En una realizacién, cuando un recipiente de un kit contiene
cierto conjugado de sacarido, el imismo conjugado no estd presente

en los otros recipientes del kit. |

1
1

Los inventores creen que un kit proporcionado de la manera

anterior puede presentar convenientemente los diferentes antigenos

ante el sistema inmune de un huésped de una manera 6ptima. El kit
puede proporcionar a un practicénte meédico un método 6ptimo para
inmunizar a un huésped con una o mas de las siguientes ventajas:
eficacia protectora para todo§ los antigenos, reactogenicidad
minima, interferencia minima de :supresién del portador, interferencia
minima de adyuvante/antigedo, o interferencia minima de

z
antigeno/antigeno. De esta manera, se pueden alcanzar estas metas

Va
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con el numero minimo (2) de administraciones, presentandose
opcionalmente en la misma cita ajl practicante.

En una realizacién, las vacunas de los primero y segundo
recipientes se administran de una manera concomitante en diferentes
sitios (como se describe mas adelante bajo "administracion de las
vacunas ‘de la invencién"), y en una realizacion alternativa, los
inventores prevén que el conténido de los primero y segundo
recipientes se pueda mezclar (opcionalmente de una manera
extemporanea) antes de su administracién como una sola vacuna.
Preparacion de las vacunas de la invencidén

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

En una realizacién de la presente invenciéon, se proporciona
una vacuna como se describe en la presente, para utilizarse en un
medicamento para el tratamiento o la prevencién de enfermedades
causadas por la infeccion por poliovirus, y opcionalmente por
Bordetella pertussis, Clostriudium 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 inyencién, se proporciona un uso de

!
las vacunas de la invencion, en lla fabricacioén de un medicamento
|
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para el tratamiento o la prevencion de las enfermedades causadas
por la infeccién por poliovirus, y opcionalmente por Bordetella
pertussis, Clostridium tetani, Co:kynebacterium diphtheriae, virus de
Hepatitis B, Haemophilus influeqzae, Neisseria meningitidis tipo A,
Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W,
Neisseria meningitidis tipo Y, Salmone//a typhi, 6 Hepatitis A.

Adicionalmente, también se proporciona un método para
inmunizar a un huésped humano'contra la enfermedad causada por
el poliovirus, y opcionalmente por Bordetella pertussis, Clostridium
tetani, Corynebacterium dipht;veriae, virus de Hepatitis B,
Haemophilus influenzae, Neisse(ia 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 inmunoprotectora de la
vacuna de la invencion. :

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona
como una cantidad que induzca uina respuesta inmunoprotectora sin
efectos secundarios adversos sig‘nificativos en las vacunas tipicas.
Esta cantidad variara dependiendo1 de cual inmundégeno especifico se
emplee, y de cémo se presente. En una realizacidén, cada dosis
comprenderad de 0.1 a 100 microgramos de sacarido; en otra
realizacion, cada dosis comprend:eré de 0.1 a 50 microgramos; en
una realizacién adicional, cada dosis comprenderd de 0.1 a 10

|
microgramos; y en todavia otra - realizacién, cada dosis comprendera

de 1 a 5 microgramos de sacarido.

94
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En una realizacion, el contenido de antigenos de proteina en la
vacuna estard en el intervalo de 1 a 100 microgramos; en otra
realizacion, el contenido de antilgenos de proteina en las vacunas
estarad en el intervalo de 5 a 50 microgramos; en una realizacion
adicional, el contenido de los antigenos de proteina en las vacunas
estara en el intervalo de 5 a 25 microgramos.

La preparacion de vacunas se describe en general en Vaccine
Design ["The subunit and adjuvar%t approach" (Editores Powell M. F.
y Newman M. J.) (1995) Pfenum Press, Nueva York]. La
encapsulacién dentro de Iiposoma‘s es descrita por Fullerton, Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica Namero 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. E\‘I 3D-MPL esta disponible en Ribi
Immunochem, EUA, y se da a conocer en la Solicitud de Patente
Britanica Numero 2220211 y en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 4,912,094, ‘EI QS21 se da a conocer en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5,057,540.

En una realizacién adicional de la invencién, se proporciona
una vacuna multivalente que comprende el poliovirus inactivado
(IPV) de la invencién, y opcionalmente Bordete/la pertussis de

células enteras muertas (Pw), toxoide de tétanos (TT), toxoide de
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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 puedie incluir en el antigeno superficial
de Hepatitis B.

En una realizacién, la cantigad de conjugado por dosis de 0.5
mililitros de vacuna a granel es menor de 10 microgramos (de
sacarido en el conjugado); en ,otra realizacion, la cantidad de
conjugado es de 1 a 7 microgramos; en otra realizaciéon, la cantidad
de conjugado es de 2 a 6 microgramos; o en una realizacidon

adicional es de aproximadamente 2.5, 3, 4, 6 5 microgramos.

Se apreciara 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 elaboracion de las
vacunas de la invencion, el cual pomprende 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 preparacién de la vacuna a
granel de la invencién con anti_‘genos adicionales agregara los
componentes del poliovirus inactivado a una mezcla de los

componentes D y T, es decir, los componentes DT se mezclan con
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los componentes del poliovirus inacfivado. Este orden de mezcla
permite que se ajuste la concentrécién ionica y/o el pH de la
compoéicic’m (por ejemplo, pH <7)‘lantes de la adicion de los
componentes de Pa 6 Pw. Tipica;mente, si se incluye en la
composicién, primero se agrega el H;B previamente adsorbido sobre
AIPO,, seguido por la adiciéon del DT previamente adsorbido sobre
Al(OH); 6 AIPO,, seguido por la adicion del TT previamente
adsorbido sobre AI(OH); 6 AIPO,, seguido por la adicién del
poliovirus inactivado opcionaimente: previamente adsorbido sobre
Al(OH);, 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 buede hacer la adicién del Pw
previamente adsorbido sobre AIPO4i Opcionalmente, los antigenos
Hib, Vi, MenA, MenC, MenW, MenY, MenB y/o HepA, ‘se pueden
agregar en cualquier punto de este ;‘)roceso. En una realizacion, los
antigenos Hib, Vi, MenA, MenC, MgnW, MenY, MenB y/o HepA se
agregan antes del ajuste del pH. En una realizaciéon, uno o mas
antigenos de la invencion son adsorbidos sobre fosfato de aluminio o
sobre hidréxido de aluminio, o sobre una mezcla de ambos. En otra
realizacion, los antigenos de la invencion se mezclan con un
excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la composicién de vacuna de la invencidn
se puede preparar en el siguient‘e orden: se agrega el HBsAg
previamente adsorbido, seguido por el toxoide de difteria

1

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 composiciéon de vacuna de la invencion
se puede preparar en el siguiente orden: se agrega el toxoide de
téetanos 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 previamente adsorbido.

En general, las composiciones de vacuna combinadas de
acuerdo con cualquier aspecto de la invencién 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 realizacidén, 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).
Administraciéon de las vacunas de la invencién

La invencidén proporciona un método para elevar una respuesta

95
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inmune en un mamifero, el cual comprende el paso de administrar
una cantidad efectiva de una vacuna de la invencién. Las vacunas se
pueden administrar profilacticamente (es decir, para prevenir la
infeccién). La respuesta inmune de preferencia es protectora, y
preferiblemente involucra anticuerpos. EI 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 dosificacion puede ser
un programa de una sola dosis o un programa de mulitiples 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 ano 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 fealizacién, el mamifero es un ser humano. Cuando la
vacuna es para uso profilactico, el ser humano de preferencia es un
nifo (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

M
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pueden utilizar para proteger o tratar a un mamifero susceptible a
infeccién, por medio de la administracion de esta vacuna
directamente a un paciente. El suministro directo se puede llevar a
cabo mediante administracién parenteral (intramuscularmente,
intraperitonealmente, intradérmicamente, subcutaneamente,
intravenosamente, o al espacio intersticial de un tejido); o mediante
administracién rectal, oral, vaginal, tépica, transdérmica, intranasal,
ocular, aural, pulmonar, u otra administracién a las mucosas. En una
realizacion, la administracion es mediante inyeccidén intramuscular en

el muslo o en el antebrazo. La inyecciéon puede ser por medio de una

aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica), pero de una manera

alternativa, ée puede utilizar una inyeccién sin aguja. Una dosis
intramuscular tipica es de 0.5 mililitros.

Las infecciones bacterianas afectan a diferentes areas del
cuérpo, y de esta manera, las composiciones de la invencidén se
pueden preparar en diferentes formas. Por ejemplo, las
composiciones se pueden preparar como inyectables, ya sea como
soluciones o0 suspensiones liquidas. La composicion se puede
preparar para administracion pulmonar, por ejemplo como un
inhatador, utilizando un polvo fino o aerosol. La composiciéon 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 y

colaboradores, 1998, APMIS, 106:800). Se ha reportado Ila

D
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administracion intranasal de éxito de las vacunas de DTP (Ryan y
colaboradores, 1999, Infect. Immun., 67:6270; Nagai vy
colaboradores, 2001, Vaccine, 19:4824).

En una realizacion, 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 realizacion
alternativa, los inventores prevén que el contenido de los primero y
segundo recipientes se pueda mezclar (opcionalmente de una
manera extemporanea) antes de su administraciébn 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 infeccibn bacteriana después de |la
administracion de la composicién de la invenciéon. Una manera de
verificar la eficacia del tratamiento profilactico involucra monitorear
las respuestas inmunes contra los antigenos después de |la
administraciobn de la composicién. La inmunogenicidad de Ilas
composiciones de la invencién se puede determinar mediante su
administracion a los sujetos de prueba (por ejemplo, nifios de 12 a
16 meses de edad, o modelos animales - Publicaciéon Internacional
Niamero WO 01/30390), y luego se determinan los parametros
inmunoldgicos 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

Jf
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antes de la administracién de la composicion. En lugar de evaluar la
eficacia protectora real en los pacientes, también se conocen
modelos animales e in vitro convencionales, y se correlaciona la
proteccion 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 propoésitos
de ilustracion, y no pretenden limitar el alcance de la invencién.
Ejemplo 1: Pruebas sobre las formulaciones de poliovirus
inactivado de dosis baja.

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

Las siguientes tablas presentan el método de adsorcion para D,

T, Pw, y HBsAg.

oA
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AIPO,

D (7.5 Lf/ 0.075 mg Al*")

Agitacion de 15 hasta 20 minutos a temperatura ambiente®

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

Agitacion desde 15 hasta 20 minutos a temperatura ambiente®

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 (recipiente de vidrio)
con agitacion (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 formulacién

A00
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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)
A% 0.075 mg
NaCl 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 ambiente

Ajustar a un pH 6.1 +/- 0.1

Agitacion 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)

NOF
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Agitacion 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 formulacion

Tabla 2

Método de produccion para adsorcion de toxoide de tétanos

COMPOSICION FINAL por dosis
Tétanos 3.25 Lf (+/- 360 Lf/mI)
Al%* 0.070 mg
NaCl 150 mM
pH 6.1 +/- 0.1
Volumen aproximadamente 9 ul

AIPO4

0.17 mg A**/d (Brenntag)

Ajustar el pH a un pH de 6.5 +/- 0.1

05
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Agitacion desde 15 minutos hasta 20 minutos a temperatura ambiente®

Verificar el pH de 6.5 +/- 0.1

Pw

2010uU/d

Agitacion desde 15 minutos hasta 45 minutos a temperatura ambiente®

Medir el pH

Almacenamiento a +2°C/+8°C

Tabla 3

Método de produccién para adsorcion de Pw

COMPOSICION FINAL por dosis

Antigenos Adyuvante | [AI**] (mg)
Pw 200U AIPO, 0.170mg
Al%* 0.170 mg AIPO,

NacCl 150 mM

pH 6.8

Volumen aproximadamente 65 ul

N05
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HBsAg
10 ug

A** 0.20 mg
AlIPO,

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® (adsorcién)

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

Agitacién 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 .
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Tabla 4

Método de produccién para adsorcion de HBsAg

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

Se probaron varias formulaciones diferentes:

. Una combinacion de toxoide de difteria, toxoide de
tétanos, células enteras de tosferina, y antigeno superficial de
Hepatitis B: DTPwse-HB como una referencia (DTPwge significa que
es una formulaciéon 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 el método de
produccion 2 (Tabla 5).

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

Hepatitis B, y poliovirus inactivado: DTPwge-HB-IPV con la adicién
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del IPV antes del Pw, formulada con el método de produccion 3
(Tabla 5).
. Una combinacion de toxoide de difteria, toxoide de

tétanos, -células enteras de tosferina, antigeno superficial de

"Hepatitis B, y poliovirus inactivado: DTPwge-HB-IPV con la adicién

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 uUnico 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 Internacionales/0.5

mililitros.
Paso Método de produccién 1: DTPwsg-HB
1 Agua para inyeccién para alcanzar un volumen de dosis
final de 0.5 mililitros.
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Paso Método de produccion 1: DTPwsg-HB
2 Agregar NaCl 1.5M para alcanzar una concentracién de
150 mM.
3 Agregar 115 microgramos de AlI** como el AIPOy,.
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 | Aimacenar de +2°C a +8°C.
Paso Método de produccién 2: IPV independiente

Agregar el IPV en una dosis de:

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

SO
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Paso Método de produccion 2: IPV independiente
40 U 8 IU 321U
201U 41U 16 1U
10 1U 21U 81U
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 producciéon 3: DTPwsg-HB-IPV
1 Agua para inyeccion 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 Al** como AIPO,.
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Paso Método de producciéon 3: DTPwge-HB-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 81U ' 321U
201U 41U 16 U
10 1U 21U 81U
51U 11U 41U
9 Agitacion.
10 Ajustar el pH a 6.5 +/- 0.1.
11 Agitacion.
12 Agregar 20 IOU de Pw adsorbido.
13 Agitacion.
14 Almacenar de +2°C a +8°C.

SN2
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Paso Método de produccion 3: DTPwge-HB-IPV
Paso Método de produccion 4: DTPwsg-HB-IPV
1 Agua para inyecciéon 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 3.25 Lf de toxoide de tétanos adsorbido.
4 Agregar el IPV en una dosis de:
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
40 1U 8IU 321U
20 1U 41U 16 IU
10 1U 21U 81U
51U 11U 41U
5 Agitacioén.
6 Agregar 115 microgramos de AlI** como AIPO,.
7 Agregar 10 microgramos de HBsAg adsorbido.
8 Agregar 7.5 Lf de toxoide de difteria adsorbido.

Y/
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Paso Método de produccion 3: DTPwgg-HB-IPV

9 Agitacion.

10 Ajustar el pH a 6.5 +/- 0.1.

11 Agitacion.

12 Agregar 20 IOU de Pw adsorbido.

13 Agitacion.

14 Almacenar de +2°C a +8°C.

Tabla 5. Método de produccidon por dosis de 0.5 mililitros

Método de produccion 5: Placebo

De acuerdo con el método de produccién 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,;, AIPO,, 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 formulacién del método de produccién 3, los tres

antigenos adsorbidos se agregan en secuencia a una suspensién que

o
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contiene agua, NaCl, y AIPO, libre. La mezcla se agita durante 60 a
75 minutos antes de la adiciéon del poliovirus inactivado. El pH se
ajusta a 6.5 antes de la adicién de los antigenos de Pw.

Para la formulacién del método de produccién 4, el antigeno T
se adsorbe sobre AI(OH);. Se agrega el antigeno T previamente
adsorbido a una suspensiéon 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 adiciéon del AIPO, libre. Entonces se
agrega el HBsAg previamente adsorbido, seguido por el 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 adicidén de
los antigenos de Pw.

El método de produccidén 3 se seleccioné eventualmente debido
a la facilidad de fabricacion, ya que este protocolo solamente
involucré un paso de agitacién. Durante el proceso de fabricacion 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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Determinacién de la potencia de polio sobre ratas mediante
seroneutralizacion.

Se determind la potencia de la vacuna mediante una prueba de
seroneutralizacién después de la inoculacién 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 inoculacion (periodo de inmunizacion), cada
animal se anestesio 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 Seroneutralizacién:

Los sueros se inactivaron mediante incubacién 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
dilucién 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 dilucién final se denomina
como "dilucién de trabajo". Cada diluciéon de trabajo se agreg6 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 apariciobn de efecto citopatogénico
correspondiente. Las titulaciones contra el virus de polio (tipos 1, 2,
y 3) corresponden al reciproco de la altima 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 titulacién
de anticuerpo neutralizante se expresa como el log, del inverso de la
dilucién 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 calcul6é la dilucion de la
vacuna, y subsiguientemente la cantidad de antigeno D que indujo a
los anticuerpos neutralizantes en el 50 por ciento de las ratas (EDsg)
mediante el analisis probit. La EDsy se expresé 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 midi6

la potencia relativa (RP) definida como la proporcién de dos

JE
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respuestas a la dosis equivalentes en una prueba de multiples 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 determinacién 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
medicién en unidades de antigeno D en las vacunas formuladas - no
se requiere para la mediciéon 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 centrifugaciéon 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 desorci6on al
granulo, la mezcla y la incubacién a temperatura ambiente. EI
primero y el segundo periodos de desorcion son de 2 horas, siendo
el periodo de incubacién para la tercera extraccién de una noche a

temperatura ambiente. Las cosechas de las tres extracciones se

y/4<
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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.

Cuantificacion del antigeno D mediante ELISA:

Las placas de microtitulacién se recubren con 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 + albiamina 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 preparacion
estandar trivalente hecha en casa contiene los antigenos 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 microtitulacion
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
sulfoxido 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
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bloqueo, que contiene H,SO,. Dentro de una hora, se lee la densidad
optica (O.D.) de cada pozo utilizando un fotometro establecido a 450
nanometros con una referencia a 620 nanémetros.

La concentracién del antigeno D en las muestras de prueba se
calcula a partir de la curva estandar obtenida mediante la graficacidn
de los valores de densidad o&ptica 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:
Verificacion 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 microtitulacién 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 saturacion (suero regulador de fosfato sin Ca y
Mg + albamina de suero bovino al 1 por ciento). Se agregan por
duplicado los controles (suero regulador de fosfato), el
sobrenadante, y el estandar no adsorbido hecho en casa.

Para todos los siguientes pasos, las placas de microtitulacion
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
solucion de sustrato, que contiene la tetrametil-benzidina disuelta en
sulfoxido de dimetilo (DMSO), y diluida en regulador de acetato que
contiene H,0, 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,. Dentro de una hora, se lee la densidad
6ptica (0.D.) de cada pozo utilizando un fotémetro prestablecido a
450 nanometros con una referencia a 620 nanémetros.

La verificacion de que estd compieta 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 verificaciédn de que esta 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
(lIoU).

Se puede determinar la concentracién celular (I0OU) utilizando
ya sea una solucion estandar de |IRPO (Preparacién de Opacidad de
Referencia Internacional) visual, o bien la medicion de absorbencia a
660 nandémetros.

Entonces se determina la opacidad de la suspensién de una
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sola cepa mediante la aplicaciéon de la ecuacion 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
Determinacién 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, 40:8:32 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
(EDs, expresada en Unidades Internacionales/dosis)

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

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

produccion 3

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

Evaluacién de la potencia del poliovirus inactivado con
dosificaciones reducidas de poliovifus inactivado.

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

Se examiné 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 produccién 3.

Se calculd el porcentaje de recuperacion 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 formulacién 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 formulacion que

contiene el 12.5 por ciento de poliovirus inactivado).

Tabla 9
Muestra T T2 T3
Verificacid Verificacis Verificaci

Potenciade dequeesta Potenciade dequeesta Potenciade dequeesta

polio (% de completa polio (% de completa polio (% 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
48% 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 | dequeestd | Potenciade | dequeestd | Potenciade | dequeesta
polio (% de completa polio (% de completa polio (% de completa
recuperacion) (%de recuperacion) (% de recuperacion) (%de
recuperacion) recuperacion) recuperacion)

produccién

3" 100%

1PV

DTPwge-

HB-IPV 1

"Método de 48% 31% 98% <5% 29% 64%

produccién

3" 50% IPV

DTPwse-

HB-IPV 2

"Método de 71% <5% 99% <5% 91% >5%

produccién

3" 50% IPV

DTPwsg-

HB-IPV 1

"Método de 54% 34% 115% <5% 33% 1%

produccién

3" 25% IPV

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

T1

T2

T3

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificaci
de queesta

(% de
recuperacion)

Potenciade
polio (% de
rectiperacion)

Vesificacié
dequeesta

(% de
recuperacion)

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificacion
de queesta

(%de
recuperacion)

HB-IPV 2
"Método de
produccién

3" 25% IPV

DTPwge-
HB-IPV
"Método de
produccion
3"12.5%

IPV

50%

24%

110%

<6%

28%

60%

DTPwge-
HB-IPV
"Método de
produccién

4" 100%IPV

41%

48%

93%

<5%

23%

51%

DTPwge-
HB-IPV

"Método de

47%

37%

98%

<5%

28%

69%

Ve
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Muestra

T1

T2

T3

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Verificacié
dequeesta

(%o de
recuperacion)

Potenciade
polio (% de
recuperacion)

Vesificaci6
dequeesta

(% de
recuperacion)

Potencia de
polio (%de
recuperacion)

Verificacion
de que esta

(Yode
recuperacion)

produccién

4" 50% IPV

DTPwge-
HB-IPV
"Método de
produccion

4" 25% IPV

51%

28%

80%

<5%

33%

61%

DTPwge-
HB-IPV
"Método de
produccién
4" 12.5%

PV

42%

22%

100%

<5%

40%

58%

Placebo
"Método de
produccién
5" 100%

IPV

86%

<5%

98%

<5%

107%

<6%

N2
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Muestra T T2 T3
Verificacié Verificacié Verificaci6
Potenciade dequeesta Potenciade dequeesta Potencia de de queesta
polio (% de completa polio (% de completa polio (% de completa
recuperacion) (%de recuperacion) (%de recuperacion) (%de
recuperacion) recuperacion) recuperacion)
Placebo
"Método de
94% <5% 110% <5% 111% <5%
produccién
5" 50% IPV
Placebo
"Método de
80% <5% 100% <5% 104% <5%
produccién
5" 25% IPV
Placebo
"Método de
produccion 72% <5% 100% <5% 98% <5%
5" 12.5%
1PV

La Tabla 9 muestra que la verificacién 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 formulacion 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 verificacion de que estd completa
en el poliovirus inactivado, debido al hecho de que el método de
cuantificacién de verificacion de que esta 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 examin6 la potencia relativa (expresada en comparacién
con la vacuna de Poliorix de referencia) de una dosis reducida de
poliovirus inactivado para ambas formulaciones de los métodos de
produccién 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 formulaciéon para el método de produccién 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 produccion 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

A20
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es similar para la formulaciéon del método de produccion 3, y para la
formulacién del método de producciéon 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
demostracion de la actividad antimicrobiana de la vacuna probada.
La prueba consiste en:

- Estimulo de la preparacion de vacuna, en su paso de
recipiente final, con un indculo prescrito de microorganismos
adecuados,

- Almacenamiento de Ila preparacién 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 evalia la actividad
antimicrobiana mediante la comparacién de la reduccion en el
numero de microorganismos viables con los criterios mencionados en

la siguiente tabla (Tabla 7).

N
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Tabla 7

Criterios de EP y USP

Criterios: Reduccién log
Microorganismos Tiempo
5 EPA |EPB | EP C | 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*
10
Levadura y Mohos -
d7 2 Ni*
Candida albicans
d14 1 Ni* Ni*
Aspergillus niger
d28 Ni* Ni* Ni* Ni*
15 Nr*: No se recuperd.
Ni: No aumenté.
Ejemplo 3: Efecto del componente de Hib sobre la potencia
del poliovirus inactivado y sobre la estabilidad del poliovirus
20 inactivado a través del tiempo.

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

25 través del tiempo con diferentes dosis de poliovirus inactivado. Las

172
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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 relacion con DTPalPVHB (Pediarix)
(Figura 3a) o con Poliorix (Figura 3b). Se encontr6 que el
componente de Hib no tiene impacto alguno sobre la potencia del
poliovirus inactivado. Se encontré6 que la potencia relativa del

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

Ejemplo 4: Efecto de la proporcion de AIPO,/AI(OH); sobre
el aspecto visual, la adsorcion 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 DTPwsr-HB-IPV normalmente contienen
630 microgramos de aluminio: 560 microgramos de AlI** como AIPO,,
70 microgramos de AlI** como AI(OH);. Se utilizan sales de aluminio
para adsorber D, T, Pw, y HBsAg. Se agregan 115 microgramos de
AI®* del AIPO, libre durante la formulacion.

Las formulaciones se llevaron a cabo con las siguientes

|3

proporciones de Al°" libre.

V%,
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Tabla 10

Proporcion de AIPO4/AI(OH);

Al(OH); AIPO,

ug AP’ ug AP
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 produccién 3: DTPwgg-HB-IPV
Agua para inyeccién para alcanzar un volumen
1
de dosis final de 0.5 mililitros.
Agregar NaCl 1.5M para alcanzar una
2
concentracién final de 150 mM.
3 Agregar 115 microgramos de Al** en diferentes

A4
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Paso | Método de produccion 3: DTPwgg-HB-IPV
concentraciones de AI(OH)3;/AIPO4.
4 Agregar 10 microgramos de HBsAg adsorbido.
5
5 Agregar 7.5 Lf de toxoide de difteria adsorbido.
Agregar 3.25 Lf de toxoide de tétanos
6
adsorbido.
10 7 Agitacion.
Agregar el poliovirus inactivado en una dosis
8
de 40/8/32 Unidades Internacionales.
9 Agitacion.
15 10 Ajustar el pH a 6.5 + 0.1.
11 Agitacion.
12 Agregar 20 10U de Pw adsorbido.
13 Agitacion.
20
14 Almacenar de +2°C a +8°C.
Se observd el aspecto visual y, hasta la proporciéon de 69/46,
se obtiene una acumulacién aceptable.
25 Las formulaciones se llevaron a cabo con el mismo método de

ANy
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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 adsorcion 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 12y 14.

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

intervalo de dosis del poliovirus inactivado

PROPORCION DE AI(OH);/AIPO,

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

TO0 |[7d37°C| TO |(7d37°C | TO |7d37°C

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

25% <1% 29% <1% 15% <1% 5%
Pwsk

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

100% 4% 49% | <1% | 23% |[<1% 11%

VIS
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Tabla 13

Porcentaje de desorciéon del toxoide de T en DTPwWHB-IPV con

5 intervalo de dosis de poliovirus inactivado

PROPORCION DE AI(OH);/AIPO,
Dosis de IPV 0/115 23/92 46/69
10
TO0 |(7d37°C |TO |7d37°C | TO |7d37°C
0% <1% 34% <1 12% /
25% <1% 50% <1 32% <1% 12%
Pwse
15 50% 5% 61% <1 51% <1% 33%
100% 8% 63% <1 41% <1% 29%
Siguié la adsorcion del poliovirus inactivado. La estabilidad de
la adsorcién fue seguida por un tratamiento de 21 dias a 25°C.
20
Tabla 14
Porcentaje de desorcion del poliovirus inactivado en DTPwHB-
IPV con un intervalo de dosis de poliovirus inactivado
25

A



100

Estimacion de Ag no adsorbido
PV .
PROPORCION DE AI(OH),/AIPO,
0/115 23/92 46/69
5
Dosis | Tipo T0 21d25°C T0 21d25°C T0 21d25°C
0% N/A N/A N/A N/A N/A ACUMULACION
Tipo 1 | ~10-20% | ~20-30% | ~10-20% | ~20-30% | <10% | ~20-30%
10 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% . ) 0 0, 0 0, 0,
15 Tipo 2 | ~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%
0
100% | Tipo 2 | ~10-20% | ~10-20% | <10% | <10% | <10% | <10%
20
Tipo3 | >30% >30% | ~20-20% { >30% 30% >30%
El aumento del contenido de AI(OH); en las formulaciones
permite tener una mejora de adsorcion para D, T, e IPV.
La mejor proporcion de adsorcién obtenida fue con la
25

proporcion de AI(OH)3;/AIPO, de 46/69.
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En esta proporcion:

. La adsorcion de T y D esta completa en el T0. La
desorcidén después de un estudio de estabilidad acelerada de 7 dias
a 37°C presenta un <20 por ciento de desorcién para D, un <30 por
ciento para T.

. Cada tipo de poliovirus inactivado es adsorbido. La
desorcion 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 EDs,

Tipo1 | Tipo2 | Tipo 3
DTPw-HB-IPV
100%/HIB <1.93 <0.64 2.57
Proporcién 46/69
DTPw-HB-IPV
50%/HIB <1.59 0.46 <1.67
Proporcién 46/69
DTPw-HB-IPV

3.08 0.96 3.25

25%/HIB

A7
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Muestra EDs,

Tipo1 | Tipo 2 | Tipo 3

Proporciéon 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 (ECsg) entre las formulaciones
de DTPw-HB-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: Evaluacién clinica de la vacuna de investigacion
de DTPwHB-IPV/Hib con dosificaciones reducidas de poliovirus
inactivado.

Se planea un estudio de factibilidad en Fase |l, para evaluar la
inmunogenicidad, la reactogenicidad, y la seguridad de tres
formulaciones diferentes de la vacuna de DTPw-HBV-IPV/Hib de
investigaciobn de GSK Biologicals, comparandose con las vacunas
comerciales de DTPw-HBV/Hib e IPV administradas de una manera
concomitante.

. Indicacion/Poblaciones:

N4
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Inmunizacidén primaria para bebés sanos en 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.

v Demostrar la no inferioridad de la vacuna de DTPw-HBV-
IPV (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 vacunacion 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
(dosis esténdar)/Hib) en términos de indices de seroproteccion para
cada uno de los tres tipos de poliovirus es de <10 por ciento.

i Demostrar la no inferioridad de la vacuna de DTPw-HBYV-

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

J 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 (D'wa-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.

. 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

AP
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vacuna, en comparacién 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.

J 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 vacunacion 3.

. Formulaciones de Vacuna:

Tabla 16

Formulaciones de vacunas

Vacuna Formulacion/Dosis Presentacion Volumen

142
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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 IU (3.25 Lf).
Bordetella pertussis,
muerta: no menos de 4 U
(20 OL).

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.

VL=
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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

4g.

Granulo secado
por congelacién en
frascos de una sola

dosis.

Yoy
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Vacuna Formulacién/Dosis Presentacion Volumen
DTPw-HBV- Toxoide de difteria: no Liquido blancuzco | 1 mililitro de la
IPV/Hib menos de 30 IU (7.5 Lf). en frascos de dos | vacuna

(Zilbrix®R Hib)
de GSK

Biologicals

Toxoide de tétanos: no
menos de 60 IU (3.25 Lf).
Bordetella pertussis,
muerta: no menos de 4 U
(20 OL).

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

Tiomersal: 8 ug.

dosis.

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

ug.

Granulo secado
por congelacién en
frascos de dos

dosis.

reconstituida.

IPV de GSK

Biologicals

(Poliorix"R)

Poliovirus inactivado tipo
1: 40 unidades de

antigeno D.

Liquido blancuzco
en frascos de una

sola dosis.

0. 5 mililitros.

N
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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
fosfato.

Contiene aminoacidos
para inyeccion, cantidad
suficiente hasta 0.5

mililitros.

PRE-ADSORCION DE LOS ANTIGENOS

La formulacién 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 Hepatitis

B (HBV), y el poliovirus inactivado (IPV). Estos antigenos, excepto el
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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 inyeccion.
Adsorcion del toxoide de difteria
El concentrado purificado de difteria se adsorbidé sobre fosfato
de aluminio en una proporciéon 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 ajusté a un pH
de 5.1 + 0.1, seguido por agitacién durante 15 hasta 45 minutos. La
mezcla se almacend6 durante una semana a 37°C. Después de agitar
durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente, el pH se ajusté
aun pH de 6.1 + 0.1. El concentrado adsorbido se almacené a +2°C -
+8°C durante cuando menos 7 dias an‘tes de la formulacién final de
la vacuna de DTPw-HB-IPV. La Figura 1 que se encuentra
posteriormente resalta el proceso de manufactura de adsorciéon del
volumen de difteria previamente adsorbido.
Diagrama de flujo de adsorcion de toxoide de difteria
AIPO,
v
D (15 Lf/0.15 mg Al*")
v
Agitacion durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente
{
Ajustar y verificar el pH (5.1 + 0.1)

v

VL
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Agitacion durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente
{
Adsorcion 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
Adsorciéon de toxoide de tétanos
- El' concentrado de tétanos purificado se adsorbido sobre
hidroxido de aluminio en una proporcién de 3.25 Lf/0.07 mg de Al®".
Los dos componentes se agitaron durante 15 hasta 20 minutos. EI-pH
se ajust6 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 almacené a +2°C - +8°C durante
cuando menos 14 dias antes de la formulacién final de la vacuna de
DTPw-HBV-IPV.
Diagrama de flujo de adsorcion de toxoide de tétanos
AI(OH);

¥

yZii
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T (3.25 Lf/0.07 mg AI**)
i
Agitacion durante 15 hasta 20 minutos a temperatura ambiente
{
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
Agitaciéon durante 15 hasta 45 minutos a temperatura ambiente
{
Ajustar y verificar el pH (6.1 + 0.1)
i
Almacenar un minimo de 14 dias a +2°C - +8°C antes de la

formulacion

Adsorcién 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 AI** (como fosfato de aluminio), NaCl 150 mM, en un

volumen final de aproximadamente 50 microlitros.

Procedimiento de adsorcion de HBsAg
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HBsAg (10 ¢g/0.5 ml)
V
Al** (0.2 mg/0.5 ml) (AIPO,)
{
Agitacion durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente
{
Ajustar y verificar el pH (5.3 + 0.1)
d
Agitacion durante 16 a 24 horas a temperatura ambiente
i
Ajustar el pH a 6.1 + 0.1
¢
Almacenar durante 14 dias a temperatura ambiente
!

Almacenamiento a 4°C

Adsorciéon del antigeno de Pw.

La solucion de AIPO, se transfiri6 asépticamente a un
recipiente estéril. La solucion se agité durante 5 a 10 minutos, y el
pH se ajusté a 6.5 + 0.1 con HCI 1M o con HCI 0.5M directamente en
el recipiente. La solucidén se agitdé durante 15 a 20 minutos. El pH se
verificd (6.5 + 0.1) y se ajustd si era necesario.

Antes de la adsorcién, se mezclé la cosecha reservada de
tosferina (PPH) durante un minimo de 15 minutos antes de usarse, y

luego se agregd la PPH al recipiente estéril que contenia el AIPO,.
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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 distribucion. Se
tomaron muestras para 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 adsorciéon de Pw

Transferir AIPO,4 a un recipiente de acero inoxidable estéril

{
Ajustar el pH a 6.5 + 0.1

¥

Agitaciéon durante 15 a 20 minutos a temperatura ambiente
¥

Verificar el pH y ajustar si es necesario (6.5+0.1)
4
Agregar el PPH al recipiente de acero inoxidable estéril
{
Agitacion durante minimo 15 minutos a temperatura ambiente
¢
Distribuciéon en frascos de vidrio

¥

VANYA
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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 mezcldé la solucién de cloruro de sodio y agua para
inyeccién con el objeto de alcanzar una concentracién final de NaCl
150 mM.

- Se agregd AIPO, con el objeto de obtener una

concentracion de Al®*

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 agregd el poliovirus inactivado con el objeto de
obtener una concentracién final de 40/8/32 o de 19.6/3.9/15.7 o de
10.4/2.1/8.3 Ul/d.

- Agitacién suave durante 60 hasta 120 minutos a
temperatura ambiente.

- Se ajusté 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 concentracion final de 20 IOU por dosis de 0.5

mililitros.

A3
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- Agitacion durante 15 a 45 minutos a temperatura
ambiente.

- Se midié el pH.

- El volumen final se almacendé entre +2°C y +8°C, hasta

llenarse.

Diaigrama de flujo de formulacién de|la vacuna de DTPw-HBV
Agua para inyeccion hasta 0.5 ml
¥
NaCi 1.5M a 150 mM
¥
AIPO, (115 ug Al3Y)
¥
HBsAg adsorbido: 10 yg
i
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
4
Agitaciéon durante 60 minutos hasta 120 miinutos a temperatu.ra
ambiente
¥

Ajustar y verificar el pH (6.5\+ 0.1) .
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¥
Pw adsorbido: 20 10U
i
Agitacion durante 15 minutos hastal45 minutos a temperatura

ambiente

Ejemplo 6: Evaluacion clinica de}la vacuna de DTPa-HBV-
IPV/Hib de investigacion, con dosificaciones reducidas de HIV e
IPV.

Se planea un estudio de exploraciénen 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 contraj 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 sanoslen 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 rpor 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 par ciento de dosis

/A3y
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estandar)/Hib: 5 microgramos.
Vacuna de DTPa-HBV-IPV (26

estandar)/Hib: 2.5 microgramos.
Vacuna de DTPa-HBV-IPV/Hib.
Vacunas de DTPw-HBV/Hib + IPV.

. Objetivos Primarios:

Evaluar la inmunogenicidad de |la
DTPa-HBV-IPV/Hib en términos de la reis

antigenos de polio (polio 1, 2, y 3).

. Objetivos Secundarios:

Inmunogenicidad

por ciento de dosis

s vacunas candidatas de

puesta al PRP y a los tres

Evaluar la inmunogenicidad de todes las vacunas en estudio en

términos de la respuesta a todos los antigenos de vacuna.

Reactogenicidad

Evaluar la reactogenicidad y la seiguridad de las vacunas en

estudio, en términos de sintomas
solicitados, y eventos adversos graves.

. Programa de Vacunacion

Programa de vacunacion primariz“l
semanas de edad. Todos los sujetos recib;
al nacer.

. Pais:
TBC.

. Muestreo de Sangre:

solicitados, sintomas no

de tres dosis a las 6

en una dosis de Hepatitis B

N35
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Antes y después de la vacunacidon 3.

. Formulaciones de Vacuna:

La vacuna esta constituida de'
(DTPa-HB-IPV) y una parte secada por
Los D, T, PT, FHA, PRN,

preliminarmente. Se mezclan agus

dos partes: una parte liquida
congelacion (Hib).
y HBsAg se pre-adsorben

y NaCl con los diferentes

antigenos. La mezcla se agita para homogeneizarse, y se ajusta el

pH. La composicién final de la parte|de DTPa-HB-IPV de la vacuna

se presenta en la siguiente tabla.

Tabla 17

Composicién para una dosis human

a de 0.5 mililitros 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 40 619.6 6 10.4 U




120

IPV tipo 2 863.962.11U

IPV tipo 3 32 6|15.7u 8.3 1U

A% De 700 a 790 ug

El Hib se adsorbe previamente,| El Hib previamente adsorbido
se mezcla con sacarosa o lactosa antes del secado por congelacién.

La cantidad de Hib serad de 2.5 6 de 5|6 de 10 microgramos por dosis

10

15

20

25

humana. El contenido de aluminio sera de 30 a 120 microgramos de

AP** como AIPO, por dosis humana.

P
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REIVINDICAGIONES

1. Una vacuna de poliovirus;

inactivado, 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.

2. Una vacuna de poliovirus

inactivado, la cual comprende

el 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.

3. La vacuna de la reivinc
poliovirus inactivado tipo 1 esta prese
del 30 al 45 por ciento, del 33 al 40‘
ciento de una dosis estandar de 40 un

4. La vacuna de la reivind
poliovirus inactivado tipo 1 esta prese
del 30 al 45 por ciento, del 33 al 40

ciento de una dosis estandar de 40 uj

mililitros.

5. La vacuna de las reivigdicaciones 1

comprende adicionalmente el poliovi
dosis de 8 a 20 unidades de antige
antigeno D, de 10 a 18 unidades de ar
de antigeno D, de 12 a 16 unidades

unidades de antigeno D; por ejemplo,

unidades de antigeno D.

icacion 1 6 2, en donde el
nte en del 26 al 49 por ciento,
por ciento, o del 35 al 37 por
dades de antigeno D.

icacibon 1 6 2, en donde el
nte en del 26 al 49 por ciento,
por ciento, o del 35 al 37 por
nidades de antigeno D por 0.5

a 4, la cual

rus inactivado tipo 3 en una
10 D, de 9 a 19 unidades de

tigeno D, de 11 a 17 unidades

de antigeno D, o de 13 a 15

de alrededor o exactamente 14

A9
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6. La vacuna de las reiv|

comprende adicionalmente el polio\

ndicaciones 1 a 4, la cual

irus inactivado tipo 3 en una

cantidad de 8 a 20 unidades de antigeno D, de 9 a 19 unidades de

antigeno D, de 10 a 18 unidades de a

de antigeno D, de 12 a 16 unidades

ntigeno D, de 11 a 17 unidades

de antigeno D, o de 13 a 15

unidades de antigeno D por 0.5 mililitros; por ejemplo, de alrededor o

exactamente 14 unidades de antigenc

7. LLa vacuna de la reivindicacion 5 6 6,

poliovirus inactivado tipo 3 esta en ui
20 unidades de antigeno D.

8. La vacuna de la reivine
poliovirus inactivado tipo 3 esta en ur
de 20 unidades de antigeno D por 0.5]

9. Una vacuna de poliovirus
el poliovirus inactivado tipo 3 en una «
unidades de antigeno D, de 9@ a 19 ui
18 unidades de antigeno D, de 11 a
12 a 16 unidades de antigeno D, o de
D; por ejemplo, de alrededor o exacta
D.

10. Una vacuna de poliovirus
el poliovirus inactivado tipo 3 en una c‘
20 unidades de antigeno D, de 9 a 19|
a 18 unidades de antigeno D, de 11 a

12 a 16 unidades de antigeno D, o de

D por 0.5 mililitros.

en donde el
a dosis mayor de 8 y menor de
icacion 5 6 6, en donde el
a cantidad mayor de 8 y menor
mililitros.

inactivado, la cual comprende
josis mayor de 8 y menor de 20
vidades de antigeno D, de 10 a
17 unidades de antigeno D, de
13 a 15 unidades de antigeno

mente 14 unidades de antigeno

inactivado, la cual comprende
antidad mayor de 8 y menor de
unidades de antigeno D, de 10
17 unidades de antigeno D, de

13 a 15 unidades de antigeno
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D por 0.5 mililitros; por ejemplo, de alrededor o exactamente 14

unidades de antigeno D por 0.5 mililit

11. La vacuna de la reivindicz‘
adicionalmente el poliovirus inactivac
20 unidades de antigeno D, de 11 a|
12 a 18 unidades de antigeno D, de 1‘
de 14 a 16 unidades de antigeno L
exactamente 15 unidades de antigenc

12. La vacuna de la reivindice
adicionalmente el poliovirus inactivad‘

a 20 unidades de antigeno D, de 11 a

[OS.

cion 9 6 10, la cual comprende
o tipo 1 en una dosis de 10 a
19 unidades de antigeno D, de
3 a 17 unidades de antigeno D,
; por ejemplo, de alrededor o
D.

cion 9 6 10, la cual comprende
o tipo 1 en una cantidad de 10

19 unidades de 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 p«

alrededor o exactamente 15 unidg
mililitros.
13. La vacuna de las reivil

comprende adicionalmente el

dosis de 2 a 4 unidades de antigeno [Ci.

14. La vacuna de las reivil
comprende adicionalmente el poliovi
cantidad de 2 a 4 unidades de antigen

15. La vacuna de la reivindi
poliovirus inactivado tipo 2 esta pres

unidades de antigeno D y menor de 4

una dosis de alrededor o exactamente

yr 0.5 mililitros; por ejemplo, de

des de antigeno D por 0.5

1dicaciones 1 a 12, la cual

poliovirus inactivado tipo 2 en una

dicaciones 1 a 12, la cual

rus inactivado tipo 2 en una
o D por 0.5 mililitros.

‘:acic’)n 13 6 14, en donde el
ente en una dosis mayor de 2
unidades de antigeno D, o en

3 unidades de antigeno D.

e,
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16. La vacuna de

la reivindicacion 13 6 14, en donde el

poliovirus inactivado tipo 2 esta presente en una cantidad mayor de 2

unidades de antigeno D y menor de 4

mililitros, o en una cantidad de alreciedor o exactamente 3 unidades

de antigeno D por 0.5 mililitros.

17. La vacuna de las reivind

icaciones 1 a 16, en donde el

valor de potencia relativa es de cuando menos 0.85, 0.9, 0.95, 6 1,

cuando se compara con una vacuna que comprende 40 unidades de

antigeno D del poliovirus inactivado tij

18. La vacuna de las reivind
valor de potencia relativa es de cuat
cuando se compara con una vacuna:
antigeno D del poliovirus inactivado ti

19.

po 1.

caciones 1 a 17, en donde el
do menos 0.85, 0.9, 0.95, 6 1,
que comprende 8 unidades de

po 2.

La vacuna de las reivindicaciones 1 a 18, en donde el

valor de potencia relativa es de cuarldo menos 0.85, 0.9, 0.95, 6 1,

cuando se compara con una vacuna
antigeno D del poliovirus inactivado ti
20. La vacuna de las reivi

comprende adicionalmente el toxoi

que comprende 32 unidades de

po 3.

ndicaciones 1 a 19, la cual

le de difteria, opcionalmente

adsorbido sobre hidroxido de alumini® o sobre fosfato de aluminio o

sobre una mezcla de ambos.
21. La vacuna de las

comprende adicionalmente el

adsorbido sobre hidroxido de aluminic

sobre una mezcla de ambos.

reivindicaciones 1

toxoide de tétanos,

a 20,
opcionalmente

o sobre fosfato de aluminio o

unidades de antigeno D por 0.5

la cual’

yza
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22. La vacuna de las reiv

ndicaciones 1 a 21, ia cual

comprende adicionalmente Bordetella pertussis de células enteras

muertas, sustancialmente
adsorbido sobre hidroxido de aluminiri
sobre una mezcla de ambos.
23. La vacuna de las reivi
comprende adicionalmente dos o
acelulares (Pa) (por ejemplo,
hemaglutinina filamentosa (FHA), y p
adsorbidos sobre hidroxido de alumini

sobre una mezcla de ambos.

libre de

ltoxoide de

tiomersal, opcionaimente

o0 0 sobre fosfato de aluminio o
la cual

ndicaciones 1 a 21,

rmas componentes de tosferina

tosferina (PT),
ertactina (PRN)), opcionalmente

o o sobre fosfato de aluminio o

24. Una vacuna de DTP, la cu
tiomersal, y la cual comprende uno o
inactivado seleccionados a partir del ¢

a. poliovirus inactivado
unidades de antigeno D, de 11 a 32 u
28 unidades de antigeno D, de 13 a

14 a 20 unidades de antigeno D, o d¢

D, o de alrededor o exactamente 18 u

al esta sustancialmente libre de

‘més componentes de poliovirus
Jrupo que consiste en:

tipo 1 en una dosis de 10 a 36
nidades de antigeno D, de 12 a
‘24 unidades de antigeno D, de
15 a 19 unidades de antigeno

ridades de antigeno D;

b. poliovirus inactivado| tipo 2 en una dosis de 2 a 7

unidades de antigeno D, de 3 a 6 uniclades de antigeno D, ode 4 a5

unidades de antigeno D; y

cC. poliovirus inactivado

tipo 3 en una dosis de 8 a 29

unidades de antigeno D, de 9 a 26 uriidades de antigeno D, de 10 a

23 unidades de antigeno D, de 11 a

20 unidades de antigeno D, de

S62
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12 a 17 unidades de antigeno D, o d
D.

25. La vacuna de la reivindic
poliovirus inactivado tipo 1 en una
antigeno D, de 11 a 32 unidades de
de antigeno D, de 13 a 24 unidad
unidades de antigeno D, o de 15 a 1

alrededor o exactamente 18 unidades

e 13 a 14 unidades de antigeno

aciéon 24, la cual comprende el
dosis de 10 a 36 unidades de
:mtigeno D, de 12 a 28 unidades
s de antigeno D, de 14 a 20

9 unidades de antigeno D, o de

de antigeno D.

26. La vacuna de la reivi
comprende el poliovirus inactivado

unidades de antigeno D, de 3 a 6 uni
unidades de antigeno D.

27. La vacuna de las

reivindicaciones 24 a 26,

ndicacién 24 6 25, la cual
tipo 2 en una dosis de 2 a 7

dades de antigeno D, ode 4 a5

la cual

comprende el poliovirus inactivado tipo 3 en una dosis de 8 a 29

unidades de antigeno D, de 9 a 26 u
23 unidades de antigeno D, de 11 a
12 a 17 unidades de antigeno D, o d
D.

28. La vacuna de las

reivindicaciones 1

nidades de antigeno D, de 10 a
20 unidades de antigeno D, de
¢ 13 a 14 unidades de antigeno

a 27, la cual

comprende el poliovirus inactivado ti|})o 1 adsorbido sobre hidroxido

de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla de

ambos.

29. La vacuna de las reivi

ndicaciones 1 a 28, la cual

comprende el poliovirus inactivado tig

de aluminio o sobre fosfato de aluil

0 2 adsorbido sobre hidroéxido

ninio o sobre una mezcla de

NEE-
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ambos.

30. La vacuna de las

reivindicaciones 1

a 29, la cual

comprende el poliovirus inactivado tipo 3 adsorbido sobre hidréxido

de aluminio o sobre fosfato de alu

ambos.

31. La vacuna de las reivindicaciones 1

minio o sobre una mezcla de

a 30, la cual

comprende los poliovirus inactivados tipos 1, 2, y 3, adsorbidos

sobre una sal de aluminio.

32. La vacuna de las reivi
comprende los poliovirus inactivado:
sobre hidroxido de aluminio o sobre f
mezcla de ambos.

33. La vacuna de las reivil
comprende el toxoide de difteria o
hidroxido de aluminio o sobre fosfato «
de ambos.

34. La vacuna de las

comprende el toxoide de tétanos o

reivindicaciones 1

ndicaciones 1 a 31, la cual
s tipos 1, 2, y 3, adsorbidos
osfato de aluminio o sobre una
1dicaciones 1 a 32, la cual
pcionalmente adsorbido sobre
e aluminio o sobre una mezcla
a 33, la cual

bcionalmente adsorbido sobre

hidroxido de aluminio o sobre fosfato de aluminio o sobre una mezcla

de ambos.

35. La vacuna de las

reivindicaciones 1

a 34, la cual

comprende Bordetella pertussis de céllulas enteras muertas, o dos o

mas componentes de tosferina acell
FHA, y PRN), opcionalmente adsorbido

36. La vacuna de las

reivindicaciones 1

lares (Pa) (por ejemplo, PT,
s sobre fosfato de aluminio.

a 35, la cual

HES



10

15

20

25

- no adsorbido sobre un adyuvante.

128

comprende adicionalmente el antigeno superficial de Hepatitis B,

sustanciaimente libre de tiomersal, ©

fosfato de aluminio.

pcionalmente adsorbido sobre

37. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 36, la cual

comprende adicionalmente un conjugado de una proteina portadora y

el sacarido capsular de Haemophlilus

opcionalmente adsorbido sobre fosfejt
sobre un adyuvante.
reivin

38. La vacuna de las

influenzae tipo B (Hib),

o de aluminio o no adsorbido
dicaciones 1

a 37, la cual

comprende adicionalmente uno o més conjugados de una proteina

portadora y un sacarido capsular de¢

partir del

meningitidis tipo C, Neisseria menj
meningitidis tipo Y, opcionalmente @

aluminio o sobre fosfato de aluminio o!

39. La vacuna de las rei'vin‘
comprende adicionalmente una vesic
Neisseria menihgitidis tipo B (Ment
sacarido capsular MenB conjugado, c‘
opcionalmente adsorbido sobre hidréxi‘
de aluminio o sobre una mezcia de an
adyuvante.
las

40. La vacuna de

comprende adicionalmente un sacar

grupo de Neisseria meningitidis

reivindicaciones 1 .a 39,

una bacteria seleccionada a
tipo A, Neisseria

ngitidis tipo W, y Neisseria

idsorbidos sobre hidroxido de

sobre una mezcla de ambos, o

dicaciones 1 la cual

a 38,
ula de membrana externa de
3) o lipo-oligosacarido o un
un derivado de los mismos,

do de aluminio o sobre fosfato

bos, o no adsorbido sobre un

la cual

do Vi de Salmonelia

typhi

%
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conjugado con una proteina portadora, opcionalmente adsorbido

sobre hidroxido de aluminio o sobre

mezcla de ambos, o no adsorbido sob

41. La vacuna de las reivii

comprende adicionalmente un

opcionalmente adsorbido sobre hidrd»

fosfato de aluminio o sobre una

re un adyuvante.
ndicaciones 1 a 40, la cual
antigeno de Hepatitis A,

ido de aluminio o sobre fosfato

de aluminio o sobre una mezcla de ambos.

42. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 41, la cual

comprende DT que esta presente 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.

43. La vacuna de las reiviridicaciones 1 a 41, la cual

comprende DT que esta presente en
de 1 a 4 Lf, o de aproximadamente o

0.5 mililitros.

i4na cantidad menor de 5 Lf, o

exactamente 2 Lf por dosis de

44 La vacuna de las reivindicaciones 1 a 43, la cual

comprende TT que esta presente en upa cantidad de 2.5 a 30 Lf, de

3 a 20 Lf, de 5 a 15 Lf, o de exactamente o aproximadamente 10 Lf

por dosis de 0.5 mililitros.

45. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 44, l|la cual

comprende Pa que comprende PT

microgramos, de 5 a 40 microgramos,

€en una cantidad de 2 a 50

de 10 a 30 microgramos, o de

exactamente o aproximadamente 25 miicrogramos por dosis de 0.5

mililitros.

46. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 45, la cual
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comprende Pa que comprende PT enjuna cantidad de exactamente o

aproximadamente 2.5 u 8 microgramcs por dosis de 0.5 mililitros.

47. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 46, la cual
comprende Pa que comprende FHA en una cantidad de 2 a 50
microgramos, de 5 a 40 microgramos} de 10 a 30 microgramos, o de
exactamente o aproximadamente 25 !microgramos por dosis de 0.5

mililitros.

48. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 47, la cual
comprende Pa que comprende FHA el una cantidad de exactamente
0 aproximadamente 2.5 u 8 microgrambs por dosis de 0.5 mililitros.

49. La vacuna de las reiviridicaciones 1 a 48, la cual
comprende 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 niicrogramos por dosis de 0.5

mililitros.

50. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 49, la cual
comprende Pa que comprende PRN enjuna cantidad de exactamente
o alrededor de 0.8 6 2.5 microgramos por 0.5 mililitros.

51. La vacuna de las reivincicaciones 1 a 44, la cual
comprende Pw que esta presente en una cantidad de 5 a 50 |IOU, de
7 a 40 10U, de 9 a 35 10U, de 11 a 30 |OU, de 13 a 25 IOU, de 15 a
21 10U, o de alrededor o exactament‘:-e 20 IOU por dosis de 0.5

mililitros.

52. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 51, la cual

comprende HB que esta presente en| una cantidad de 5 a 20

NEE
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microgramos, de 8 a 15 microgramos, o de aproximadamente o
exactamente 10 microgramos por 0.5 mililitros.

53. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 52, Ié cual
comprende Hib que ésté presente |en una cantidad de 5 a 20
microgramos, de 8 a 15 microgramos, o de aproximadamente o
exactamente 10 microgramos de sacagido por dosis de 0.5 mililitros.

54. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 52, la cual
comprende Hib que estad presente {en una cantidad de 1 a 6
microgramos, de 2 a 4 microgramos, |0 de alrededor o exactamente

2.5 microgramos de sacarido por dosis|de 0.5 mililitros.

55. La vacuna de las reivindicaciones 1 a 54, la cual

comprende adicionalmente uno o mas adyuvantes seleccionados a -

partir del grupo que consiste en: una sal de aluminio, tal como
hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio, una sal de calcio, hierro
0 zinc, una suspensioén insoluble de tirosina acilada o de azucares

|

acilados, sacaridos cationicamente 0
polifosfazenos, microesferas biodegraLabIes, monofosforil-lipido A

anidnicamente derivados,

(MPL), derivados de lipido A de una 1incidad reducida, MPL 3-0O-

|

CpG, bioadhesivos, mucoadhesivos, jmicroparticulas, liposomas,

desacilado, quil A, Saponina, QS21, tocol, AS-2, oligonucledtidos
formulaciones de éter de polioxietileno, formulaciones de éster de
polioxietileno, péptidos de muramilo,, compuestos de imidazo-
quinolona, interleucinas, factor estimulante de colonias de
macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF), factor

estimulante de colonias de macréfagos yigranulocitos (GM-CSF).

N9
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56. La vacuna de la reivindicacién 55, en donde el adyuvante
es un inductor de TH1 preferencial.

57. Una vacuna que comprende una jeringa que contiene una
dosis de la vacuna de cualquiera de I:Ls reivindicaciones 1 a 56.

58. Una vabuna que comprende un frasco que contiene 1 6 2
dosis de la vacuna de cualquiera’de las reivindicaciones 1 a 56.

59. Un método para la elaboracion de la vacuna de las
reivindicaciones 1 a 58, el cual comprende el paso de mezclar el
poliovirus inactivado con un excipiente|farmacéuticamente aceptable.

60. Un método para prevenir\C o tratar una infeccién por

poliovirus y opcionalmente una infeccion por Clostridium tetani,

Corynebacterium diphtheria, y/o Bordxetella pertussis, mediante la
administracion de la vacuna de las reiyindicaciones 1 a 58 a un ser
humano que lo necesite.

61. Un método para prevenir‘ o tratar una infeccién por
poliovirus y opcionalmente una infecciédn por Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheria, yl/o Bordétella pertussis, mediante la
administracion de la vacuna de las reivindicaciones 1 a 58 a un ser
humano que lo necesite, en un programei de inmunizacién primaria en
el primer afo de vida.

62. Un método para prevenir o tratar una infecciéon por

|

na o mas de infeccién por

poliovirus, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheria, 'y
Bordetella pertussis, y opcionalmente u
Hepatitis B, Haemophilus influenzae b, I\tx.eisseria meningitidis tipo A,

Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W,

A0
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Neisseria meningitidis tipo Y,

Salmonella typhi, y Hepatitis A, med

Neisseria

meningitidis tipo B,

iante la administracién de ia

vacuna de las reivindicaciones 24 a &i8.

63. El uso de la vacuna de lals
fabricacion de un medicamento }‘p
enfermedad causada por poliovirus
tetani, Corynebacterium diphtheria, y/o

64. El uso de la vacuna de las
fabricacion de un medicamento p

enfermedad causada por

polidvirus,

reivindicaciones 1 a 58, en la

ara la prevencién de una
y opcionalmente Clostridium
Bordetella pertussis.

reivindicaciones 24 a 58, en la
ara la

prevencion de una

Clostridium tetani,

Corynebacterium diphtheria, y Bordetalla pertussis, y opcionalmente

por una o mas de Hepatitis B, Haemu
meningitidis tipo A, Neisseria
meningitidis tipo W, Neisseria me,

meningitidis tipo B, Salmonella typhi, y

meningitidis

philus influenzae b, Neisseria
tipo C, Neisseria
ningitidis tipo Y, Neisseria

Hepatitis A.

65. El uso de una vacuna que

comprende del 25 al 50 por

ciento de la dosis estandar del

fabricacion de un medicamento para la

boliovirus inactivado, en la

prevencion de polio, en donde

la vacuna alcanza un valor de potencia relativa de cuando menos

0.85, 0.9, 0.95, 6 1.

66. El uso de la reivindicacién

65, en donde la vacuna esta

de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 58.

67. Un kit que comprende primero, segundo, y opcionalmente

un tercer recipiente, en donde:

a) el primer recipiente cornprende:

/7
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1. la vacuna deé poliovirus inactivado de las

reivindicaciones 1 a 58;

2. el toxoide de |difteria de las reivindicaciones
20 a 58;

3. el toxoide de tétanos de las reivindicaciones
21 a 58;

4. la Bordetella ‘pertussis de células enteras
muertas (Pw) de las reivindicaciones 22 a 58, o los componentes de
tosferina acelulares (Pa) de las reivindicaciones 23 a 58;

5. opcionalmente | el antigeno superficial de
Hepatitis B de las reivindicaciones 36 a 58;

6. opcionalmente LI conjugado de una proteina
portadora y el sacarido capsular de Haemophilus influenzae tipo B de
las reivindicaciones 37 a 58;

b) el segundo recipiente|\comprende:

1. opcionalmente |el antigeno superficial de
Hepatitis B de la reivindicaciones 36 a 58;
2. opcionalmente €l conjugado de una proteina

portadora y el sacarido capsular de Haemophilus influenzae tipo B de

las reivindicaciones 37 a 58;

3. opcionalmente 'el uno o mas de Ilos
conjugados MenA, MenC, MenW, o MenY de las reivindicaciones 38
a 58;
4. opcionalmente la vesicula de membrana

externa de MenB, o el lipo-oligosacaridc|, o el conjugado de sacéarido

s
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capsular MenB de las reivindicaciones
5. opcionalmente

typhi de las reivindicaciones 40 a 58
6. opcionalmenti‘a

las reivindicaciones 41 a 58;
c) el tercer recipiente o

1. opcionalmente

Hepatitis B de las reivindicaciones 3(‘

2. opcionalmente

39 a 58;

el conjugado Vi de Salmonella

el antigeno de Hepatitis A de

pcional comprende:
el antigeno superficial de
a 58;

el conjugado de una proteina

portadora y el sacarido capsular de Haemophilus influenzae tipo B de

las reivindicaciones 37 a 58;
3. opcionalmente
conjugados MenA, MenC, MenW, o M
a 58; |
4. opcionalmente
externa de MenB, o el lipo-oligosacaij
capsular MenB de las reivindicacione:
5. opcionalmente
typhi de las reivindicaciones 40 a 58;
6. opcionalmente

las reivindicaciones 41 a 58.
68. EI kit de la reivindicaci«
superficial de Hepatitis B esta present

69. El kit de la reivindicaci(“

superficial de Hepatitis B esta present

el uno o mas de los

enY de las reivindicaciones 38
la vesicula de membrana
do, o el conjugado de sacérido
39 a 58;

el conjugado Vi de Salmonella

el antigeno de Hepatitis A de

)n 67, en donde el antigeno

e en el primer recipiente.
en donde el

n 67, antigeno

e en el segundo recipiente.

M3
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70. EI kit de la

superficial de Hepatitis B esta present

reivindicacion 67,

en donde el antigeno

e en el tercer recipiente.

71. EIl kit de las reivindicacjiones 67 a 70, en donde esta

presente un conjugado de una proteina portadora y el

sacarido

capsular de Haemophilus influenzae "ipo B en el primer recipiente.

72.

presente un conjugado de una proteina portadora y el

E! kit de las reivindicaciones 67 a 70, en donde esta

sacarido

capsular de Haemophilus influenzae tipo B en el segundo recipiente.

73.

presente un conjugado de una prciteina portadora y el

El kit de las reivindicaciones 67 a 70, en donde esta

sacarido

capsular de Haemophilus influenzae tipo B en el tercer recipiente.

74. El kit de las reivindicacit

nes 67 a 73, en donde estan

presentes uno o0 mas conjugados de MenA, MenC, MenW, o MenY en

el segundo recipiente.

75. El kit de las reivindicacic

presentes uno o mas conjugados de M
el tercer recipiente.

76. El kit de las reivindicacic
presente la vesicula de membrana
oligosacarido, o el conjugado de MenB

77. El kit de las reivindicacic
presente la vesicula de membrana
oligosacarido, o el conjugado de MenB

78. EIl kit de las reivindicacio

presente el conjugado Vi

de Salmonella

nes 67 a 73, en donde estan

enA, MenC, MenW, o MenY en

nes 67 a 75, en donde esta
externa de MenB, o el lipo-
, en el segundo recipiente.

nes 67 a 75, en donde esta
externa de MenB, o el lipo-
en el tercer recipiente.

nes 67 a 77, en donde esta

typhi en el segundo
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79. EIl kit de las reivindicaciones 67 a 77, en donde esta

presente el conjugado Vi de Salmonella typhi en el tercer recipiente.

80. EI kit de las reivindicacliones 67 a 79, en donde esta

presente el antigeno de Hepatitis A €n el segundo recipiente.

81. EIl kit de las reivindicaciones 67 a 79, en donde esta

presente el antigeno de Hepatitis A en el tercer recipiente.

82. EIl kit de las reivindicaciones 67 a 81, provisto con una

lista de instrucciones para la adminisiracién de las vacunas.

83. EIl uso del kit de las re‘livindicaciones 67 a 82, en la

fabricacion de un medicamento para la prevencion de polio.

84. Un método de administracion

del kit de |las

reivindicaciones 67 a 82, en donde se administran las vacunas de

todos los recipientes de una manera concomitante en la misma cita

con el practicante médico.

85. La vacuna, el meétodo,

el wuso,

reivindicaciones 1 a 84, en donde el poliovirus

esta presente, es a partir de la cepa Mahoney.

86. La vacuna, el meétodo,

el uso,

reivindicaciones 1 a 85, en donde el |Loliovirus

esta presente, es a partir de la cepa ME

87. La vacuna, el método,
reivindicaciones 1 a 86, en donde el ¢

esta presente, es a partir de la cepa Sa

F-1.
el uso,
oliovirus

ukett.

o el kit de las

inactivado tipo 1, si

o el kit de las

inactivado tipo 2, si

o el kit de las

inactivado tipo 3, si

Ats
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Potencia relativa (en comparacion con la

vacuna de referencia Poliorix)

3/3
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2.00
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£350%IPV t8m B 25%IPV 10
1.60 B125%IPV/HIB t8m

1.40

1.20

& 1.00 1
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REPUBLICA DE COLOMBIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSI1

Bogota,
2020

Doctor (a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

REFERENCIA Radicacidn No. 09
Solicitud internacional PCY
Fecha inicio fase nacional 07/
Tramite 11
Evento 37¢
Actuacidn 43¢
Oficio No. ‘

Como resultado del examen de forma, realizado co

la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad A

Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla

ndina,

RIA Y COMERCIO

23296
/EP2007/059390
04/2009

N 4433

n fundamento en el articulo 38 de

articulo 27 del Tratado de
51 bis del Reglamento y Circular

Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene
requisitos exigidos por los articulos
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera prese

existencia y representacidén legal de la socied
persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del docu
derecho a la patente del inventor al solicitan?
establecido por el articulo 26 literal k) de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos :
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuest

Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trat
referencia 1la Regla 4.17 1ii) del Tratado de ¢
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones

claramente una cesién de derechos del inventor
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15

la Circular Unica de Superintendencia de Industria

el poder debidamente otorgado, con el lleno de los

63 y subsiguientes del Cdédigo de

ntar el documento que acredita la
1d solicitante,

cuando ésta fuere

nento en que consta la cesidn del
e O a su causante,
Decisidén 486 de la Comisidn de la

conforme a 1lo

>torgados en el extranjero, estos
por los articulos 259 y 260 del
> de las declaraciones a que hace
operacidén en Materia de Patentes
se determinara segun indiquen
al solicitante o su causante, de
del Capitulo Quinto, Titulo X de
y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el artic
requiere para que dentro del término de dos
notificacidén del presente oficio, complete los requ
En caso de no dar cumplimiento al presente
considerara abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo disg
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Ci

ulo 39 de la Decisibn 486, se le
meses siguientes a la fecha de
isitos anteriormente enunciados.
requerimiento, 1la solicitud se

uesto en el numeral 5.2, literal
rcular Unica No.10 de 2001.

Contint

a en la pagina siguiente...
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Radicacidén No.:9 23296

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la divisidén de Nuevas Creaciones

El anterioefr requerimiento fue notificado

fecha . ] 7 ABR.ZUUS

adpall

por fijacidén en

lista

de




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

REFERENCIA Radicacidn No. 09 23296
Solicitud internacional PCT/EP2007/059390
Fecha inicio fase nacional 07/04/2009
Tramite 11
Evento 379
Actuacidn 430

Oficio No. N" 4 4 3 4

Teniendo en cuenta gque el capitulo reivindicatorio presentado excede de quince
reivindicaciones, es necesario que cancele la tasa establecida por cada
reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacidn de la solicitud, so pena
de que no sean tenidas en cuenta dentro del presente trimite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo
Contencioso Administrativo, se le requiere para que dentro del término de dos (2)
meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio atienda el
requerimiento aqui seflalado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto
establece el articulo 13 de la misma codificacidn, respecto de las reivindicaciones
adicionales.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo gquinto del ulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la divigidn de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacidn en lista de
fecha

sternamd 17 ABR. 2003




