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DESCRIPCION
Vacunas de influenza adsorbidas extemporaneamente a adyuvantes de aluminio

Intereses de gobierno

La presente invencion se preparo, en su totalidad o en parte, con el apoyo del Contrato del Gobierno de los Estados
Unidos HHS N266200400032C del Institut o Naci onal d e Sal ud/Instituto Nacio nal d e Alerg ia y Enfermedades
Infecciosas. Por consiguiente, el Gobierno de los Estados Unidos tiene determinados derechos en la invencion.

Campo técnico

La pres ente invencién pertenece al cam po d e vacu nas potenciadas con ad yuvantes para proteccion frent e a
infeccion por virus influenza.

Técnica antecedente

A excepcioén del producto FLUAD™ de Chiron Vaccines, que incluye un adyuvante de emulsion de aceite-en-agua,
las vac unas de infl uenza ac tualmente e n uso g eneral no estan potenciadas con adyuvante. Estas vacun as se
describen con mas detalle en los c apitulos 17 y 18 de la referencia 1. Las mismas s e basan en virus vivo o virus
inactivado y las vacun as i nactivadas s e pueden basar en virus ¢ ompleto, virus “fracc ionado” o e n antigenos de
superficie purificados (incluyendo hemaglutinina y neuraminidasa).

Mas recientemente, la inclusién de adyuvantes de s al de aluminio se ha sugerido para vacunas de influenza (por
ejemplo, v éanse las referencias 2-5). Ademas de necesitar etapas de mezcla adicionales durante la preparacion,
ralentizando de ese mod o la preparacion global, la inclusién de estas sa les esta asociada con div ersos problemas.
Por ejemplo, su ins olubilidad significa q ue | os antige nos adsorbidos se sedimentan a partir de la s uspension, de
forma que | a prepar acion de dos is in dividuales a partir de vacu na a gran el re quiere un cu idado adic ional.
Adicionalmente, la union del antigeno a las sales complica el control de calidad de las vacunas finales. En particular,
algunos ensayos de potencia para vacunas de influenza se basan en inmunoensayos in vitro que requieren antigeno
no unido, es decir, la adsorcion al adyuvante significa que estos ensayos no se pueden usar.

Es un objeto de la invencion proporcionar vacunas de influenza potenciadas con adyuvante adicionales y mejoradas
(para uso tanto pandémico como interpandémico) y procedimientos para su preparacion.

Divulgacién de la invencién

De acuerdo con la invencion, los componentes de antigeno y adyuvante de una vacuna de influenza potenciada con
adyuvante no se mezcla n durante la pr eparacion, sino que se pro porcionan como co mponentes se parados par a
mezcla improvisada en el momento del uso. La invencidn es eficaz unicamente porque se ha observado (véanse los
ejemplos en el presente documento) que la adsorcion del antigeno al a dyuvante ocurre sustancialmente de for ma
instantanea y es irreversible en las condiciones experimentadas durante la vacunacién. Por tanto, la i nvencion evita
los diversos problemas que surgen de la realizaciéon de la mezcla durante la preparacion.

Por lo tanto la invencién proporciona el uso de (i) un antigeno de virus influenza y (ii) un componente de adyuvante
que comprende una sal de aluminio, en la preparacion de un medicamento para generar una respuesta inmune en
un paciente, en el que el medicamento comprende el antigeno y el adyuvante como componentes separados.

Un procedimiento p ara pre parar una vac una de infl uenza p uede c omprender las etapas d e: (i) pre pararun
componente de antigeno que comprende un antigeno de virus influenza; (ii) preparar un componente de adyuvante
que c omprende un a sal d e aluminio; vy (iii ) combi nar | os compo nentes de antigeno y adyuvante en un kit. El
procedimiento también puede incluirla etapa d e (iv) m ezclar los co mponentes de antig eno y adyuvante para
administracion a un paci ente, pero la et apa (iv) tipicam ente se rea lizara por u n profesionaldelasaludene |
momento del uso, en lugar de por un fabricante.

Un procedimiento para preparar y administrar una vacuna de influenza puede comprender las etapas de: (i) mezclar
los compo nentes de un kit que com  prende un compo nente de antige no qu e compr ende un antig enod e viru s
influenza y un componente de ad yuvante que comprende una sal de aluminio; y (ii) administrar los componentes
mezclados a u n paciente. Este proced imiento implicar a tipicame nte: agitacion del com ponente de adyuvante para
dispersar cu alquier sal de aluminio se dimentada; a fiadir d e forma aséptica e | c omponente d e antige no al
componente d e ad yuvante; i nvertir o agitar suavem ente los comp onentes mezcl ados; retirar los componentes
mezclados a una jeringa; y a dministrar los compo nentes mezcl ados al paci ente. La administracion a un paciente
tendra lugar tipicamente menos de 24 horas (por ejemplo <18 horas, <12 horas, <6 horas, <3 horas, <2 horas, <1
hora, <30 minutos, <20 minutos, <10 minutos, <5 minutos, <2 minutos, <1 minuto, etc.) después de la mezcla.

El kit

Los kits comp renden d os ¢ omponentes: uno co n a ntigeno y u no co n ad yuvante. Estos dos co mponentes se
mantienen por separado en un kit h asta que se decide preparar una vacuna p ara administracion a un paciente,
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momento e n el qu e los ¢ omponentes se mezclan para proporcionar una vac una enlac ual el antigeno esta
adsorbido al adyuvante.

Por tanto los dos com ponentes estan s eparados fisicam ente el uno d el otro de ntro del kit y esta separ acion se
puede c onseguir d e div ersas maner as. Por ej emplo, lo s dos com ponentes pueden estar e n d os reci pientes
separados, tales como v iales. Los cont enidos d e | os do s vial es se pueden mezcl ar posteriormente por e jemplo
retirando el contenido de un vial y afiadiéndolo al otro vial o retirando por separado los contenidos de ambos viales y
mezclandolos en un tercer recipiente.

En una disposicion preferida, uno d e los co mponentes del kit es una jer inga y el otro es un recip iente tal como un
vial. La j eringa precargada se puede usar (por ej emplo, con una aguja) para insertar su contenido en el segu ndo
recipiente para mezcla y la mezcla después se puede extraer en la jeringa. Los conte nidos mezclados de la jeringa
se pueden administrar después a un paciente, tipicamente a través de una nueva aguja estéril. El envasado de un
componente e n u na jer inga prec argada elimina por ta ntol a necesidad d e us ar una jer inga s eparada p ara
administracioén al paciente.

En otra disp osicién pr eferida, los dos comp onentes de | kit se mantien en juntos per o p or separado e n la misma
jeringa por e jemplo, una jeringa de cam ara do ble, tales como las que se divu Igan e n las refer encias 6-13, etc.
Cuando la jeringa se acciona (por ejemplo, durante la administracién a un paciente) entonces el contenido de las dos
camaras se mezcla. Esta dis posicion evita la necesidad de una etapa de mezcla separada en el momento del uso.
Generalmente ambos contenidos de las dos camaras estaran en forma acuosa.

En al gunas disposiciones, uno de los c omponentes (tipicame nte e | compo nente de a ntigenoen| ugard el
componente de adyuvante) esta en forma s eca (por ejemplo, en una forma liofilizada), estando el otro componente
en un a forma acuos a. Los d os compo nentes se pue den mezclar con el fin de re activar el comp onente seco y
proporcionar una composiciéon acuosa para administracion a un paciente. En otras disposiciones menos preferidas,
ambos componentes estan en forma seca. Un componente liofilizado tipicamente estara localizado dentro de un vial
en lugar d e unajeringa. Los compo nentes secos pueden i ncluir esta bilizantes t ales como | actosa, sacarosa o
manitol, asi como mezclas de los mismos, por ejemplo mezclas de lactosa/sacaros a, mezclas de sacarosa/manitol,
etc.

Una disposicién preferida usa un componente de adyuvante acuoso en una jeringa precargada y un componente de
antigeno liofilizado en un vial.

Cuando ambos componentes son acuosos, los mism os se pueden mezclar en diversas proporciones de v olumen,
por ejemplo entre 1:5 (exceso de volumen de antigeno acuoso) y 5:1 (exceso de volumen de adyuvante acuoso). Se
prefiere una proporcién de entre 1:2 y 2:1, por ejemplo, aproximadamente 1:1.

Los recipientes adecuados para kits incluyen viales y jeringas desechables. Estos recipientes deben ser estériles.

Cuando un componente se localiza en un vial, el vial preferentemente esta hecho de vidrio o material plastico. El vial
preferentemente se esteriliza antes de que la composicion se afiada al mismo. Para evitar problemas con pacientes
sensibles al latex, los viales preferentemente se sellan con un tapén sin latex y se prefiere la ausencia de latex en
todo el material de envasado. El vial p uede incluir una dosis Unica de vacuna o el mismo puede incluir mas de una
dosis (un vial “multidosis”) por ejemplo, 10 dosis. Los viales preferidos estan hechos de vidrio incoloro.

Las vacunas de influenza tipicamente se administran en un volumen de dosific acién de aproximadamente 0,5 ml,
aunque se puede administrar la mitad de una dosis a los nifios (es decir, aproximadamente 0,25 ml). Los recipientes
se pueden marcar para mostrar un v olumen de m edia dosis, para fac ilitar la administracion de media dosis a los
nifios, por ejemplo, una jeringa que contiene una dosis de 0,5 ml puede tener una marca que muestre un volumen de
0,25 ml.

Un vial puede tener una tapa (por ejem plo un cierre Luer) adaptado de forma qu e se p ueda insertar una j eringa
precargada en la tapa, el contenido de la jeringa se puede expulsar al vial (por ejemplo, para reconstituir material
liofilizado en el mismo) y el contenido del vial se puede retirar nuevamente a la jeringa. Después de retirar la jeringa
del vial, se puede unir un a aguja posteriormente y la composicién se pue de administrar a un paciente. La t apa
preferentemente se localiza dentro de un sello o cubierta, de forma que el sello o cubierta se tiene que retirar antes
de que se pueda acceder a la tapa. Un vial puede tener una tapa que permita la retirada aséptica de su contenido,
particularmente para viales multidosis.

Cuando un componente se envasa en una jeringa, la jeringa puede tener una aguja unida a la misma. Si no hay una
aguja unida, se puede suministrar una aguja separada con la jeringa para ensamblaje y uso. Una aguja de este tipo
puede estar enfundada. Se prefieren agujas de seguridad. Las agujas de calibre 23-25,4 mm, calibre 25-25,4 mm y
calibre 25-15,8 mm so n tipicas. Las jeringas pueden estar provistas de etiquetas desprendibles en las cuales se
puede imprimir el nimero de lote y la fecha de vencimiento del contenido, para facilitar el mantenimiento del registro.
El émbolo en la jeringa preferentemente tiene un tapdn para evitar que el émbolo se retire accidentalmente durante
la aspiracion. Las jeringas pueden tener una tapa y/o émbolo de goma latex. Las jeringas desechables contienen
una dosis Unica de v acuna. La jeringa generalmente tendra una tapa de la p unta para sellar la punta antes de la
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fijacion de una aguja y la tapa de la punta preferentemente esta hecha de una goma de butilo. Si la jeringa y la aguja
se envasan por separado entonces la jeringa preferentemente esta provista de un protector de goma de butilo. Las
jeringas preferidas son aquellas comercializadas con la marca comercial “Tip-Lok”™.

Cuando se usa un r ecipiente de vidrio (por ejemplo una jeringa o un vial), entonces s e prefiere usar un recipiente
hecho de un vidrio de borosilicato en lugar de un vidrio sodocalcico.

El kit pued e in cluir (por e jemplo en la mis ma caja) un p rospecto que incluye detalles de la vacu na, por ejemp lo,
instrucciones para a dministracion, detal les de los a ntigenos dentro d e la vacu na, etc. Las instrucc iones también
pueden contener advertencias, por ejemp lo mantener una solucién de adrenalina disponible facilmente en caso d e
reaccion anafilactica a continuacion de la vacunacion, etc.

El kit preferentemente se almacena a entre 2 °C y 8 °C. El mismo no se debe congelar.
El antigeno de virus influenza

Uno de los componentes del kit contie ne antigeno de virus influenza. Estos antigenos tipicamente se prepararan a
partir de v iriones de influenza pero, com o una alternativa, los a ntigenos tales ¢ omo hema glutinina se pu eden
expresar e n u n h uésped re combinante (p or ej emplo en unalin ea de célu las de in secto us ando un v ector de
baculovirus) y usarse en forma purificada [14,15]. Sin embargo, en general los antigenos seran a partir de viriones.

El antigeno puede tomar la forma de un virus vivo o, méas preferentemente, un virus inactivado. Los medios quimicos
para i nactivar un virus incluyen tratami ento con un a ca ntidad eficaz de unoom as d e los si guientes ag entes:
detergentes, formaldehido, formalina, B-propiolactona o luz UV. Los medios quimicos ad icionales para inactivacion
incluyen tratamiento con azul de metileno, soraleno, carboxifulereno (C60) o una combinacién de cu alquiera de | os
mismos. Otros proced imientos de inactiv acion viral se co nocen en | a técnic a, tales como por e jemplo etilamina
binaria, acetil etilenoimina o radi acion gamma. El pr oducto INF LEXAL™ es una v acuna i nactivada de vir ion
completo.

Cuando se usa un virus inactivado, la vacuna puede comprender virus completo, virus fraccionado o antigenos de
superficie purificados (incluyendo hemaglutinina y, habitualmente, incluyendo también neuraminidasa).

Los virio nes s e pue den reco ger a partir d e liquidos qu e contienen vir us medi ante d iversos pr ocedimientos. Por
ejemplo, un procedimiento de purificacion puede implicar centrifugacion zonal usando una solucién de gradiente de
sacarosa lineal que incluye detergente para alterar los viriones. Después los antigenos se pueden purificar, después
de dilucién opcional, mediante diafiltracion.

Los virus frac cionados s e o btienen tratan do viri ones co n detergente ( por ej emplo, é ter de etil o, p olisorbato 80,
desoxicolato, tri- N-butil fosfato, T riton X-100, Triton N101, bromuro d e cetiltrimetilamonio, T ergitol NP9, etc.) para
producir pre paraciones su bviriénicas, in cluyendo el procedimiento de fraccion amiento “T ween-éter’. Los
procedimientos de fracci onamiento de vir us influ enza s e conocen bienenlat écnica, por ej emplo, véans e las
referencias 16-21, etc. El fraccionamiento de los virus tipicamente se lleva a ¢ abo alterando o fragmentando virus
completo, infeccioso o no infeccioso con una concentracion desestabilizante de un agente de fraccionamiento. La
alteracion da como resultado una solubilizacion completa o parcial de las proteinas del virus, alterando la integridad
del virus. Los agentes de fraccionamiento preferidos son tensioactivos no idnicos e idnicos (por ejemplo catiénicos),
por ejemplo alquilglicésidos, alquiltioglicésidos, acil azlcares, sulfobetainas, betainas, polioxietilenoalquiléteres, N,N-
dialquil-Glucamidas, Hec ameg, al quilfenoxi-polietoxietanoles, comp uestos de amonio cuatern ario, s arcosil, CT AB
(bromuros de cetil trimeti | a monio), fosfato de tri- N-butilo, Cetav lon, sales de m iristiltrimetilamonio, lip ofectina,
lipofectamina y DOT-MA, los octil o nonilfenoxi polioxietanoles (por ejemplo los tensioactivos de T riton, tales com o
Triton X-100 o Triton N101), ésteres de sorbitan de polioxietileno (los tensioactivos Tween), éteres de polioxietileno,
ésteres de polioxietileno, etc. Un procedimiento de fraccionamiento util usa los efectos consecutivos de desoxicolato
de sodio y formaldehido y el fraccionamiento puede tener lugar durante la purificacion inicial de virion (por ejemplo
en un a sol ucién de gr adiente de de nsidad de sacarosa). Por tanto, un procedimiento de fraccio namiento p uede
implicar el acl arado del mat erial que co ntiene viri6n (p ara eliminar e | material no viri énico), concentracion de los
viriones reco gidos (por e jemplo usa ndo un proc edimiento de ads orcién, tal com o adsorci én ¢ on CaHPO ,),
separacion de virion es com pletos del m aterial no vir idnico, fraccion amiento de viri ones usa ndo un age nted e
fraccionamiento en u na eta pa de ce ntrifugacion de gr adiente d e de nsidad (p or ej emplo us ando u n gradiente d e
sacarosa q ue contiene un a gente d e fracc ionamiento ta | co mo des oxicolato de so dio) y después filtracion (p or
ejemplo ultrafiltracion) p ara r etirar materi ales ind eseados. Los virion es fracciona dos se pue den res uspender de
forma util en solucién de cloruro de sodio isotonica tamponada con fosfato de s odio. Los productos BEGRIVAC™,
FLUARIX™ FLUZONE™ y FLUSHIELD™ son vacunas fraccionadas.

Las v acunas de antigeno de s uperficie pur ificadas ¢ omprenden los antige nos de s uperficie de infl uenza
hemaglutinina vy, tipicamente, tambié n neuraminidasa. Los procedimientos para pre parar estas pr oteinas en forma
purificada se conocen bien en la técnica. Los productos FLUVIRIN™, AGRIPPAL™ e INFLUVAC™ s on vacunas de
subunidad.
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Las proteinas de influenza diferentes a HA y NA también se pueden usar como el antigeno de influenza, incluyendo
fragmentos de proteinas naturales. Las combinaciones de las mismas también se pueden usar.

Los antigenos de influenza también se pueden presentar en forma de virosomas [22].

El virus infl uenza pu ede est ar atenu ado. El virus infl uenza pu ede ser sensib le a te mperatura. El virus infl uenza
puede estar adaptado al frio. Estas tres posibilidades se aplican en particular para los virus vivos.

Las cepas de virus influenza para us o en v acunas cambian de estacién a estacio n. En el per iodo interpandémico
actual, las vacunas tipicamente incluyen dos cepas de influenza A (H1 N1 y H3N2) y una cepa de influenza B y las
vacunas trivalentes son tipicas. La invencién también puede usar virus de cepas pandémicas (es decir, cepas frente
a las cuales el receptor de la vacuna y la poblacion humana en general no se han expuesto), tales como cep as de
subtipo H2, H 5, H7 o H9 (e n particular de virus influe nza A) y las vac unas de influenza para cepas pand émicas
pueden ser monov alentes o se pueden basar en una vacuna trivalente normal complementada mediante una cepa
pandémica. Sin embar go, de pendiendo de la estaci6n y de la nat uraleza del antig eno incluido en | a vacun a, la
invencion puede proteger frente a uno o mas subtipos de HA H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H
13, H14, H15 o H16.

Las comp osiciones p otenciadas cona dyuvante so n p articularmente Utiles para  inmunizar fren te a cepas

pandémicas. Las caracteristicas de una cepa de influenza que le proporcionan el potencial de provocar un brote de
pandemia son: (a) co ntiene una hemaglutinina nueva en comparacion con las hemaglutininas en cepas humanas
actualmente e n circul acion, es decir , una que n o ha si do evid ente en la po blacidn humana dura nte mas de un a
década (por ejemplo H2) o que no se ha observado previamente jamas en la poblacién humana (por ejemplo H5, H6
o H9, que generalmente se han encontrado Unicamente en poblaciones de aves), de forma que la poblacién humana
no haya estado expuesta a la hemaglutinina de la cepa; (b) es capaz de transmitirse horizontalmente a la poblacion
humana; y (c) es patdgena para seres humanos. Se prefiere un virus con hemaglutinina de tipo H5 para inmunizar
frente a influenza pandémica, tal como una cepa H5N1. Otras cepas posibles incluyen H5N3, HOIN2, H2N2, H7N1 y
H7N7 y cu alquier otra ce pa pand émica p otencialmente emergente. De ntro del su btipo H5, un virus pued e caer
dentro de HA clade 1, HA clade 1’, HA clade 2 o HA clade 3 [23], siendo particularmente pertinentes las clades 1y 3.

Otras cepas que se pueden incluir de forma util en las comp osiciones son ce pas que s on resiste ntes a tera pia
antiviral (por ejemplo resistentes a oseltamivir [24] y/o zanamivir), incluyendo cepas pandémicas resistentes [25].

Las composiciones pueden incluir antigeno o antigenos de una o mas (por ejemplo 1, 2, 3, 4 0 mas) cepas de virus
influenza i ncluyendo vir us influenza A y/o virus i nfluenza B. Cu ando una v acuna incluye mas de una ce pa de
influenza, las cepas diferentes se cultivan tipicamente por separado y se mezclan después de que los virus se han
recogido y los antigenos se han preparado. Por tanto un procedimiento puede incluir la etapa de mezclar antigenos
a partir de mas de una cepa de influenza. Se prefiere una vacuna trivalente, que incluya antigenos de dos cepas de
virus influenza A y una cepa de virus influenza B, aunque también son utiles las vacunas monovalentes (por ejemplo
para cepas pandémicas).

El virus i nfluenza p uede ser una ce pa re ordenante, y se pue de h aber obten ido medi ante técnicas de g enética
inversa. Las técnic as de ge nética i nversa [por ejempl o 26-30] permite n que los vir us influe nza co n segme ntos
genomicos deseados se preparen in vitro usando plasmidos. Tipicamente, la misma implica expresar (a) moléculas
de ADN que codifican moléculas de ARN viral deseadas por ejemplo a partir de promotores poll y (b) moléculas de
ADN que codifican proteinas virales, por ejemplo a partir de promotores polll, de forma qu e la expresion de ambos
tipos de ADN en una célula conduce al ensamblaje de un virion infeccioso intacto completo. EI ADN preferentemente
proporciona todo el ARN viral y las proteinas, pero también es posible usar un virus auxiliar para proporcionar parte
del ARN y las proteinas. Se prefieren los procedimientos basados en plasmido que usan plasmidos separados para
producir cada ARN viral [31-33] y estos procedimientos también implicaran el uso de plasmidos para expresar todas
o algunas de las proteinas virales (por ejemplo, sélo las proteinas PB1, PB2, PA y NP), usandose 12 plasmidos en
algunos procedimientos.

Para red ucir el nimero de plasmidos necesarios, un enfoque reciente [34] combi na una pluralidad de casetes d e
transcripcion de ARN polimerasa | (para sintesis de ARN viral) en e | mismo plasmido (por ejemplo, secuencias que
codifican 1, 2, 3,4, 5,6, 7 o los 8 segmentos de ARNv de influenza A) y una pluralidad de regiones codificantes de
proteina con promotores de ARN polimerasa Il en otro plasmido (por e jemplo, secuencias que codifican 1, 2, 3, 4, 5,
6,7 o los 8transcritos de ARNm d e influenza A). Los as pectos pref eridos de | pr ocedimiento de referencia 34
implican: (a) regiones codificantes de ARNm de PB 1, PB2 y PA en un plasmido unico; y (b) todos los 8 segmentos
codificantes de ARNv en un plasmido Unico. La inclusién de los se gmentos de NA y HA en un plasmido y los otros
seis segmentos en otro plasmido también puede facilitar este asunto.

Como u na a lternativa al us o de pr omotores poll para codificar los s egmentos de ARN vira |, es posib le us ar
promotores de polimerasa de bacteriéfago [35]. Por ejem plo, los pr omotores de | as polimerasas SP6, T30 T7 se
pueden usar de forma conveniente. Debido a la especificidad de especies de los promotores poll los promotores de
polimerasa de bacteriéfago pueden ser mas convenientes para muchos tipos celulares (por ejemplo MDCK), aunque
una célula también tiene que transfectarse con un plasmido que codifica la enzima polimerasa exdgena.
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En otras técnicas es posible usar promotores dobles poll y polll para codificar simultaneamente los ARN virales y los
ARNmM expresables a partir de un molde Unico [36,37].

Por tanto un virus (en particular un virus influenza A) puede incluir uno 0 mas segmentos de ARN a partir de un virus
A/PR/8/34 (tipicamente 6 segmentos de A/PR/8/34, con los segmentos de HA y N siendo procedentes de una cepa
de vacuna, es decir, un reordenante 6:2), particularmente cuando los virus se cultivan en huevos. El mismo también
puede incluir uno o mas segmentos de ARN a partir de un virus A/AWSN/33 o a partir d e cualquier otra cepa de virus
util para ge nerar virus reor denantes para preparacion de vacuna. T ipicamente, la i nvencion prote ge frente aun a
cepa que ti ene cap acidad d e transmisi 6n de serh umano aserh umano y porta ntoelg enoma delac epa
habitualmente incluira un segmento de ARN que se origind en un virus influenza de mamifero (por ejemplo en un ser
humano). El mismo puede incluir un segmento NS que se originé en un virus influenza aviar.

Los vir us us ados com o | a fuente de los antigenos se pueden cultivaren huevos SPF o en c ultivo ce lular. El
procedimiento convencional actual para cultivo de virus influenza usa huevos de gallina embrionados, purificandose
los virus del contenido del huevo (fluido alantoideo). Sin embargo, mas recie ntemente, se han c ultivado virus en
cultivo de células animales y, por razones de velocidad y de alergias de pacientes, se prefiere este procedimiento de
cultivo. Si se usa un cultivo viral basado en huevo entonces uno o mas aminoacidos se pueden introducir en el fluido
alantoideo del huevo junto con el virus [18].

El sustrato celular tipicamente sera una linea de células de mamifero. Las células de mamifero adecuadas de origen
incluyen, pero sin limitacion, células de ha mster, de vaca, de primate, (incluyendo seres humanos y monos) y de
perro. Se pueden usar diversos tipos celulares, tales como células de rifidn, fibroblastos, células retinianas, células
de pulmon, etc. Los ejemp los de célu las d e hamster ad ecuadas son | as lineas cel ulares que tie nen los nombr es
BHK21 o HKCC. Las c élulas de m ono adecuadas son, por ejemplo, células de mono verde Africano, tales com o
células de rifidn como en la linea de células Vero. L as células de perro adecuadas son, por ejemplo, célulasde
rifién, como e n la line a de ¢ élulas MDCK. Por tanto la s lineas cel ulares adecu adas incluyen, pero sin limitac i6n:
MDCK; CHO; 293T; BHK; Vero; MRC-5; PER.C6; W |-38; etc. El uso de célul as d e mamifero signific a que | as
vacunas pueden estar li bres de ADN de p ollo, asi como también estan libres de proteinas del h uevo (tales como
ovoalbumina y ovomucoide), reduciendo de ese modo la alergenicidad.

Las lineas de células de mamifero preferidas para cultivar virus influenza incluyen: células MDCK [38-41], obtenidas
a partir d e riién ca nino Madin D arby; cé lulas V ero [42-44], obtenidas a partird e rifidn de mo no verde Afric ano
(Cercopithecus aethiops); o célul as PER.C6 [45], obtenid as a partir de r etinoblastos e mbrionarios humanos. Estas
lineas celulares estan ampli amente dis ponibles, por ej emplo, en la C oleccién Americana de Cu Itivos Tipo (AT CC)
[46], a partir del Depdsito de Células Coriell [47], 0 a partir de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC).
Por ejemplo, la AT CC suministra diversas células Vero diferentes con los numeros de catalogo CCL-81, CCL-81.2,
CRL-1586 y CRL-1587 y suministra células MDCK con el numero de catalogo CCL-34. PER.C6 esta disponible en la
ECACC con el numero d e depdsito 96 022940. Com o un a alte rnativa menos preferida a las line as de cél ulasde
mamifero los virus se pueden cultivar en lineas de células de aves [por ejemplo, referencias 4850], incluyendo lineas
celulares obtenidas a partir de patos (por ejemplo, retina de pato) o gallinas, por ejemplo, fibroblastos de embridn de
pollo (CEF), etc. Los ejemplos incluyen células madre embrionarias de ave [48, 51], incluyendo la linea de células
EBx obtenida a partir de células madre embrionarias de pollo, EB45, EB 14 y EB 14-074 [52].

Las lineas celulares mas preferidas para cultivar virus influenza son lineas de células MDCK. L a linea de células
MDCK ori ginal esta dis ponible en la AT CC como CC L-34, pero los derivados de esta line a cel ular tambié n se
pueden usar. Por ejemp lo, | a referencia 3 8 divul ga una linea de cél ulas MDCK que se adapté p ara cultivoe n
suspension (“MDCK 33016”, depositada como DSM ACC 2219). De forma similar, la referencia 53 divulga una linea
de células obtenidas de MDCK que se cultiva en suspension en cultivo sin suero (“B-702”, depositada como FERM
BP-7449). La referencia 54 divulga ¢ élulas MDCK no tu morigénicas, i ncluyendo “M DCK-S” (AT CC PT A-6500),
“MDCK-SF101” (ATCC PTA-6501), “MDCK-SF102” (ATCC PTA-6502) y “MDCK-SF103” (PT A-6503). La refere ncia
55 divulga lineas de células MDCK con alta sensibilidad a infeccién, incluyendo células “MDCK.5F1” (AT CC CRL-
12042). Cualquiera de estas lineas MDCK se puede usar.

Cuando el virus se ha cultivado en una linea de células de mamifero entonces el componente de antigeno en el kit
estara provechosamente libre de protei nas del huevo (por ejemplo ovoalbumina y ovomucoide) y de ADN de po llo,
reduciendo de ese modo la alergenicidad.

Cuando el virus se ha cultiv ado en una linea celular entonces el cultivo para crecimiento y también el inéculo viral
usado para comenzar el cultivo, preferentemente estaran libres de (es decir, se habran ensayado para determinar y
habran dado un resultado ne gativo para la contami nacién por) virus de herpes simple, virus sinc itial respiratorio,
virus de parainfluenza 3, coronavirus de SARS, adenovirus, rinovirus, reovirus, poliomavirus, birnavirus, circovirus
y/o parvovirus [56]. La ausencia de virus de herpes simple es particularmente preferida.

Cuando e | virus se hacultivado e nunalinea de cé lulas ento nces el comp onente antigénico preferentemente
contiene menos de 10 ng (preferentemente menos de 1 ng y mas pr eferentemente menos de 100 pg) de ADN de
célula huésped residual por dosis, aunque pueden estar presentes cantidades trazas de ADN de célula huésped. El
ADN contaminante se puede eliminar durante la preparaciéon de la vacuna usando procedimientos de purificacion
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convencionales, por ejem plo, cromat ografia, etc. La eli minacion de A DN de ¢ élula huésped resi dual se puede
potenciar mediante tratamiento con nucleasa, por ejemplo, usando una ADNasa. Un procedimiento conveniente para
reducir la co ntaminacién c on ADN d e cél ula h uésped se divulgaen| as refere ncias 57 y 58, q ue implicaun
tratamiento de dos etap as, en prim er lugar usand o una ADNasa (por ejemplo Benzonasa), q ue se pue de us ar
durante el cre cimiento viral y después un detergente cationico (por e jemplo CTAB), que se p uede usar durante la
alteracion del virion. El tratamiento con un age nte alquilante, tal como p-propiolactona, también se pu ede usar para
eliminar el ADN de célula huésped y provechosamente también se puede usar para inactivar los viriones [59].

Se prefieren las vacunas que contienen <10 ng (por ejemplo <1 ng, <100 pg) de ADN de células huésped por 15 ng
de hemaglutinina, como o son vacunas que contienen <10 ng (por ejemplo <1 ng, <100 pg) de ADNde célula
huésped por 0,25 ml de v olumen. Las vac unas g ue contienen <10 ng ( por ejemplo <1 ng, < 100 pg) de ADN de
células huésped por 50 ng de hemaglutinina son mas preferidas, como las v acunas que contienen <10 ng (por
ejemplo <1 ng, <100 pg) de ADN de célula huésped por 0,5 ml de volumen.

Se prefiere que la longitud promedio de cualquier ADN de célula huésped residual sea menor de 500 pb por ejemplo,
menos de 400 pb, menos de 300 pb, menos de 200 pb, menos de 100 pb, etc.

Para el cultivo en una linea celular, tal como en células MDCK, el virus se puede cultivar en células en suspension
[38,60 61] 0 en cultivo adherente. Una linea de células MDCK a decuada para cultivo en susp ension es MDC K
33016 (depositada como DSM ACC 2219). Como una alternativa, se puede usar cultivo de microsoporte.

Las lineas celulares que soportan la replicacion de virus influenza se cultivan preferentemente en medios de cultivo
sin su ero y/o medios sin proteinas. U n m edio se denomina un me dio sin s uero e n el ¢ ontexto de | a presente
invencion en el cual no existen aditivos a partir del suero de origen humano o animal. Sin proteinas se comprende
que significa cultivos en los cuales la multiplicacion de la célula ocurre con la exclusion de las proteinas, factores de
crecimiento, otros aditivos de proteina o proteinas no séricas, pero pueden incluir o pcionalmente proteinas tales
como tripsina y otras proteasas que pueden ser necesarias para el cultivo viral. Las células que se cultivan en tales
cultivos naturalmente contienen proteinas ellas mismas.

Las lineas celulares que soportan la replicacion de virus influenza preferentemente se cultivan por debajo de 37 °C
[62] (por ejemplo 30-36 °C, o aproximadamente 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C), por ejemplo durante
la replicacién viral.

El procedimiento para propagar el virus en células cultivadas generalmente incluye las etapas de inocular las células
cultivadas con la cepa que se tiene que cultivar, cultivar las células infectadas durante un periodo de tiempo deseado
para la propagacion del virus, tal como  por ejemplo como se determine por el titulo de virus o la expresion de
antigeno (por ejemplo entre 24 y 168 horas después de | a inoculacién) y reco ger el virus propagado. Las célul as
cultivadas se inoculan con una pr oporcién de virus a  célul a (medi da por PF U o T CIDsg) de 1:500 a 1:1,
preferentemente 1:100 a 1:5, mas preferentemente 1:50 a 1:10. El virus se afiade a una suspension de las células o
se aplica a una monocapa de las c élulas y el vir us se absorbe en las células durante al menos 60 minutos pero
habitualmente menos de 300 minutos, preferentemente entre 90 y 240 minutos a 25 °C a 40 °C, preferentemente 28
°Ca37° C.Elcultiv ode célulasinfectadas (p or ej emplo m onocapas) se pu ede retirar me diante con gelacion-
descongelacion o m ediante accién e nzimatica par a a umentar el co ntenido viral d e | os sobr enadantes de c ultivo
recogidos. Los fluidos recogidos después se inactivan o se almacenan congelados. Las células cultivadas se pueden
infectar a una multiplicidad de infeccién (“m.o.i.”) de aproximadamente 0,0001 a 10, preferentemente 0,002 a 5, mas
preferentemente a 0,00 1 a 2. Aln ma s preferentemente, las células se i nfectan a u na m.o.i. de apro ximadamente
0,01. Las células infectadas se pueden recoger 30 a 60 horas después de la infeccion. Preferentemente, las células
se recogen 34 a 48 horas después de la infeccion. Ain mas preferentemente, las células se recogen 38 a 40 horas
después de la infeccid n. Generalmente se afiad en proteasas (tipicamente tripsina) durante el cultivo celular para
permitir la liberacion viral y las proteasas se pueden afiadir en cualquier fase adecuada durante el cultivo.

La hemaglutinina (HA) es el inmu négeno principal en vacunas de infl uenza inactivadas y las dosis de vacuna se
estandariza mediante referencia a los niveles de HA, tipicamente medidos mediante un ens ayo de inmunodifusion
radial unico (SRID). Las vacunas tipicamente contienen aproximadamente 15 pg de HA por cepa, aunque también
se usan dosis mas bajas, por ejemplo para nifios o en situaciones pandémicas. Las dosis fraccionadas tales como %2
(es decir 7,5 ug de HA por cepa), 4 y 1/8 se han usado [4,5], como también dosis mas elevadas (por ejemplo dosis
3xo0 9x[63,6 4]). Portanto lasva cunas pue deni ncluirentre 0,1 y150 pgde HAporc epadei nfluenza,
preferentemente entre 0,1 y 50 ug por ejemplo 0,1-20 png, 0,1-15 pg, 0,1-10 ng, 0,1-7,5 ng, 0,5-5 pg, etc. Las dosis
particulares i ncluyen por ejempl o aproximadamente 45, apro  ximadamente 30, apro  ximadamente 15,
aproximadamente 10, apro ximadamente 7, 5, apro ximadamente 5, apro ximadamente 3,8, apro ximadamente 1,9,
aproximadamente 1,5, etc. por cepa. Estas dosis mas bajas son mas utiles cuando esta presente un adyuvante en la
vacuna, como con la invencion.

Para vacunas vivas, la dosificacion se mide mediante la dosis infecciosa de cultivo de tejido media (TCIDsg) en lugar
del contenido de HA y una TCIDs, de entre 10° y 10° (preferentemente entre 10%°-10”) por cepa es tipica.
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La HA usa da con lainv encion pu ede ser una HA natu ral como se e ncuentra en u nvirus o se pue de ha ber
modificado. Por ejemplo, se conoc e la mod ificacion de H A para el iminar los determi nantes (por e jemplo re giones
hiperbasicas alrededor del sitio de escisidon entre HA1 y HA2) que causan que un virus sea altam ente patégeno en
especies de aves, ya que estos determinantes pueden de otra manera evitar que un virus se cultive en huevos.

El componente de antigeno de los kits puede incluir detergente por ejemplo un tensioactivo de éster de sorbitan de
polieoxietileno (con ocido ¢ omo los “T weens”), uno ctoxinol (ftal como octoxinol-9 (T riton X-1 00)o t-
octilfenoxipolietoxietanol), un bromuro d e c etil trimetil am onio (“CT AB”), o deso xicolato de so dio, p articularmente
para una vac una de antig eno d e s uperficie o fraccio nada. El detergente p uede es tar pres ente U nicamente en
cantidades trazas. Por ta nto esta vacuna puede incluir menos de 1 mg/ml de cada uno de octoxinol-10, hidrégeno
succinato de a-tocoferil y polisorbato 80. Otros componentes residuales en cantidades trazas podrian ser antibioticos
(por ejemplo, neomicina, kanamicina, polimixina B).

Una vacuna inactivada pero de células no completas (por ejemplo una vacuna de virus fraccionado o una vacuna de
antigeno de s uperficie purificada) p uede incluir proteina de matriz, con el fin de b eneficiarse de | os epitopos d e
células T adicionales que s e local izan de ntro de este a ntigeno. Por t anto una v acuna de cé lulas n o compl etas
(particularmente una v acuna fraccionada) que incluye hemaglutinina y neur aminidasa puede incluir adicionalmente
proteina de m atriz M 1 y/o M2. Cuando una proteina de matriz estéd presente, se prefiere la inclusiéon de niveles
detectables de proteina de matriz M2 o un fragmento de proteina M1. También puede estar presente nucleoproteina.

El adyuvante

Los adyuvantes que se h an usado en vac unas de i nfluenza incluyen chitosan [65], em ulsiones de aceite en agua
tales como MF 59 [66], emulsiones de agua en aceite en agua [67], sales de aluminio [2,5], oligodesoxinucledtidos
CpG talesc omo CpG 7 909 [68], tox ina termolabil de E. coli [69,87] y s us mut antes d estoxificados [7 0-71],
monofosforil lipido A [72] y su derivado 3-o-desacilado [73], mutantes de toxina de pertusis [74], muramil d ipéptidos
[75], etc.

Sin embargo, de acuerdo con la invencion el componente de adyuvante se basa e n sales de aluminio. Estas sales
incluyen a dyuvantes con ocidos como h idréxido de aluminio vy fosf ato de al uminio. Estosn ombres so n
convencionales, pero se usan U nicamente por ¢ onveniencia, ya g ue nin guno es una descripcion prec isa d el
compuesto quimico real que esta presente [por ejemplo véase el capitulo 9 de la referencia 76]. La invencion puede
usar cualquiera de los adyuvantes de “hidréxido” o “fosfato” que se usan en general como adyuvantes.

Los adyuvantes con ocidos c omo “hidroxido de al uminio” son tipic amente sales de o xihidréxido d e aluminio, que
habitualmente son al me nos parcialmente cristalinas. El oxihidréxido de aluminio, que se puede representar por la
férmula AIO(OH), se pue de distinguir de otros compuestos de al uminio, tales como hidréxido de a luminio AI(OH)s,
mediante espectroscopia infrarroja (IR), en particular mediante la presencia de una banda de adsorcion a 1070 cm .
y un saliente marcado a 3090-3100 cm’”’ [capitulo 9 de la referencia 76]. El grado de cristalinidad de un adyuvante de
hidréxido de aluminio se refleja por la anchura de la banda de difracciéon a media altura (WHH), donde las particulas
poco cristalinas muestran una amplitud de linea mayor debido a tamafios de cristales mas p equefios. El are ade
superficie aumenta a medida que aumenta la W HH y los ad yuvantes con valores de WHH mas e levados se ha
observado que tienen mayor capacidad de adsorciéon de antigeno. Una morfologia fibrosa (p or e jemplo, como se
observa en microfotografias electronicas de transmision) es tipica de los adyuvantes de hidréxido de aluminio. El pl
de los adyuvantes de hidroxido de aluminio tipicamente es aproximadamente 11, es decir, el propio adyuvante tiene
una carga de superficie positiva a pH fisioldgico. Se han informado capacidades de adsorcién de entre 1,8-2,6 mg de
proteina por mg de A" a pH 7,4 para adyuvantes de hidroxido de aluminio.

Los ad yuvantes conocidos como “fosfato d e aluminio” son tipicamente hidr oxifosfatos de alum inio, que co ntienen
también con frecuencia una pequefa cantidad de sulfato (es decir sulfato de hidroxifosfato de aluminio). Los mismos
se pueden obtener por precipitacion y las condiciones de reaccion y las concentraciones durante la precipitacion
influyen sobre el grado de sustitucion de hidroxilo por fosfato en la s al. Los hidroxifosfatos en general tienen una
proporcion molar de PO 4/Al entre 0,3 y 1,2. Los hidroxifosfatos se pu eden distinguir de AIPO 4 estricto mediante la
presencia de grupos hidroxilo. Por ejemplo, un espectro de banda IR a 3164 cm™ (por ejemplo, cuando se calienta a
200 °C) indica la presencia de hidroxilos estructurales [cap. 9 de la referencia 76].

La pro porcion molar d e PO JAP deu nad yuvante de fo sfato de al uminio generalmente estard e ntre 0,3 y 1,2,
preferentemente entre 0,8 y 1,2 y mas preferentemente 0,95 + 0,1. El fosfato de aluminio generalmente sera amorfo,
particularmente para s ales de hi droxifosfato. Un ad yuvante tipico es hidroxifosfato de al uminio a morfo con u na
proporcion molar de PO4/Al entre 0,84 y 0,92, incluida a 0,6 mg de AIP*/ml. El fosfato de aluminio generalmente seré
particulado (p or ejem plo, morfologia si milarap laca como se ob serva en mic rofotografias electrénicas de
transmision). Los d iametros tipicos d el as particul as estanenel intervalode 0,5-20 pm (por e jemplo,
aproximadamente 5- 10 um) des pués d e cualquier adsorcion de a ntigeno. S e han i nformado ¢ apacidades d e
adsorcién de entre 0,7-1,5 mg de proteina por mg de AI™*" a pH 7,4 para adyuvante de fosfato de aluminio.

El punto d e carga cero (PZC) de fosfato de alumi nio esta relacionado de forma inversa con el gr ado de sustitucion
de hidroxilo por fosfato y este grado de sustitucién puede variar dependiendo de las condiciones de reaccion y la
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concentracion de los re activos usad os pa ra prep arar | a sal medi ante precip itacion. El PZ C también se altera
cambiando la conce ntracién de ion es fosfato libres en solucién (m as fo sfato = PZC mas acido) o afiadiendo un
tampodn tal como un tampédn de histidina (hace al PZC mas basico). Los fosfatos de aluminio usados de acuerdo con
la inve ncion generalmente tendran un PZ C de entre 4,0y 7,0, ma s preferentemente entre 5,0 y 6,5, por ejemp lo
aproximadamente 5,7.

Las suspensiones de s ales de aluminio usadas para pre parar composiciones de la invencién pueden contener un
tampon (por ejemplo un tampoén fosfato o un tampoén de histidina o un tampdn Tris), pero no es siempre necesario.
Las susp ensiones son preferentemente es tériles y sin pirégenos. U na suspens ién p uede inc luir i ones fosfato
acuosos libres, por ejemplo, presentes a una concentracion entre 1,0 y 20 mM, preferentemente entre 5y 15 mMy
mas preferentemente aproximadamente 10 mM. Las suspensiones también pueden comprender cloruro de sodio.

En u na realizacién de lainvencion, el componente de adyuvante incluye una mezclatanto de un hidroxidode
aluminio como de un fosfato de aluminio [4]. En este cas o puede haber mas fosfato d e aluminio que hidréxido, por
ejemplo, una proporcion en peso de al menos 2:1 por ejemplo >5:1, >6:1, >7:1, >8:1, >9:1, etc.

+++

La concentracién de Al en una com posicién para administraciéon a un paciente preferentemente es menos de 10
mg/ml por ejemplo, <5 mg/ml, <4 mg/ml, <3 mg/ml, <2 mg/ml, <1 mg/ml, etc. Un intervalo preferido es entre 0,3 y 1
mg/ml. Se prefiere un maximo de <0,85 mg/dosis.

Asi como incluye uno o mas adyuvantes de sal d e aluminio, el com ponente de adyuvante puede incluir uno o mas
agentes adyuvantes o inmunoestimulantes adicionales. Tales componentes adicionales incluyen, pero sin limitacién:
un adyuvante de mo nofosforil lipido A 3-O-desacilado (“3d-MPL”); y/o una emulsion de aceite en ag ua. 3d-MPL
también se h a denominado monofosforil lipido A 3 d e-O-acilado o 3-O-desacil-4’-monofosforil lipido A. El nombr e
indica que | a posicion 3 de la gl ucosamina termi nal r eductora en m onofosforil lip ido A estd desacilada. Se ha
preparado a partir de un mutante sin heptosa de S. minnesota, y es quimicamente similar al lipido A pero carece de
un gr upo fosf orilo labila acido y un grupoaci lol abil ab ase. Elmismoa ctivalascé lulasde Ili naje
monocito/macréfago y estim ula | a li beracién de v arias citoquinas, i ncluyendo IL-1, | L-12, F NT-a.y GM-CSF. La
preparacion de 3d-MPL se describio originalmente en la referencia 77 y el producto se ha fabricado y comercializado
por C orixa Cor poration bajo |a marca comercial MPL™. En las referencias 78 a 81 se pueden e ncontrar detalles
adicionales.

Composiciones farmacéuticas

El compo nente de a ntigeno y el com ponente de a dyuvante del kit ser an amb os far macéuticamente acept ables,
como lo sera el producto de su mezcla. El producto mezclado puede incluir componentes adicionales al antigeno y al
adyuvante y estos se pueden originar a partir del componente de antigeno y/o del componente de adyuvante y/o de
un tercer componente opcional.

Por tanto la mezcla fi nal tipicam ente incluira unoo ma s ve hiculo o ve hiculos y/o ex cipiente o ex cipientes
farmacéuticos. Una descripcion exhaustiva de tales vehiculos y excipientes esta disponible en la referencia 82.

La mezcla final puede incluir conservantes tales como tiomersal o 2-fenoxietanol. Sin embargo, se prefiere que la
vacuna de be estar sustancialmente libre de (es decir menos de 5 pg/ml) material de merc urio, p or ejem plo, sin
tiomersal [17,83]. Las v acunas que no contienen mercurio son m as preferidas. Las vacunas sin conservantes son
particularmente preferidas.

Para controlar la tonicidad se prefiere incluir una sal fisiolégica, tal como una sal de sodio. Se prefiere cloruro de
sodio (NaCl), que p uede estar presente a entre 1 y 20 mg/ml. Otras sales q ue p ueden estar pr esentes incluyen
cloruro de potasio, fosfato de hidrogeno de potasio, fosfato disédico deshidratado, cloruro de magnesio, cloruro de
calcio, etc.

La composicién puede incluir iones citrato.

Las composiciones para ad ministracion g eneralmente tendran u na osmolalidad d e entre 2 00 m Osm/kg y 40 0
mOsm/kg, preferentem ente e ntre 240- 360 mOsm/kg, y p referentemente estara de ntro del interv alo de 29 0-310
mOsm/kg. La osmolalidad s e ha inform ado previamente que no tie ne un imp acto so bre el d olor causado p or la
vacunacion [84], pero sin embargo se prefiere mantener la osmolalidad en este intervalo.

Las comp osiciones p ara a dministracion p ueden i ncluir uno o m as tampon es. Los tampo nes tipic os incl uyen: un
tampodn fosfato; un tampoén T ris; un tampd n borato; un tampdn succinato; un tampd n histidina o un ta mpén citrato.
Los tampones tipicamente estaran incluidos en el intervalo de 5-20 mM.

El pH de una composicion para administracién generalmente estara entre 5,0 y 8,1 y mas tipicamente entre 6,0 y 8,0
oentre 6,5y 7,50 entre 7,0 y 7,8. Por lo tanto el procedimiento puede incluir una etapa de ajuste del pH de la
vacuna a granel antes del envasado.

Los componentes de kit individuales, incluyendo los recipientes, son preferentemente estériles.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2382670 T3

Los componentes del kit pref erentemente son no pirégenos, por ejemplo, contienen <1 UE (unidad de en dotoxina,
una medida convencional) por dosis y preferentemente <0,1 UE por dosis.

Los componentes del kit preferentemente no tienen gluten.

Los comp onentes del kit p ueden inc luir material p ara una i nmunizacién U nica o p ueden inc luir material p ara
inmunizaciones multiples (es decir u n kit “multid osis”). Por tanto, por e jemplo, el an tigeno para 10 dosis se p odria
incluir e n un r ecipiente, a dyuvante para 10 dosis en un segu ndo r ecipiente. Los dos compo nentes se po drian
mezclar e n un a cirugia en |l a mafa na d el uso par a pro porcionar 10 dosis p ara a dministraciéon a una ser iede
pacientes durante el dia. Ca da dosis se extraeria a una j eringa nueva para su a dministracion. La i nclusion de un
conservante se prefiere en disposiciones multidosis. Como una alternativa (o adicionalmente) a | a inclusion de un
conservante e n com posiciones multi dosis, las c omposiciones s e p ueden co ntener e n un recipiente que tiene un
adaptador aséptico para eliminacion de material.

Procedimientos de tratamiento y administracion de la vacuna

Después de la mezcla, las composiciones son adecuadas para administracion a pacientes humanos y la divulgacion
proporciona u n proce dimiento para g enerar una resp uesta inmu ne en un paciente, g ue comprende la etapad e
administrar una composicion de la invencion al paciente.

La invencion también proporciona un kit o composicion de la divulgacion para su uso como un medicamento.

La invencién también proporciona el uso de (i) un antigeno de virus influenza y (ii) un componente de adyuvante que
comprende una sal de aluminio, en la prep aracion de un medicamento para generar una respuesta inmune en un
paciente, en el que el medicamento comprende el antigeno y el adyuvante como componentes separados.

La respuesta inmune generada por estos procedimientos y usos generalmente incluira una respuesta de anticuerpo,
preferentemente un a res puesta de anticuerpo protector a. Los proce dimientos par a eval uar | as r espuestas d e
anticuerpo, la capacidad de neutralizacion y la proteccion después de la vacunacion con virus influenza se conocen
bien en la técnica. Los estudios humanos han demostrado que los titulos de anticuerpo frente a hemaglutinina d e
virus influenza hum ano est an corr elacionados c on la pr oteccion (un ti tulo de in hibicion de h emaglutinacién d e
muestra de suero de aproximadamente 30-40 da aproximadamente el 50% de proteccion de la infeccion mediante
un vir us ho mologo) [85]. Lasres puestasdea nticuerpo tipicam ente se m iden me diante inhi bicién de
hemaglutinacién, media nte microneutralizacién, med iante inmu nodifusién ra dial un ica (SRID), y/o medi ante
hemdlisis radial unica (SRH). Estas técnicas de ensayo se conocen bien en la técnica.

Las composiciones se pueden administrar de diversas maneras. La via de inmunizaciéon mas preferida es mediante
inyeccion intra muscular (p or ej emploe n el brazo o pi erna), pero ot ras vias disponibles inc luyen inyeccion
subcutanea, intranasal [86-88], oral [89], intradérmica [90,91], transcutanea, transdérmica [92], etc.

Las vac unas se pu eden us ar par a trat ar tanto ni ios c omo ad ultos. L as vacu nas d e infl uenza se recomie ndan
actualmente para su uso en inmunizacion pediatrica y de adultos, desde los 6 meses de edad. Por tanto el paciente
puede tener menos de 1 afio de edad, 1-5 afios de ed ad, 5-15 afios de edad, 15-55 afos de edad, o al menos 55
afos de edad. Los pacientes preferidos para recibir las vacunas son los de edad avanzada (por ejemplo >50 afios de
edad, >60 afos de eda d, y preferentemente >65 a fios), | os jove nes (p or ejem plo <5 afios de e dad), pacie ntes
hospitalizados, trabajadores de la salud, personal de servicio armado y militar, mujeres e mbarazadas, los enfermos
cronicos, pacientes inmunodeficientes, pacientes que han tomado un compuesto antiviral (por ejemplo un compuesto
de oseltamivir o zanamivir, tal como fosfato de oseltamivir — véase mas adelante) en los 7 dias antes de recibir la
vacuna, pers onas con al ergias al huevo y personas que viajan al e xtranjero. Sin embargo, las v acunas no son
adecuadas Unicamente para estos grupos y se p ueden usar de forma m as general en una poblacién. Para c epas
pandémicas, se prefiere la administracién a todos los grupos de edad.

Las vac unas s e pu eden a dministrar a pac ientes sust ancialmente al mi smo tiemp o q ue (p or ejemplo, durante la
misma consulta o visita médi ca a un profes ional de | a salud o centro d e vacunacioén) otras vacunas p or ejemplo,
sustancialmente al mismo tiempo que una vacuna contra el sarampion, una vacuna contra las paperas, una vacuna
contra la rubéola, una vacuna SPR, una vacuna contra la varicela, una vacuna MMRYV, una vacuna contra la difteria,
una vacuna contra el tétanos, una vacuna contra la tos ferina, una vacuna de DTP, una vacuna de H. influenzae tipo
B conj ugada, una v acuna d e pol iovirus i nactivado, un a vacun a de v irus de h epatitis B, una vac una co njugada
meningocdcica (tal como un a vacun a tetravale nte A-C-W 135-Y), un a vacun a de viru s sincitial res piratorio, u na
vacuna co njugada neumocdcica, etc. La administracién a sustanc ialmente e | mis mo tiemp o q ue un a vac una
neumocadcica 0 una vacuna meningococica es particularmente util en pacientes de edad avanzada.

De forma similar, las vacunas se pueden administrar a pacientes sustancialmente al mismo tiempo que (por ejemplo,
durante la misma consulta o visita mé dica a un profesional de la salud) un com puesto antiviral y en particular un
compuesto antiviral activo frente a virus influenza (por ejemplo, oseltamivir). Estos antivirales incluyen inhibidores de
neuraminidasa, tales como u n acid o (3R,4 R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3(1-etilpropoxi)-1-ciclohexeno-1-carboxilico,
incluyendo ésteres del mismo (por ejemplo el etil éster) y sales del mismo (por ejemplo la sal de fosfato). Un antiviral
preferido es etil éster fosfato del acido (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3(1-etilpropoxi)-1-ciclohexeno-1-carboxilico
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(1:1), también conocido como fosfato de oseltamivir (TAMIFLU™).

El tratamiento puede ser mediante un programa de dosis Unico o un programa de dosis multiple. Las dosis multiples
se pueden usar en un programa d e i nmunizacién primario y/o en un programa d e in munizacién d e refuerzo. La
administracion de mas de una dosis (tipicamente dos dosis) es particularmente util en pacientes que no han estado
expuestos i nmunolégicamente, por e jemplo, para personas q ue nunca ha n rec ibido un a vac una de i nfluenza
anteriormente o para vacunar frente a un subtipo de HA nuevo (como en un brote de pandemia). Dosis multiples se
administraran tipicame nte al menos co n una seman a de diferencia (p or ejemp lo, apr oximadamente 2 seman as,
aproximadamente 3 sema nas, apro ximadamente 4 se manas, apro ximadamente 6 se manas, apr oximadamente 8
semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 12 semanas, aproximadamente 16 semanas, etc.).

Como las co mposiciones y kits d e | a divulgacion i ncluyen un adyuvante e n base a al uminio, p uede ocurrir | a
sedimentacion de los componentes durante el almacenamiento. Por lo tanto, la composicidon deberia agitarse antes
de la administracién a un paciente. La composicion agitada sera una suspensién blanca turbia.

General

El término “ que compre nde” abarca “qu e incluye” asi com o también “que consiste” por ejemplo una composicion
“que comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

La palabra “sustancialmente” no e xcluye “completamente”, por ejemplo una composicién que esta “su stancialmente
libre” de Y p uede estar com pletamente libre de Y. Cu ando sea necesario, la p alabra “sustancialmente” se pu ede
omitir de la definicion de la invencion.

El término “aproximadamente” en relaciéon a un valor numérico x significa, por ejemplo, x + el 10%.

A menos qu e se indique esp ecificamente, un proc edimiento que ¢ omprende una etapa de mezcl a de dos o mas
componentes no re quiere ningun orden especifico d e me zcla. Por tanto los comp onentes se pu eden mezclar e n
cualquier ord en. Cua ndo existen tres componentes entonces d os com ponentes s e p ueden com binar entre si 'y
después la combinacién se puede combinar con el tercer componente, etc.

Cuando un antigeno se describe como que esta “adsorbido” a un adyuvante, se prefiere que al menos el 50% (en
peso) de ese antigeno esté adsorbido, por ejemplo, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95%, el 98% o mas.

Cuando se usan materiales animales (y particularmente bovinos) en e | cultivo d e células, los mismo s se deb erian
obtener a p artir de fue ntes que estén libres de e ncefalopatias espo ngiformes transmisibles (EET) y en p articular
libres de encefalopatia espongiforme bovina (EEB). En conjunto, se prefiere cultivar las células en ausencia total de
materiales obtenidos de animales.

Cuando se usa un sustrato celular p ara reordenamiento de procedimientos de genérica inversa, es preferentemente
uno que se ha aprobado para su uso en produccion de vacunas humanas, por ejemplo, como en Ph Eur c apitulo
general 5.2.3.

Modos para realizar lainvencién

Debido a los problemas mencionados anteriormente asociados con el uso de s ales de aluminio para potenciar con
adyuvantes vacunas de virus influenza, se ha decidido investigar si s e podrian preparar vacunas en las cuales los
componentes de adyuvante y de antigeno se mantengan separados hasta el momento del uso, pero en las cuales la
adsorcion de antigeno pueda aun tener lugar. Para determinar la viabilidad de este enfoque, antigenos de superficie
purificados a partir de un virus influenza se mezclaron con suspensiones de hidréxido de aluminio. Inmediatamente a
continuacion de la mezcla, la sal de aluminio se sedimenté mediante centrifugacion bench y se midié la cantidad de
proteina restante en el sobrenadante (es decir, la cantidad de proteina no adsorbida).

Cepas de virus influenza A actuales

Se purificd h emaglutinina a partir de virus influenza A/New Caledonian (H1N1) o A/Wyoming (H3N2), y se diluyd
para dar 75 ug HA/ml. Un adyuvante de hidréxido de aluminio se preparé a 4,25 mg/ml (aproximadamente 1,5 mg de
AI"™/ml). 1 ml de la s uspensién de adyuvante se afiadié a 4 ml de la solucién de antigeno en un tubo Falcon de 15
ml y la mezcla se invirtio y se incubd a te mperatura am biente. L as m uestras s e tomaron en el momento cero y
después a 5, 10, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos. Los controles fueron antigeno en solitario (PBS 10 mM, pH 7,7) o el
adyuvante en solitario (PBS 10 mM, pH 7,7). Las muestras se centrifugar on inm ediatamente a 4000 rpm para
sedimentar el material adsorbido p ara andlisis. El contenido de proteina se evalu6 mediante ensayo de protein a
BioRad™ y mediante SDS-PAGE no desnaturalizante.

Los resultados del estudio de adsorcion para las dos cepas fueron los siguientes, normalizados al 100% siendo el
contenido de proteina del control con Unicamente antigeno:
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Muestra Proteina de A/New Caledonia en Proteina de A/Wyoming en
sobrenadante sobrenadante
Control de antigeno 100 100
control de adyuvante 0,0 0,3
0 minutos 3,8 1,2
5 minutos 1,7 0,7
10 minutos 2,2 0,6
20 minutos 2,2 0,6
30 minutos 1,6 0,8
60 minutos 1,4 0,5
90 minutos 1,8 0,5
120 minutos 1,9 0,5

Por tanto un grado de adsorcion elevado ocurre muy rapidamente. Las diferencias en los diversos puntos de tiempo
no fueron significativas. Para confirmar los resultados, se usé tincién de colorante SYPRO ruby en separaciones de
SDS-PAGE de los sobrenadantes. No fueron visibles bandas de proteina en el control de adyuvante, muestras de 0,
5,10, 2 0 6 30 minutos. P or tanto cualquier proteina presente estaba por debajo del limite de deteccion mediante
este procedimiento, que es lo suficientemente sensible para detectar 1.2 ng de proteina.

Los resultados mostraron q ue al me nos el 97 % d el anti geno se adsorbié rap idamente al ad yuvante. De forma
sorprendente | a adsorcion o curre basic amente insta ntaneamente, lo cual p ermitiria que u na vacu na de i nfluenza
potenciada c on a dyuvante s e distri buyera sin a dsorcidon previa al a dyuvante. Por tanto se p uede preparar mas
rapidamente una vacuna de adyuvante, que sera mas Uti | en un a situa cidon p andémica. Estos resultados se h an
conseguido con dos ¢ epas diferentes de virus influenza A y s e esp era compl etamente que el mismo efectos e
observe con otras cepas y con otros adyuvantes en base a sales de aluminio insolubles.

Cepade influenza A pandémica

Se prep ar6 u na formul aciéon de a ntigeno de su perficie purificado de virus infl uenza A/Vietn am/1203/2004 x
A/PR/8/34 (H5N1) 2:6 reordenante. El contenido de hemaglutinina se estimé que era 41 pg de HA/ml determinado
porS RID.3 Omld e A/lH 5N1s e co ncentraronusa ndo eld ispositivod e filtro centrifugo Ult rafree-15 a
aproximadamente 15 m I. ElI contenido de proteina total de A/H5N1 tanto original como concentrado se determ in6
mediante el e nsayo de proteina Bio-Rad con una curva normal de gamma globulina de 0- 50 pg/ml. Usand o este
resultado, se calcul6 la prop orcion de HA a proteina total. Después este valor se usé para calcular el volumen final
necesario para una solucién de 60 ng de HA/ml de A/H5N1.

0,7 ml de un adyuvante de hidréxido de aluminio de 2 mg/ml se afiadieron a 0,7 ml de 60 pg de HA/ml MBP en un
tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Las sol uciones se me zclaron mediante inversién y se incubaron a temperatura
ambiente (aproximadamente 20 °C). S e tomaron muestras por duplicado a 5 m inutos, 10 mi nutos, 30 m inutos, 2
horas, 8 horas y 24 horas. Los controles fueron 0,7 ml de PBS 10 mM, pH 7,7 afiadidos a 0,7 ml de 60 pg de HA/ml
de MBP y7 mlde PBS 10 mM, pH 7,7 afadidos a 0,7 ml de hidréxido de aluminio 2 mg/ml. Las muestras  se
centrifugaron a 13 000 rpm durante 1 m inuto a tem peratura amb iente, para eliminar el h idroxido de a luminio
suspendido y el sobrenadante se decantd en un bijou estéril de 7 ml marcado. Los resultados se analizaron como se
ha descrito anteriormente mediante ensayo de proteina BioRad™ y mediante SDS-PA GE no des naturalizante con
colorante SYPRO y fueron los siguientes.

Muestra|Proteina en sobrenadante
Control de antigeno 100
Control de adyuvante 0,5
5 minutos 3,7
10 minutos 2,1
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(continuacion)

Muestra Proteina en
sobrenadante
30 minutos 0,2
2 horas 0,3
8 horas 1,1
24 horas 2,4

Los resultados para la formulacion de A/H5N1 fueron co mparables con | os ex perimentos conducidos usando las
preparaciones equivalentes de A/New Caledonia y A/W yoming. Se detectaron niveles muy bajos de proteina en el
sobrenadante para todas las muestras usando el ensayo de proteina Bio-Rad, confirmando que casi toda la proteina
permanecio unida al s edimento de hidroxido de alumin io. La tincion de colorante SYPRO ruby sensible de las
muestras d espués de se paracion por S DS-PAGE no rev elé bandas de proteina en el control de ad yuvante ni en
ninguna de las seis muestras cronometradas. Por tanto cu alquier proteina presente estuvo por debajo del limite de
deteccion mediante este procedimiento. No hubo diferencia significativa entre las concentraciones de proteina en
ninguno de los puntos de tiempo. Todas las absorbancias de muestra y estimaciones de concentracion de proteina
posteriores para el control de hidréxido de aluminio y las muestras cronometradas estuvieron por debajo del limite
inferior de la curva normal de 5 a 50 pg/ml.

Por tanto |os datos indican que la proteina de A/H5N1 se adsorbe de forma instantéanea al adyuvante de sal de
aluminio y permanece unida de forma estable durante al menos 24 horas.

Dados clinicos humanos

Como se ha informado en la referencia 93, 300 voluntarios en un ensayo de fase | no controlado abierto aleatorizado
recibieron una de seis formulaciones de vacuna de influenza A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) fraccionada monovalente
inactivada, que comprende 3 dosis diferentes de HA (7,5 ug, 15 ug o 30 ug) con o sin adyuvante de hidroxido de
aluminio. Los individuos recibieron dos vacunaciones y las muestras de sangre se analizaron mediante inhibiciéon de
hemaglutinacién y microneutralizacion.

La vacuna s e produjo e n huevos de p ollo em brionados, usando el proce dimiento de fabricacién usado para la
vacuna i nterpandémica VA XIGRIP™ [94 ].Lace pa dev acunaf ue lac epa der eferenciade infl uenza
AlVietnam/1194/2004/NIBRG14 (H5 N1) pr eparada por NIBSC. Esta cepa co ntiene hemag lutinina modifica da y
neuraminidasa a partird e la cepa aviar altamente patdégena de influenza A/Vietnam/1194/2004 y otras proteinas
virales de influenza A/PR/8/34 (H1N1). La hemaglutinina se mod ificé para eliminar la secuencia de aminoacidos
multibasica en el sitio de escision.

Jeringas de 0,5 ml (aguja de calibre 23, 25,4 mm) se cargaron con la vacuna fraccionada al nivel de 7,5 ug, 15 ug o
30 ug de hem aglutinina, en una solucién salin a tamponada con fosfato sin ad yuvante. Para | a va cunacion sin
adyuvante, estas jeringas se usaron en pacientes directamente. Sin embargo, para la vacunacion p otenciada con
adyuvante, el contenido de una jeringa se inyecté en un vial estéril, donde estaba el c ontenido de u na jeringa que
contiene adyuvante de hidroxido de aluminio. Esta mezcla tuvo lugar a pie de cama, inmediatamente antes del uso y
10 segundos después de la mezcla los contenidos se extrajeron a una jeringa nueva (aguja de calibre 23, 25,4 mm),
con agitacion suave p ara homogeneizar la suspensién de antigeno/adyuvante y después se in yectd a un paciente
por via intram uscular (delto ides). El volu men de i nyecciéon fue 0,5 ml, exce pto p ara la formu laciond e 30 pg
potenciada con adyuvante (volumen 1 ml). El contenido de adyuvante final de las vacunas fue 600 pg. Los estudios
preliminares de mezcla de a ntigeno y adyuvante han demostrado coeficientes de a dsorcién similares para las tres
dosis de antigeno.

Cada participante recibié dos inyecciones intramusculares, con 21 dias de separacion (dias 0 y 21). Las muestras de
sangre se tomaron los dias 0, 21 y 42.

Las seis formulaciones se toleraron bien sin informes de acontecimientos adversos graves entre los dias 0 y 42, sin
dolor en el sitio de la inyeccion grave y sin episodios febriles con una temperatura oral de mas de 38 °C.

Todas las formulaci ones in dujeron una respu esta inm une, co n resp uestas d etectables en algunos in dividuos
después de Unicamente una dosis. Con respecto a la inhibicion de hem aglutinina, entre el 6% y el 3 4% de cada
grupo tenia titulos de 32 0  mas el di a 21, aumentando la propor cién al 28-67% el dia 42. Las respuestas de
anticuerpo neutralizantes siguieron un patrén similar a los de la inhibicién de hemaglutinina. La formulacién de 30 ng
potenciada con adyuvante indujo una respuesta mayor (indice de seroconversion de inhibicion de hemaglutinina del
67% d espués de dos vac unaciones). En p articular, un ré gimen de dos dosis conla v acuna de 3 0 pug de H5N1
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Europeos para la licencia de vacunas de influenza estacionales.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de (i) un antigeno de virus influenza que comprende hemaglutinina y (ii) un componente de adyuvante que
comprende una sal de aluminio, en la prep aracion de un medicamento para generar una respuesta inmune en un
paciente, en el qu e el m edicamento comprende el antigeno y el ad yuvante com o componentes s eparados, p ara
mezcla improvisada en el momento del uso.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que el antigeno de virus influenza es virus inactivado.
3. El uso de la reivindicacion 2, en el que el antigeno de virus influenza comprende virus completo.
4. El uso de la reivindicacion 2, en el que el antigeno de virus influenza comprende virus fraccionado.

5. Eluso de lareivindicacion 2, en el que el antigeno de vir us infl uenza c omprende a ntigenos de su perficie
purificados.

6. El uso d e cualquier reivindicacion precedente, en el que el antigeno de virus i nfluenza es d e un s ubtipo H1, H2,
H3, H5, H7 o H9 de virus influenza A.

7. El uso de la reivindicacion 6, en el que el antigeno de virus influenza es de H5N1.

8. El us o de cualquier reivindicacion precedente, en el que el antige no de virus influenza se prepara a partir de u n
virus influenza cultivado en huevos.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el antigeno de virus influenza se prepara a partir
de un virus influenza cultivado en cultivo celular.

10. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el componente de antigeno de virus influenza
esta libre de ovoalbumina, ovomucoide y ADN de pollo.

11. El uso d e la reivindicacion 9, en el g ue el componente de antige no de virus influenza contiene menos de 10 ng
de ADN celular del huésped del cultivo celular.

12. El uso de cualquier reivindicacion precedente, en e | que componente de antig eno de virus i nfluenza contiene
entre 0,1 y 50 ng de hemaglutinina por cepa viral en el componente.

13. El us o de cualquier reivindicacion precedente, en el que componente de a dyuvante incluye un adyuvante de
hidroxido de aluminio.

14. El us o de cualquier reivindicacion prec edente, en el que componente de a dyuvante incluye un adyuvante de
fosfato de aluminio.
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