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DESCRIPCION
Vacuna de la gripe

La presente invencion se refiere a nuevas formulaciones de vacuna, a procedimientos para prepararlas y a su uso
en la profilaxis o terapia. En particular, la presente invencion se refiere a vacunas para su administracion durante
pandemias.

El virus de la gripe es uno de los virus mas ubicuos presentes en el mundo, que afecta tanto a seres humanos como
al ganado, que sigue un patrén aun impredecible de epidemias regulares y pandemias irregulares.

Aunque con frecuencia se considera una enfermedad trivial, la gripe puede tener un impacto devastador. Se han
registrado brotes a lo largo de la historia. Se sabe que han sucedido mas de 30 epidemias o pandemias mundiales
desde 1580, cuatro de ellas en el presente siglo.

Los sintomas habituales de la gripe incluyen tos, fiebre, cefalea y dolores musculares. Muchos de los que la
padecen desarrollan complicaciones o infecciones bacterianas secundarias que pueden ser muy graves e incluso
mortales.

Durante los periodos interpandémicos, circulan virus de la gripe que estan relacionados con los de la epidemia
precedente. Los virus se propagan entre personas con niveles variables de inmunidad de infecciones anteriores en
su vida. Dicha circulacién, durante un periodo de habitualmente 2-3 afios, promueve la seleccién de nuevas cepas
que han cambiado los suficiente para causar una epidemia de nuevo entre la poblacion general; este procedimiento
se denomina “deriva antigénica”. Las "variantes por deriva’ pueden tener diferentes impactos en diferentes
comunidades, regiones, paises o continentes en un afio cualquiera, aunque durante varios afios su impacto global
es con frecuencia similar.

Las epidemias de gripe tipicas causan aumentos en la incidencia de neumonia y enfermedad respiratoria inferior
como atestiguan los indices aumentados de hospitalizacion o mortalidad. Las personas de edad avanzada o los que
tienen enfermedades crénicas subyacentes tienen mas probabilidades de experimentar tales complicaciones, pero
los lactantes de corta edad también pueden padecer una enfermedad grave.

A intervalos impredecibles, emergen nuevos virus de la gripe con un antigeno de superficie clave, la hemaglutinina,
de un subtipo totalmente diferente de las cepas que circulaban la temporada anterior. Este fenémeno se denomina
“deriva antigénica”. Se cree que al menos en el pasado las pandemias se han producido cuando un virus de la gripe
de una especie diferente, tal como un virus de la gripe porcina o aviar, ha cruzado la barrera de especie. Si tales
virus tienen el potencial de propagarse de persona a persona, pueden propagarse a nivel mundial en un periodo de
pocos meses a un afio, dando como resultado una pandemia.

Las caracteristicas de una cepa de virus de la gripe que le proporcionan el potencial de causar un brote pandémico
son: contiene una nueva hemaglutinina en comparaciéon con la hemaglutinina en las cepas actualmente en
circulacion; es capaz de transmitirse horizontalmente en la poblacion humana y es patdgeno para seres humanos.
Una nueva hemaglutinina puede ser una que no ha sido evidente en la poblacion humana durante un periodo
prolongado de tiempo, probablemente varias décadas, tal como H2. O puede ser una hemaglutinina que no ha
estado circulando en la poblacion humana anteriormente, por ejemplo H5, H9 o H6, que se encuentran en aves. En
cualquier caso, la mayoria, o al menos una gran proporcién de, o incluso toda la poblacién no se ha encontrado
previamente con el antigeno y, desde el punto de vista inmunoldgico, no ha tenido exposicién previa al mismo.

Los virus de la gripe H2N2 circularon entre 1957 y 1968, cuando fueron desplazados por el subtipo H3N2, que causé
la ultima pandemia del dltimo siglo. En la actualidad, las personas que han estado expuestas previamente al H2N2
tienen probablemente mas de treinta afios de edad. Se ha sugerido que un virus que contenga H2 podria causar una
nueva pandemia, ya que es de esperar que una porcion creciente de la poblacién mundial que nacié después de
1968 no haya tenido, desde el punto de vista inmunoldgico, exposiciéon previa al mismo. Para investigar si esta
dicotomia tedrica de la poblacién con respecto a la inmunidad frente a H2 es un hecho real, se realizé un estudio
seroepidemioldgico en 400 individuos y se midieron los anticuerpos contra H2.

Este estudio se realiz6 en Alemania y los ensayos de anticuerpos se llevaron a cabo en S&chsische Serumwerk
(Dresden, Alemania), usando un Ensayo de Inhibicién de la Hemaglutinacion (EIH) especifico para el antigeno H2.
Los titulos son la inversa de la mayor dilucién de suero que inhibe la hemaglutinacion. Los resultados confirman el
estado inmunolégicamente sin exposicion previa de los menores de 30 afios de edad, puesto que solamente 7 de los
200 sujetos tenian un titulo de anticuerpos medible en el intervalo bajo de 10 a 20.

Los datos muestran adicionalmente que una proporcién significativa de los de mas de 30 afios de edad aln son
seropositivos para H2, 30 afios o mas después de la infeccion. El nimero de seropositivos (EIH > 10) es del 90%. En
algunas de las muestras de suero, los titulos anti-H2 (EIH) son tan altos como de 640 y la media geométrica del
titulo (MGT) para todos los participantes en el estudio seropositivos de mas de 30 afios de edad fue de 65. Una EIH
> 40 se considera protectora.
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Estas observaciones confirman la posibilidad de que un virus H2 podria propagarse en la poblaciéon de menos de 30
afios. Teniendo en cuenta la demografia actual y el hecho de que las personas menores de 30 afios representan
una gran parte de la poblacion mundial, es posible que un virus H2 pudiera causar de nuevo una pandemia. Esta
dicotomia en la poblacion mundial evolucionara adicionalmente durante los préximos afios, aumentando el conjunto
de personas susceptibles.

Hace dos afios, se aisl6 gripe con H5 (H5N1), que es un virus de la gripe aviar, de seres humanos en Hong Kong.
Sin embargo el virus, no se transmitia de persona a persona y, por lo tanto, no tenia la capacidad de causar una
pandemia.

Ciertos grupos tienen generalmente un riesgo aumentado de infectarse con gripe en una situacion de pandemia. Las
personas mayores, los enfermos crénicos y los nifios pequefios son particularmente susceptibles, pero muchas
personas jévenes y aparentemente sanas también estan en riesgo. Para la gripe H2, la parte de la poblacién nacida
después de 1968 presenta un riesgo aumentado. Es importante que estos grupos se protejan eficazmente tan pronto
como sea posible y de una manera sencilla.

Otro grupo de personas que presentan un riesgo aumentado son los viajeros. La gente viaja en la actualidad mas
gue nunca antes y las regiones en las que surgen la mayoria de los nuevos virus, China y el sudeste asiatico, se han
convertido en destinos de viaje populares en los Ultimos afios. Este cambio en los patrones de viaje permite que
nuevos virus se extiendan alrededor del globo en cuestién de semanas en lugar de meses o afios.

Por lo tanto, para estos grupos de gente existe una necesidad particular de vacunacién para protegerse contra la
gripe en una situacion de pandemia o una situacion de pandemia potencial.

Se estan realizando grandes esfuerzos para elaborar una estrategia internacional eficaz para reaccionar ante una
situacion de pandemia y la Organizacion Mundial de la Salud contribuye decisivamente a esto. Una medida clave es
el desarrollo de una estrategia de vacunacion pandémica y hasta ahora esto no se ha conseguido en la escala
necesaria para abordar una pandemia de gripe.

Se ha descubierto ahora de forma sorprendente que las vacunas que seran utiles en una situacion de pandemia
pueden formularse rapidamente y de una manera especifica. En particular, se ha descubierto que una vacuna de
virus de la gripe de baja dosis que contiene virus purificado usando como adyuvante un vehiculo tradicional y/o
formulada de una manera clasica, que puede producirse de forma suficientemente rapida y econémica para permitir
la vacunacion de poblaciones a gran escala, es eficaz en seres humanos.

En el pasado, se han usado en el mercado preparaciones en bruto de vacuna de la gripe inactivada completa
derivada de huevo usando sales de aluminio como adyuvante. Sin embargo, el producto estaba escasamente
purificado y era bastante reactogénico, y el enfoque se abandon¢ a finales de los afios 70.

Mas recientemente, se han combinado vacunas de la gripe divididas mejor caracterizadas y mucho mas purificadas
con adyuvantes en un intento de mejorar la inmunogenicidad en adultos y personas mayores. A pesar de respuestas
inmunes significativamente aumentadas en ratones, varios enfoques usando adyuvantes de nueva generacion no
pudieron confirmarse en seres humanos. En todos estos estudios, el contenido habitual de 15 ug de antigeno de
hemaglutinina se ha usado para preparar las vacunas formuladas.

Un informe reciente (Kistner y col (1999) en Inactivated Influenza Vaccines Prepared in Cell Culture, Dev Biol Stand.
Basel, Karger. Vol. 98 pags. 101-110) describe un estudio de primates en el que se administré a chimpancés una
vacuna derivada de cultivo celular que contenia tres cepas de gripe mezcladas con AI(OH)s. Esto indujo una
respuesta sistémica que fue tan buena como una dosis de 1,5 ug de hemaglutinina por cepa como la convencional
de 15 pg de hemaglutinina por cepa. Este estudio estaba dirigido al objetivo de desarrollar una vacuna de virus
completo de la gripe derivada de células Vero que cumpla todos los requisitos convencionales de la Farmacopea
Europea, la OMS y otras organizaciones reguladoras para una vacuna de virus de la gripe.

Para una vacuna de la gripe convencional para uso rutinario pueden existir dificultades asociadas con el uso de
sales de aluminio como adyuvantes. Las vacunas de la gripe estan destinadas a un uso anual y pueden ser
indeseables las inyecciones repetidas de A**. Pero para una situacion de pandemia que puede producirse
solamente varias veces en un siglo, no se excluye el uso de A"

La presente invencién proporciona en un aspecto una composicion de vacuna que comprende una baja dosis de
antigeno de virus de la gripe de una sola cepa de virus de la gripe que esta asociada con un brote pandémico o tiene
el potencial de asociarse con un brote pandémico, en combinacién con un adyuvante adecuado, en la que dicha baja
dosis de antigeno es de menos de 15 pg de hemaglutinina por dosis 0 no mas de 15 pg por dosis combinada de
vacuna, y en la que dicho adyuvante es un vehiculo de emulsion de aceite en agua que comprende escualeno, alfa
tocoferol y Tween 80. En otra realizacion, dicho adyuvante es un vehiculo de emulsién de aceite en agua que
comprende escualeno y alfa tocoferol en una relacién que es igual o menor a 1.

La vacuna de la presente invencion se proporciona a una dosis eficaz para prevenir una infeccién por gripe o para
proporcionar proteccion contra la gripe, en particular para proporcionar proteccion frente a la morbilidad o mortalidad
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de la gripe.

Las formulaciones de vacuna de la presente invencion contendran preferentemente una cantidad inmunoprotectora
del antigeno. Las formulaciones de vacuna de la presente invencion pueden prepararse por técnicas
convencionales.

Las composiciones de vacuna de la invenciéon pueden administrarse en una dosis Unica.

El uso de una baja dosis de antigeno y el uso de una sola cepa de gripe (es decir, una vacuna monovalente)
contribuyen a la velocidad requerida para reaccionar ante una situacion de pandemia.

Una baja dosis de antigeno de virus de la gripe en la composicién de acuerdo con la invencion es una cantidad de
antigeno que esta por debajo de la dosis de vacuna actualmente aceptada para vacunas de la gripe humana, que es
de 10-15 ug de antigeno de hemaglutinina por cepa, normalmente 15 pg de acuerdo con normativas tales como las
emitidas por la EMEA en Europa.

Como alternativa, las composiciones de vacuna de acuerdo con la invencién se administran en mas de una dosis,
particularmente dos dosis, y preferentemente dos dosis administradas de forma simultanea (a la vez) por vias
diferentes. Por lo tanto, la invencién proporciona un régimen de dos dosis que comprende la administracion de una
vacuna sistémica y una local (mucosa), preferentemente de forma simultanea (o durante una Unica visita). La
administracién de una vacuna en la mucosa, asi como una vacuna parenteral, potencia la respuesta inmune y, en
particular, la respuesta de anticuerpos IgA, que contribuye a la proteccion frente a una infeccion por gripe.

En una realizacién preferida, las composiciones de vacuna se administran tanto por via parenteral, por ejemplo por
via intramuscular, como mediante una via mucosa, particularmente por via intranasal. En esta realizacion,
normalmente serdn necesarias dos formulaciones diferentes, es decir una formulacién para su administracion
parenteral y una formulaciéon para su administracion en la mucosa. Estas formulaciones pueden comprender por
ejemplo diferentes adyuvantes y/o diferentes cantidades de antigeno. O pueden comprender simplemente diferentes
volimenes de liquido.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un kit que comprende al menos los dos componentes
siguientes:

(i) una baja dosis de antigeno de virus de la gripe formulado con un adyuvante de emulsiéon de aceite en agua
como se define en las reivindicaciones, adecuado para administracion parenteral; y

(i) una baja dosis de antigeno de virus de la gripe para administracion en la mucosa, en un dispositivo de
administracion en la mucosa, tal como un dispositivo de pulverizacion intranasal, en el que el componente de
virus de la gripe es un antigeno de virus de la gripe de una cepa de virus de la gripe que esta asociada con un
brote pandémico, o que tiene el potencial de asociarse con un brote pandémico, y en el que la baja dosis de
antigeno es menor de 15 pg de hemaglutinina por dosis o de no mas de 15 ug por dosis combinada de vacuna.

Estan disponibles en el mercado dispositivos de administracion de pulverizacion intranasal, por ejemplo, el
dispositivo de administracién bidosis de Pfeiffer GmbH.

Un esquema de administracion por dos vias de este tipo proporcionara tanto una respuesta inmune sistémica como
una respuesta inmune local, siendo preferentemente la Ultima en el sitio normal de entrada del virus durante la
infeccion (es decir, en la mucosa nasal).

Preferentemente, la dosis combinada de antigeno de los dos componentes en esta realizacion de la invencion es
menor que la convencional de 10-15 pg de antigeno de hemaglutinina por cepa.

De este modo, la baja dosis o la baja dosis combinada de acuerdo con la invencion generalmente es inferior a 10 pg
de hemaglutinina, preferentemente inferior a 8 ug de hemaglutinina, mas preferentemente entre 0,1 y 7,5 ug de
hemaglutinina, méas preferentemente entre 1 y 5 ug de hemaglutinina por dosis de vacuna. Preferentemente, la dosis
es significativamente menor que en vacunas de la gripe convencionales, para permitir la produccién de cantidades
significativamente mayores de vacuna de la gripe para una situacién pandémica de lo que seria posible usando las
vacunas de la gripe actuales a los niveles de dosis actuales. Igualmente la dosis de antigeno tiene que ser lo
bastante alta para proporcionar una proteccion suficiente.

Generalmente, el volumen de vacuna de acuerdo con la invencion administrado por una via parenteral, tal como por
via intramuscular, sera de aproximadamente 0,5 ml, y el volumen de vacuna administrado por una via mucosa, tal
como por via intranasal, sera un volumen menor, preferentemente de aproximadamente 0,2 ml, por ejemplo 0,1 ml
por cada orificio nasal.

El antigeno de virus de la gripe en la composicién de vacuna de acuerdo con la invencion tiene que poder obtenerse
por un procedimiento rapido y eficaz para satisfacer las necesidades de una vacuna pandémica. Actualmente, el
procedimiento preferido es por cultivo de virus de la gripe en huevos y purificacion del liquido alantoideo recogido.
Pueden acumularse huevos en gran numero a corto plazo. También pueden ser adecuados procedimientos de
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cultivo celular, tales como el cultivo del virus en lineas celulares de rifién de perro tales como células MDCK o de
tipo MDCK, o en células Vero, pero no se prefieren en el contexto de la presente invencion.

El virus de la gripe en la composicién de vacuna esta preferentemente en forma de particulas de virus completas
pero, como alternativa, pueden ser virus divididos preparados por procedimientos convencionales.

La vacuna de virus dividido puede prepararse por procedimientos conocidos en la técnica, tales como el
procedimiento descrito en las patentes n°® DD 300 833 y DD 211 444. Tradicionalmente se producia gripe dividida
usando un tratamiento de disolvente/detergente, tal como tri-n-butil fosfato o dietiléter en combinacién con Tween™
(conocido como division con “Tween-éter”), y este procedimiento se usa todavia en algunas instalaciones de
produccién. Otros agentes de division empleados en la actualidad incluyen detergentes o enzimas proteoliticas o
sales biliares, por ejemplo, desoxicolato sodico, como se describe en la patente n°® DD 155 875. Los detergentes que
pueden usarse como agentes de division incluyen detergentes catidnicos, por ejemplo, bromuro de cetil trimetil
amonio (CTAB), otros detergentes ionicos, por ejemplo, laurilsulfato, taurodesoxicolato o detergentes no ionicos
tales como Triton X-100 (por ejemplo, en un procedimiento descrito en Lina y col, 2000, Biologicals 28, 95-103) y
Triton N-101, o combinaciones de dos o mas detergentes cualesquiera.

Sin embargo, una ventaja de una vacuna de virus completo frente a una vacuna de virus dividido para una situacion
de pandemia es que evita la incertidumbre sobre si puede producirse de forma exitosa una vacuna de virus dividido
para una nueva cepa de virus de la gripe. Para algunas cepas, los detergentes convencionales usados para producir
el virus dividido pueden dafar al virus y hacerlo inutilizable. Aunque siempre existe la posibilidad de usar diferentes
detergentes y/o desarrollar un procedimiento diferente para producir una vacuna dividida, esto llevaria tiempo, del
que puede no disponerse en una situacion de pandemia.

Ademas del mayor grado de seguridad con un enfoque de virus completo, también existe una mayor capacidad de
produccién de vacuna que para el virus dividido, puesto que se pierden cantidades considerables de antigeno
durante las etapas de purificacion adicionales necesarias para preparar una vacuna dividida adecuada.

Sin embargo, para un enfoque de combinacién en el que se administra una vacuna tanto por via intranasal como por
via parenteral, puede preferirse una vacuna dividida para la formulacion intranasal, mientras que puede preferirse
una vacuna de virus completo inactivado para la formulaciéon parenteral.

Se prefiere particularmente para la formulacion intranasal una vacuna que se ha inactivado o dividido vy,
preferentemente, contiene tensioactivos no ionicos tales como detergentes seleccionados de los octil- 0 nonilfenoxi
polioxietanoles (por ejemplo, la serie Triton" disponible en el mercado) y ésteres de polioxietilensorbitan (serie
Tween’ ) particularmente Triton X-100 o Tween 80, o una combinacion de ambos.

Los detergentes pueden ser reactivos residuales sobrantes del procedimiento de divisién o purificacion y/o pueden
anadirse a la formulacion de virus inactivado/dividido o pueden ajustarse sus concentraciones.

De forma similar, pueden estar presentes agentes de division tales como derivados de acido célico y, en particular,
desoxicolato sédico (NaDOC), en las composiciones de vacuna de acuerdo con la invencién, generalmente en
cantidades traza.

El uso de un adyuvante de emulsiéon de aceite en agua en la composicidon de vacuna de acuerdo con la invencion
permite el uso de una dosis menor de antigeno de virus que en las vacunas convencionales.

Para una vacuna administrada por via mucosa es importante asegurar que el tamafio de los antigenos virales se
adapta a la penetracion en la mucosa. De esto pueden encargarse los detergentes o agentes de division ya
presentes en la formulacion. Como alternativa, o adicionalmente, puede emplearse un adyuvante de mucosa
adecuado conocido en la técnica, por ejemplo un agente potenciador de la absorcién tal como un éter o éster de
polioxietileno de formula general (1):

(N HO(CH2CH20),-A-R
en la que n es 1-50, A es un enlace o -C(0O)-, R es alquilo C;.50 0 fenil alquilo Ci.so.

Los tensioactivos preferidos que se incluyen en la formula (I) son moléculas en las que n es 4-24, mas
preferentemente 6-12 y, mas preferentemente, 9; el componente R es Ci.59, preferentemente alquilo C4-Cyo y, mas
preferentemente, alquilo C12. Un ejemplo particularmente preferido es polioxietilen-9-lauril éter (laureth 9), que se
describe en el indice Merck (122 edicién: entrada 7717, Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, N. J., Estados Unidos;
ISBN 0911910-12-3). El laureth 9 se forma haciendo reaccionar 6xido de etileno con alcohol dodecilico y tiene un
promedio de nueve unidades de 6xido de etileno.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un procedimiento para proporcionar una respuesta inmune de
sensibilizacion frente a un virus de la gripe en un individuo o poblacion no sensibilizados, comprendiendo dicho
procedimiento administrar al individuo o poblacién una vacuna de bajo contenido en hemaglutinina o una vacuna
combinada como se describe en el presente documento.
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En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento para la producciéon de una vacuna de la gripe para una
situacion pandémica, comprendiendo dicho procedimiento mezclar un antigeno de virus de la gripe de una sola cepa
de virus de la gripe que esta asociada con un brote pandémico o que tiene el potencial de asociarse con un brote
pandémico, con un adyuvante de emulsion de aceite en agua, como se define en las reivindicaciones, y proporcionar
lotes de vacuna que contengan menos de 10 pg de antigeno de hemaglutinina de la gripe por dosis, o menos de 10
ug por dosis combinada.

En otro aspecto mas la divulgacion proporciona un procedimiento para purificar antigeno de virus de la gripe para su
uso en una vacuna, comprendiendo dicho procedimiento la etapa de tratar una mezcla que contiene el antigeno de
virus de la gripe con una proteasa para digerir proteinas de virus distintos del de la gripe.

La purificacion se lleva a cabo en una preparacion de virus de la gripe recogido de un cultivo. Sorprendentemente,
las particulas de virus de la gripe son resistentes a la etapa de digestion por proteasa. Una proteasa preferida para
usar en el procedimiento es la tripsina, que se usa preferentemente a una concentracion de entre 0,1 y 10 pug/ml de
tripsina pura. Las enzimas proteasas alternativas que pueden usarse incluyen plasmina y quimiotripsina.

Normalmente, la etapa de digestion con proteasas se realiza después de que el antigeno de virus de la gripe se
haya purificado parcialmente por una o mas etapas de separacion fisica, tales como centrifugacion y filtracion.
Cuando el producto deseado es una vacuna de virus completo, la etapa de digestion con proteasas se lleva a cabo
antes de una etapa de inactivacion del virus.

El procedimiento de purificacion de acuerdo con la divulgacion puede usarse con éxito para proporcionar antigeno
de virus de la gripe purificado en forma de virus completo o dividido sustancialmente sin proteinas contaminantes de
la célula huésped, adecuado para su uso en una vacuna.

La expresion “sustancialmente sin proteinas contaminantes de la células huésped” significa que menos del 10%,
preferentemente menos del 8% y, mas preferentemente, menos del 5% de la proteina total es proteina de la célula
huésped, segun se detectd por exploracion de geles de poliacrilamida tefiidos con Coomassie. En el caso de gripe
cultivada en huevos, la proteina del huésped predominante es la ovoalbimina, que compone aproximadamente el
60-70% de la masa proteica total del liquido alantoideo. Preferentemente, la ovoalbumina esta presente en la
preparacion de virus de la gripe purificado a una concentracion de menos del 1%, mas preferentemente menos del
0,1% y, mas preferentemente, solamente aproximadamente el 0,05% del contenido proteico total, segun se evaluo
por exploracién de geles tefidos.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de una dosis 0 una dosis combinada inferior a 10 pg, o
inferior a 8 ug o de 1-7,5 pg, o de 1-5 ug de antigeno de hemaglutinina de virus de la gripe de una sola cepa de gripe
asociada con un brote pandémico o que tiene el potencial de asociarse con un brote pandémico, y un adyuvante de
emulsién de aceite en agua segun se define en las reivindicaciones, en la fabricacion de una vacuna para la
prevencioén de la gripe.

Los adyuvantes alternativos que son adecuados para usar en la composicion de vacuna de acuerdo con la invencion
incluyen una variedad de adyuvantes capaces de aumentar la respuesta inmune contra antigenos de virus.

Uno de dichos adyuvantes es el monofosforil lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL). Este se describe, por ejemplo, en
el documento GB 2220211 (Ribi). Quimicamente es una mezcla de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5 6
6 cadenas aciladas y se fabrica por Ribi Immunochem Montana. Una forma preferida de monofosforil lipido A 3-des-
O-acilado se desvela en el documento EP 0 689 454. La forma preferida de 3D-MPL son particulas de no mas de
120 nm, normalmente 60-120 nm, preferentemente de aproximadamente 100 nm o menos de didmetro (como se
describe en el documento EP 0 689 454).

El 3D-MPL estara presente habitualmente en el intervalo de 10 ug-100 ug, preferentemente 25-50 ug por dosis, en la
que el antigeno estara presente tipicamente en un intervalo de 2-50 pg por dosis.

Otro adyuvante adecuado es QS21, que es una fraccidon no toxica purificada por HPLC de una saponina de la
corteza del arbol sudamericano Quillaja saponaria Molina. Opcionalmente, esta puede mezclarse con 3D-MPL,
opcionalmente junto con un vehiculo.

Un procedimiento para producir QS21 se describe en el documento US 5.057.540.

También es adecuado usar formulaciones de adyuvante no reactogénicas que contienen QS21 en las
composiciones de vacuna de acuerdo con la invencion, y se describen por ejemplo en el documento WO 96/33739.
Tales formulaciones que comprenden QS21 y colesterol han demostrado ser adyuvantes de éxito cuando se
formulan junto con un antigeno.

Las combinaciones de diferentes adyuvantes, tales como los mencionados anteriormente en el presente documento,
también se contempla que proporcionan un adyuvante que es adecuado para su uso en la invencion. Por ejemplo, el
QS21 puede formularse junto con 3D-MPL. La relacion de QS21:3D-MPL sera tipicamente del orden de 1:10 a 10:1;
preferentemente de 1.5 a 5:1 y, sustancialmente frecuentemente, de 1:1. El intervalo preferido para una sinergia
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Optima es de D-MPL:QS21 de 2,5:1 a 1:13.

Ventajosamente, las composiciones de vacuna de acuerdo con la invencion se formulan con un vehiculo de
emulsién de aceite en agua, habitualmente combinacion con uno de los adyuvantes alternativos descritos
anteriormente.

Una emulsion de aceite en agua preferida comprende un aceite metabolizable, tal como escualeno, alfa tocoferol y
Tween 80. Adicionalmente, la emulsion de aceite en agua puede contener span 85 y/o lecitina.

En un aspecto preferido, se afiadira hidroxido de aluminio y/o fosfato de aluminio a la composicion de la invencién
para potenciar la inmunogenicidad.

Tipicamente, para la administracion a seres humanos, el QS21 y 3D-MPL estaran presentes en una vacuna en el
intervalo de 1 pg-200 pg, tal como de 10-100 ug, preferentemente de 10 ug-50 ug por dosis. Tipicamente, la
emulsién de aceite en agua comprendera escualeno del 2 al 10%, alfa tocoferol del 2 al 10% y Tween 80 del 0,3 al
3%. Preferentemente, la relacion de escualeno respecto a alfa tocoferol es igual a o menor que 1, ya que esta
proporciona una emulsién mas estable. El span 85 también puede estar presente a un nivel del 1%. En algunos
casos puede ser ventajoso que las vacunas de la presente invencion contengan adicionalmente un estabilizante.

Las emulsiones de aceite en agua no toéxicas preferentemente contienen un aceite no téxico, por ejemplo escualano
o escualeno, un emulsionante, por ejemplo Tween 80, en un vehiculo acuoso. El vehiculo acuoso puede ser, por
ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato.

Una formulacidon de adyuvante alternativa particularmente potente que implica a QS21, 3D-MPL y tocoferol en una
emulsién de aceite en agua se describe en el documento WO 95/17210.

La invencion se describira ahora adicionalmente en los ejemplos siguientes.
Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparacién de volumen monovalente para vacuna de la gripe completa

El volumen de vacuna se prepar6 de acuerdo con el diagrama de flujo mostrado en la Figura 1A. La Figura 1B
muestra un diagrama de flujo generalizado para el procedimiento de purificacién, incluyendo la etapa de incubacion
con tripsina opcional.

Produccién de virus completo monovalente bruto
Preparacion de inéculo de virus

El dia de la inoculacion de huevos embrionados se prepara un inéculo fresco mezclando el lote de siembra de
trabajo con un tampén fosfato que contiene sulfato de gentamicina a 0,5 mg/ml e hidrocortisona a 25 pg/ml
(dependiente de la cepa de virus).

El in6culo de virus se mantiene a 2-8°C.
Inoculacion de huevos embrionados
Se usan huevos embrionados de nueve a once dias de edad para la replicacion del virus.

Los huevos se incuban en las granjas antes de su llegada a la planta de fabricacion y se transfieren a las salas de
produccién después de la descontaminacién de las cascaras.

Los huevos se inoculan con 0,2 ml del indculo de virus en un aparato de inoculacién de huevos automatico.

Los huevos inoculados se incuban a la temperatura apropiada (dependiente de la cepa de virus) durante 48 a 96
horas. Al final del periodo de incubacion, los embriones se matan enfriando los huevos y almacenandolos durante
12-60 horas a 2-8°C.

Recogida

El liquido alantoideo de los huevos embrionados refrigerados se recoge por maquinas de recogida de huevos
apropiadas. Habitualmente pueden recogerse de 8 a 10 ml de liquido alantoideo en bruto por huevo. Al volumen de
virus monovalente bruto se afiade tiomersal 0,200 mg/ml (en un procedimiento alternativo, no se afiade tiomersal).

Concentracion y purificacion de virus completo a partir de liquido alantoideo
1. Aclarado
El liquido alantoideo recogido se aclara por centrifugacion a velocidad moderada (intervalo: 4000-14000 g).
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2. Etapa de adsorcién

Para obtener un gel de CaHPO, en el conjunto de virus aclarado, se afiaden soluciones de Na;HPO,4 0,5 mol/l y
CacCl, 0,5 mol/l hasta alcanzar una concentracion final de CaHPO4 de 1,5 g a 3,5 g de CaHPOJ/litro dependiendo de
la cepa de virus.

Después de la sedimentacion durante al menos 8 horas, el sobrenadante se retira y se resolubiliza el sedimento que
contiene el virus de la gripe por adicion de una solucién de EDTA-Na, 0,26 mol/l, dependiendo de la cantidad de
CaHPO4 usado.

3. Filtracion
El sedimento resuspendido se filtra en una membrana de filtro de 6 um.
4. Centrifugacién en gradiente de sacarosa

El virus de la gripe se concentra por centrifugacion isopicnica en un gradiente de sacarosa lineal (0,55%). El caudal
es de 8-15 litros/hora.

Al final de la centrifugacion, el contenido del rotor se recupera en tres fracciones diferentes (la sacarosa se mide en
un refractometro):

- fraccion 1, sacarosa del 55-a aproximadamente el 52%

- fraccion 2, sacarosa de aproximadamente el 52*-26%

- fraccion 3, sacarosa* del 26-20%

* dependiente de la cepa de virus.

La fraccion 2 se diluye con tampdn fosfato.

En esta fase, el producto se denomina “concentrado de virus completo monovalente”.
Esterilizacion por filtracién

El material de virus completo se filtra sobre membranas de filtro que terminan con una membrana de 0,2 um. Al final
de la filtracién, los filtros se lavan con tampon fosfato. Como resultado, el volumen final de la fraccion filtrada 2 es de
5 veces el volumen de la fraccion original.

Inactivaciéon

El material monovalente filtrado se diluye con tampén fosfato para reducir el contenido proteico total hasta un
maximo de 250 ug/ml. Se afiade formaldehido a una concentracion final de 200 pg/ml y la inactivacién tiene lugar a
20°C + 2°C durante al menos 72 horas.

Esterilizacion por filtracion final

La concentracion de proteina del material inactivado se ajusta a aproximadamente 500 pg/ml de proteina, se filtra
previamente en membranas que terminan con 0,8 um y se filtra finalmente en membranas que terminan con 0,2 um.

Dependiendo de la cepa de virus, la Ultima membrana de filtracion puede ser de 0,8 um. En esta etapa, el producto
se denomina: “volumen final monovalente”.

Almacenamiento
El volumen final monovalente se almacena a 2-8°C durante un maximo de 18 meses.
Pureza

La pureza se determind por exploracion de D.O. de geles de poliacrilamida tefiidos con Coomassie. Los picos se
determinaron manualmente. Los resultados se proporcionan en la tabla a continuacion:
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Proteinas Virales (HA, NP, M) % Otras proteinas derivadas de células
_ huésped y virales %
H3N2 Dimero HA | HAL1 + 2 NP M
A/Syd/5/97 10,34 22,34 25,16 | 37,33 4,83
A/Nan933/95 8,17 15,8 40,09 | 30,62 5,32
Proteinas Virales (HA, NP, M) % Otras proteinas derivadas de células
_ huésped y virales %
B Dimero HA | HA1 +2 NP M
B/Har/7/94 571 24,07 15,64 50 4,58
B/Yam/166/98 0,68 27,62 21,48 | 46,02 4,2
H1N1
AlTex/36/91 33,42 24,46 | 34,33 7,79
A/Beil262/95 32,73 35,72 | 27,06 4,49
H2N2
Alsing/1/57 2,8 39,7 21,78 | 32,12 3,6

Procedimiento alternativo que implica una etapa con tripsina

Digestidn con tripsina

Después de la etapa de esterilizacion por filtracion, el material estéril se somete a una etapa de tratamiento con
tripsina. Se afiade tripsina pura, por ejemplo, tripsina porcina pura disponible en el mercado que tiene una actividad
especifica de 10.000 a 15.000 unidades/mg a una concentracion final de 0,1-10 pg/ml. La mezcla se incuba durante
2 horas a 37°C, agitando suavemente. El material se refrigera después para enfriarlo para un procesamiento
posterior.

Ultrafiltracion

Después de la digestién con tripsina, el material puede someterse a ultrafiltracién antes o después de la inactivacion
(como se ha descrito anteriormente).

El material viral se somete a ultrafiltracibn en membranas con un limite de exclusion medio de 20.000 a 50.000 D.
Durante la ultrafiltracion, el contenido de formaldehido y sacarosa se reduce considerablemente.

Después de una primera reduccion de volumen de 4 veces, el volumen permanece constante durante la
ultrafiltracién (diafiltracion) por adicion de tampon fosfato y solucién salina tamponada con fosfato.

Resultados

La vacuna de virus completo de la gripe preparada de acuerdo con el procedimiento con tripsina se analizé en geles
de poliacrilamida tefiidos con Coomassie. Las proteinas virales migraron a la misma posicion que las proteinas
virales que no se habian sometido a una etapa de digestion con tripsina, lo que indica que las proteinas virales no se
habian digerido con proteasa.

Ejemplo 2 - Preparacién de dosis de vacuna a partir de vacuna a granel

La vacuna final se prepara mezclando la vacuna a granel final preparada como se ha descrito en el Ejemplo, con
mezcla de adyuvante y tampon final de un modo tal que se obtiene el contenido de antigeno diana y se consigue
una concentracion de 0,5 mg de sales de aluminio por dosis. El tamp6n usado contiene varias sales, como se
enumeran a continuacion. El adyuvante es una mezcla de AIPO,4 y Al(OH); y se usa en una proporcion de 3,6 mg de
AlIPO4y 0,4 mg de Al(OH);3 por cada 4 mg/ml de solucién madre.
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Composicion del tampén:

Agua destilada 0,800

NaCl 7,699 g
KCl 0,200 g
MgCl.6H,0 0,100 g
Na;HPO4.12H,O0 2,600 g
KH2PO4 0,373 g

que componen un volumen final de 1 | con agua destilada.
El procedimiento es como sigue:

1. Usar mezcla de adyuvante a 10-15°C.

2. Afhadir tampon de vacuna final a 15-20°C y mezclar suavemente con un agitador magnético.
3. Mientras se mezcla afiadir la vacuna a granel apropiada a 5-10°C.

4. Continuar mezclando durante 10 a 30 minutos a temperatura ambiente.

5. Llevar la vacuna adsorbida a la camara fria para esperar hasta el llenado.

6. El volumen de vacuna final es de 0,5 ml por dosis.

Ejemplo 3 - Datos clinicos - vacuna de la gripe dividida de baja dosis con sales de aluminio como adyuvante

Los datos siguientes vienen de un ensayo clinico en el que se prepard una vacuna de la gripe trivalente de acuerdo
con el resumen de fabricacién general para la vacuna Fluarix (Marca Comercial) disponible en el mercado (que es
una vacuna de gripe dividida). En la practica, el material a granel trivalente final se mezclé con adyuvante de
aluminio como se describe en el Ejemplo 2. Se prepararon varias dosificaciones de HA diferentes.

Los lotes de vacunas se ensayaron en dos poblaciones por edades, de 18-60 afios y >60 afos, a 1,8 pug por dosis
por cepay 3,75 nug por dosis por cepa. Se vacund a 50 voluntarios en cada grupo.

Los datos que corresponden a las dosis de 1,8 y 3,75 ug por cepa se presentan en las tablas a continuacion.
Actividad de inhibicidon de la hemaglutinacion (IH) de Ac séricos especificos de gripe

Se tratan sueros (50 pl) con 200 pl de RDE (enzima destructora de receptores) durante 16 horas a 37°C. La reaccion
se detiene con 150 ul de citrato sddico al 2,5% y los sueros se inactivan a 56°C durante 30 min. Se prepara una
dilucion 1:10 afiadiendo 100 ul de PBS. Después, se preparan una serie de diluciones de 2 veces en placas de 96
pocillos (fondo en V) diluyendo 25 ul de suero (1:10) con 25 ul de PBS. Se afiaden 25 ul de los antigenos de
referencia a cada pocillo a una concentracién de 4 unidades de hemaglutinacion por 25 ul. Se mezclan diluciones de
antisuero y antigeno usando un agitador de placas de microtitulacion y se incuban durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Después se afladen 50 ul de eritrocitos de pollo (RBC) (0,5%) y se deja que los RBC se sedimenten
durante 1 hora a temperatura ambiente. El titulo de IH corresponde a la inversa de la ultima dilucion de suero que
inhibe completamente la hemaglutinacion inducida por virus.

3,75 ung DE VACUNA 1,8 ug DE VACUNA
ADSORBIDA/DOSIS/CEPA ADSORBIDA/DOSIS/CEPA
H1IN1 H3N2 B HIN1 H3N2 B
Factor de
seroconversion
<60 a 5 42 2,8 3,5 3,6 2,0
>60 a 3,1 3,2 1,6 2,5 3,0 1,8
indice de
seroconversion %
<60 a 57 5,5 28 51 45 24
>60 a 44 4,4 13 38 38 13
indice de
proteccién %
<60 a 89 87 100 82 76 98
>60 a 81 71 100 64 67 100
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INDICES DE PROTECCION (%) EN GRUPOS DE EDAD DE 18-
60 ANOS

3,75 pg/dosis/cepa 1,8 ng/dosis/cepa
Pre Post Pre Post
Contra HIN1 43 89 45 82
Contra H3N2 40 87 24 76
Contra B 85 100 82 98

Los criterios de la UE para el grupo de 18-60 afios son los siguientes:
- Factor de seroconversion > 2,5

- Indice de seroconversion > 40%

- Indice de proteccion después de la vacunacion > 70%

A partir de los datos de las tablas se puede concluir que los criterios de la UE para el factor de seroconversion, el
indice de seroconversion y el indice de proteccion se superan en las 2 poblaciones de edad para las dos
dosificaciones diferentes ensayadas contra las cepas A de la gripe.

Los indices de proteccion contra el virus B eran de mas del 80 y el 90% antes de la vacunacion en los dos grupos de
estudio, respectivamente. Esta seropositividad prevacunacion para la cepa B afecta a la respuesta a la vacuna de
forma negativa. A pesar de esto, los anticuerpos contra la cepa B se duplicaron después de la vacunaciéon dando
como resultado un indice de proteccion préximo al 100%.

De este modo, una vacuna formulada con menos de 4 ug de HA por cepa y adyuvante de aluminio tiene un perfil de
reactogenicidad aceptable (datos no mostrados) y puede inducir una respuesta inmune que esta en pleno
cumplimiento de los tres criterios de la UE en las dos poblaciones de estudio. Basandose en las observaciones
realizadas en este ensayo, puede concluirse que una vacuna adsorbida de baja dosis es adecuada para su uso en
una situacion de pandemia.

Ejemplo 4 - Perfil de reactogenicidad de una vacuna de virus completo monovalente de baja dosis, purificada
y adsorbida sobre sal de aluminio

Se prepar6 un volumen monovalente de gripe completa de acuerdo con el Ejemplo 1y la Figura 1 (procedimiento sin
tripsina), y se formuld una vacuna de gripe monovalente de acuerdo con el Ejemplo 2.

En la fase de purificacién para purificar el virus completo, aparte de la centrifugacién en gradiente de sacarosa
aplicada generalmente, se sedimentd la fraccién rica en virus seleccionada para eliminar mas eficazmente
contaminantes derivados del huevo.

Se inactivd virus completo con formaldehido a una concentracion de 250 pg/ml (en comparacién con el
procedimiento de inactivacion para la vacuna dividida, que se consigue por una combinacién de desoxicolato sédico
(NaDOC) y exposicion a formaldehido a 50 pg/ml).

Una vez purificado e inactivado, el antigeno se adsorbié en una mezcla de hidréxido de aluminio y fosfato a una
concentracion de 0,05 mg y 0,45 mg por dosis, respectivamente.

La pureza era muy superior a la pureza de las vacunas con adyuvante de virus completo del pasado, en las que se
usaba liquido alantoideo sencillo o liquido alantoideo diluido.

El contenido de antigeno del virus completo era de 7,5 pg/dosis de A/Sydney/5/97. Esta dosificacion se selecciond
como el escenario del peor de los casos (como la mayor dosificaciéon de antigeno que podria seleccionarse para una
vacuna monovalente pandémica) para investigar el limite superior de la reactogenicidad.

Basandose en las observaciones del Ejemplo 3 y en el hecho de que el virus completo es al menos tan
inmunogénico como la vacuna dividida, es probable que se use una dosis menor de antigeno.

Se realiz6 una comparacidn estadistica de la reactogenicidad, principalmente de los acontecimientos locales
observados después de la vacunacion, con datos sobre Fluarix, la vacuna de la gripe dividida de SmithKline
Beecham Biologicals.

Se seleccionaron las reacciones locales para la comparacion ya que pueden medirse de forma precisa y son las mas
indicativas de una reaccion local después de una vacuna que contiene adyuvante de aluminio.
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ALCANCE VACUNA DIVIDIDA VACUNA DIVIDIDA VACUNA DIVIDIDA | VACUNA COMPLETA
NO ADSORBIDA NO ADSORBIDA ADSORBIDA ADSORBIDA
MONOVALENTE MONOVALENTE MONOVALENTE MONOVALENTE
A/SYDNEY A/SYDNEY A/SYDNEY A/SYDNEY
(15 pg/DOSIS) (7,5 pg/DOSIS) (7,5 pg/DOSIS) (7,5 ng/DOSIS)
(planeado 4 x n=48 n=49 n =50 n=48
50, n = 200)
n =196
RESULTADOS

%

Reacciones locales y sistémicas |23% | 2% [32% |42%

Reacciones sistémicas 17%| 6% | 6% | 6%

Reacciones locales 27%(33% |42% | 19%

Sin reacciones 33%(39% |20% | 33%

La prueba U de Mann-Whitney es un ensayo estadistico para comparar 2 poblaciones y para ensayar la hip6tesis
cero de que dos poblaciones de resultados tienen funciones de distribucidn idénticas frente a la hipétesis alternativa
de que las dos funciones de distribucion difieren solamente con respecto a la localizacion (mediana), si difieren en
absoluto.

El resultado de la comparacion de la reactogenicidad de la vacuna con adyuvante de virus completo de baja dosis
monovalente con los resultados de ensayos clinicos sobre Fluarix (Marca Comercial) en 1996, 1997 y 1999 muestra
que no existen diferencias significativas a nivel de P 0,05.

Esta observacion respalda el uso de vacunas con adyuvante de virus completo, incluso a una dosificacion de
antigeno mayor que la dosificacion que es suficiente para inducir altos indices de proteccion frente a la gripe.

Ejemplo 5 - Inmunogenicidad de una vacuna de virus completo monovalente de baja dosis con sales de

aluminio como adyuvante en una poblacién no sensibilizada

Se prepard vacuna de virus de la gripe completo de acuerdo con el Ejemplo 1 y la Figura 1 (procedimiento sin
tripsina) y se formularon vacunas de la gripe monovalentes que contenian diferentes cantidades de HA como se ha
descrito en el Ejemplo 2.

El antigeno usado en el estudio se prepar6 a partir de A/Singapore/1/57 (H2N2). El subtipo H2N2 no ha circulado en
seres humanos desde 1968 y los participantes en el estudio <30 afios de edad carecian de exposicion previa al
antigeno desde un punto de vista inmunolégico. El estado inmune y la respuesta inmune se midieron como titulos de
inhibicion de la hemaglutinacién en muestras de suero.

La respuesta inmune los dias 10 y 21 puede considerarse una respuesta de sensibilizacién verdadera, mientras que
todos los demas valores representan una respuesta de refuerzo. Los resultados muestran la media geométrica del
titulo (MGT) del grupo de estudio respectivo.

H2N2 DIA FLUIDO ADS ADS ADS
15 pg/DOSIS | 7,5 pg/DOSIS | 3,75 ug/DOSIS | 1,9 ug/DOSIS
<30 afios n=>50 n=47 n=48 n=>51
0 5 6 6 6
10 18 16 18 13
23 vac. > 21 26 34 39 25
42 126 93 95 63

Los resultados presentados en la tabla anterior demuestran que una vacuna de virus completo monovalente con un
contenido de antigeno HA tan bajo como de 1,9 pg/dosis induce una respuesta inmune equivalente al grupo control
(15 pg de HA/dosis, sin aluminio) en el grupo de estudio no sensibilizado (<30 afios, d = 10, 21).

Aunque los titulos de HI son inferiores al nivel protector después de una inmunizacion, se alcanza un titulo protector
12
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(> 1:40) en todos los grupos después de dos inmunizaciones. No esta firmemente establecido si los criterios que se
han desarrollado para respuestas de refuerzo son totalmente aplicables en la evaluacién de una respuesta inmune
primaria. El valor de un titulo “no protector” en caso de una infeccion con virus de la gripe ain debe evaluarse.

Estos resultados respaldan el uso de una vacuna de la gripe adsorbida en aluminio de virus completo de baja dosis
para la primera inmunizacién de una poblacién no sensibilizada en una situacion de pandemia.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de vacuna de la gripe monovalente que comprende un componente de virus de la gripe que es
una baja dosis de antigeno de virus de la gripe de una cepa de virus de la gripe que esta asociada con un brote
pandémico o que tiene el potencial de asociarse con un brote pandémico, en combinacion con un adyuvante
adecuado, en la que dicha baja dosis de antigeno es de menos de 15 pg de hemaglutinina por dosis o no mas de 15
ug por dosis combinada de vacuna, y en la que dicho adyuvante es un vehiculo de emulsién de aceite en agua que
comprende escualeno, alfa tocoferol y Tween 80.

2. Una composicion de vacuna de la gripe monovalente de acuerdo con la reivindicacion 1 estan en una relacion que
es igual a o menor que 1.

3. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que el antigeno de
virus de la gripe esta en forma de virus de la gripe completo purificado o en forma de virus de la gripe dividido.

4. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha emulsion de
aceite en agua comprende escualeno del 2 al 10%, alfa tocoferol del 2 al 10% y Tween 80 del 0,3 al 3%.

5. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha emulsion de
aceite en agua comprende ademas monofosforil lipido A des-O-acilado (3D-MPL) o QS21.

6. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que 3D-MPL y QS-21 estan presentes en un
intervalo de 1 ug-100 ug, preferentemente 10 pug-50 ug por dosis.

7. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 5 o reivindicacion 6, en la que esta presente tanto
3D-M PL como QS-21, y en la que la relacién de 3D-MPL:QS21 es de 2,5:1 a 1:1.

8. Una composicién de vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la baja dosis
de antigeno es menor de 10 ug de hemaglutinina por dosis o por dosis combinada de vacuna.

9. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que la dosis de antigeno esta entre 0,1y 7,5
ug, o entre 1y 5 ug de hemaglutinina por dosis o por dosis combinada de vacuna.

10. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 derivada de huevo o
derivada de cultivo celular.

11. Una composicién de vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el antigeno
de virus de la gripe esta sustancialmente sin contaminacion de la célula huésped.

12. Una composicion de vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el
componente de virus de la gripe se purifica por un procedimiento que incluye una etapa de incubacion con proteasa
para digerir las proteinas de virus distintos del de la gripe.

13. Un kit que comprende:

(i) una baja dosis de antigeno de virus de la gripe formulado con un adyuvante como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7 para administracion parenteral; y

(ii) una baja dosis de antigeno de virus de la gripe para administracion en la mucosa, en un dispositivo de
administracion en la mucosa tal como un dispositivo de pulverizacién intranasal.

en el que el componente de virus de la gripe es un antigeno de virus de la gripe de una cepa de virus de la gripe que
esta asociada con un brote pandémico o que tiene el potencial de asociarse con un brote pandémico, y en el que la
baja dosis de antigeno es menor de 15 pg de hemaglutinina por dosis 0 no mas de 15 pg por dosis combinada de
vacuna.

14. El kit de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la dosis de antigeno combinada es menor de 10 ug de
hemaglutinina.

15. El kit de acuerdo con la reivindicacion 13 o reivindicacion 14, en el que el antigeno de gripe en (i) es virus
completo inactivado y el antigeno de la gripe en (i) es virus dividido.

16. Un procedimiento para la produccién de una vacuna de la gripe para una situacion de pandemia, comprendiendo
dicho procedimiento mezclar un antigeno de virus de la gripe de una sola cepa de virus de la gripe que esta
asociada con un brote pandémico o que tiene el potencial de asociarse con un brote pandémico, con un adyuvante
como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y proporcionar lotes de vacuna o kits de vacuna que
contienen menos de 10 ug de antigeno de hemaglutinina de la gripe por dosis 0 no mas de 15 pg de hemaglutinina
por dosis combinada.

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el antigeno esta altamente purificado.
14
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18. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16 o reivindicaciéon 17, en el que el antigeno de virus de la
gripe esta en forma de particulas de virus de la gripe completas o divididas.

19. La composicién de vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que el antigeno
de la gripe se selecciona de un antigeno H2 tal como H2N2 y un antigeno H5 tal como H5N1.

20. El kit de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que el antigeno de la gripe se
selecciona de un antigeno H2 tal como H2N2 y un antigeno H5 tal como H5N1.

21.El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en el que el antigeno de la gripe
se selecciona de un antigeno H2 tal como H2N2 y un antigeno H5 tal como H5N1.

22. El uso de menos de 10 ug, o de menos de 8 ug, o de 1-7,5 pg o de 1-5 pg de antigeno de hemaglutinina de virus
de la gripe derivado de huevo de una sola cepa de gripe asociada con un brote pandémico o que tiene el potencial
de asociarse con un brote pandémico, en combinacién con un adyuvante como se ha definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, en la fabricacion de un lote de vacuna o un kit de vacuna para la proteccién frente a la
infeccién por virus de la gripe.

23. El uso de acuerdo con la reivindicacion 22, para su administracion como dosis Unica o en mas de una dosis, tal
como dos dosis.

24. El uso de no mas de 15 ng, o de menos de 10 pug, o menos de 8 ug, o de 1-7,5 pg o de 1-5 pg de antigeno de
hemaglutinina de virus de la gripe derivado de huevo de una sola cepa de gripe asociada con un brote pandémico o
gue tiene el potencial de asociarse con un brote pandémico, en la fabricacién de una vacuna de dos dosis para
administracion parenteral y mucosa simultanea, en el que la hemaglutinina para administracién parenteral se ha
formulado con un adyuvante como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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Figl A
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Fig1 B
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