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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas que contienen toxoides A 'y B de Clostridium difficile

Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a composiciones que incluyen toxoides de Clostridium difficile y métodos correspondientes.

Antecedentes de la invencion

Las toxinas Ay B de Clostridium difficile (C. difficile) son las responsables de la enfermedad asociada con C. difficile
(CDAD), la cual se manifiesta a si misma como diarrea nosocomial y colitis pseudomembranosa (Kuijper y
colaboradores, Clinical Microbiology and Infection 12 (Suppl. 6):2-18, 2006; Drudy y colaboradores, International
Journal of Infectious Diseases 11(1):5-10, 2007; Warny y colaboradores, Lancet 366(9491): 1079-1084, 2005; Dove
y colaboradores, Infection and Immunity 58(2):480-488, 1990; Barroso y colaboradores, Nucleic Acids Research
18(13):4004, 1990). El tratamiento de las toxinas con formaldehido resulta en los toxoides A y B correspondientes,
los cuales estan completamente desactivados y retienen inmunogenicidad por lo menos parcial (Torres y
colaboradores, Infection and Immunity 63(12):4619-4627, 1995). Se ha mostrado que la vacunacion que emplea
ambos toxoides es efectiva en hamsteres, adultos saludables, y pacientes con CDAD recurrente (Torres y
colaboradores, Infection and Immunity 63(12):4619-4627, 1995; Kotloff y colaboradores, Infection and Immunity
69(2):988-995, 2001; Sougioultzis y colaboradores, Gastroenterology 128(3):764-770, 2005; Torres y colaboradores,
Vaccine Research 5(3):149-162, 1996). Adicionalmente, la administracion de toxoides tanto libres como ligados a sal
de aluminio (adyuvante) lleva a respuestas inmunoldgicas apropiadas (Torres y colaboradores, Vaccine Research
5(3): 149-162, 1996; Giannasca y colaboradores, Infection and Immunity 67(2):527-538, 1999). La administracion de
ambos toxoides simultaneamente es mas efectiva que la administracién de proteinas individuales solas (Kim y
colaboradores, Infection and Immunity 55(12):2984-2992, 1987). Ambos de los toxoides A y B son por lo tanto
candidatos para el desarrollo de vacunas. La mejora de su integridad de conformacion y/o reduccién en su tendencia
para aglomerarse es deseable para producir estabilidad en almacenamiento optima.

El documento US 6214341 describe la inmunizacién pasiva frente a una enfermedad provocada por Clostridium
difficile.

Compendio de la invencion

La invencién proporciona composiciones, tales como composiciones farmacéuticas (p. €j., composiciones de
vacuna), incluyendo un toxoide de Clostridium difficile (p. ej., un toxoide de toxinas A y/o B de C. difficile; con
toxoides A y B estando presentes en una relacion de, por ejemplo, 5:1 a 1:5, p. €j., 3:2 (A:B)) y excipientes
farmacéuticamente aceptables que comprenden (a) un regulador seleccionado de un regulador de citrato de sodio o
potasio y un regulador de fosfato de sodio o potasio; y (b) sacarosa, que reducen o retrasan la aglomeracion del
toxoide, y/o incrementan la estabilidad térmica del toxoide, con relacion a una composiciéon que carece de los
excipientes farmacéuticamente aceptables. En un ejemplo, los excipientes farmacéuticamente aceptables reducen o
retrasan la aglomeracion del toxoide un 50% o mas, con relacién a una composicion que carece de los excipientes
farmacéuticamente aceptables. En otro ejemplo, los excipientes farmacéuticamente aceptables incrementan la
estabilidad térmica del toxoide 0.5°C o mas, con relacién a una composicidon que carece de los excipientes
farmacéuticamente aceptables. Opcionalmente, las composiciones de la invenciéon pueden incluir un adyuvante (p.
€j., un compuesto de aluminio, tal como un compuesto de hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, o hidroxifosfato
de aluminio). Las composiciones pueden estar en forma liquida, forma de polvo seco, secadas por congelacion,
secadas por rocio, 0 secadas por espuma.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables pueden ser, por ejemplo, seleccionados a partir del grupo que
consiste en reguladores, agentes de tonicidad, carbohidratos simples, azulcares, polimeros de carbohidratos,
aminoacidos, oligopéptidos, poliaminoacidos, alcoholes polihidricos y éteres de los mismos, detergentes, lipidos,
tensioactivos, antioxidantes, sales, albumina de suero humana, gelatinas, formaldehido, o combinaciones de los
mismos. Se describe que (i) el regulador se selecciona a partir del grupo que consiste en citrato, fosfato, glicina,
histidina, carbonato, y bicarbonato, y esta en una concentracion de 5-100 mM; (ii) el agente de tonicidad es manitol,
en una concentracion de 1-50 mM; (iii) el azlcar se selecciona a partir de sorbitol, trehalosa, y sacarosa, a una
concentracion de 1-30%; (iv) el aminoacido, oligopéptido, o poliaminoacido esta presente en una concentracion de
hasta 100 mM; (v) el alcohol polihidrico se selecciona a partir del grupo que consiste en glicerol, polietilenglicol, y
ésteres de los mismos de peso molecular de 200-10 000, a una concentracién de hasta 20%; (vi) los detergentes y
lipidos se seleccionan a partir del grupo que consiste en desoxicolato de sodio, Tween 20, Tween 80, y plurdnicos, a
concentraciones de hasta 0.5%; (vii) los polimeros de carbohidratos se seleccionan a partir de dextrano y celulosa;
(viii) las sales se seleccionan a partir del grupo que consiste en cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de
magnesio, y acetato de magnesio, hasta 150 mM; y (ix) el formaldehido esta presente en 0.001-0.02%.
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Se describen excipientes que incluyen aquellos listados en la Tabla 1, Tabla 2, Tabla 8, o Tabla 9. En otros
ejemplos, las composiciones incluyen citrato de sodio o potasio, y/o fosfato de sodio o potasio, opcionalmente en
combinacién con sacarosa y/o formaldehido. Por lo tanto, en varios ejemplos, las composiciones incluyen toxoides A
y B de Clostridium difficile, citrato (o fosfato) de sodio o potasio 5-100 mM (p. €j., 10-30 mM, o 20 mM), sacarosa al
2-20% (p. €j., 2-10% o 5%), y formaldehido a <0.020% (p. €j., 0.016%), pH 5.5-8.5 (p. €j., 6.5-8.0, 0 7.5). También se
describe una combinacion de sorbitol, dextrosa, y/o Tween 80.

La invencion también proporciona métodos para hacer composiciones que incluyen un toxoide de Clostridium difficile
y excipientes farmacéuticamente aceptables que comprenden (a) un regulador seleccionado de un regulador de
citrato de sodio o potasio y un regulador de fosfato de sodio o potasio; y (b) sacarosa, los cuales reducen o retrasan
la aglomeracioén del toxoide, y/o incrementan la estabilidad térmica del toxoide, con relacién a una composicién que
carece de los excipientes farmacéuticamente aceptables. Estos métodos incluyen proporcionar un toxoide de
Clostridium difficile y mezclar el toxoide de Clostridium difficile con los excipientes farmacéuticamente aceptables,
tales como aquellos descritos en la presente. Las composiciones pueden almacenarse en forma liquida o liofilizarse,
como se describe en la presente.

La invencion también proporciona una composiciéon de la invencién para el uso en un método de prevencién o
tratamiento de una enfermedad o infeccién provocada por C. difficile en un sujeto.

La invencion también proporciona el uso de una combinacion de
(a) un regulador seleccionado de un regulador de citrato de sodio o potasio y un regulador de fosfato de
sodio o potasio; y
(b) sacarosa,
para incrementar la estabilidad térmica y/o reducir o retrasar la aglomeracion de un toxoide de Clostridium
difficile in vitro.

Se describen métodos para inducir una respuesta inmunoldgica a C. difficile en un sujeto, que implican administrar al
sujeto una composicion como se describe en la presente. En un ejemplo, el paciente no tiene, pero esta en riesgo de
desarrollar, enfermedad de C. difficile, y en otro ejemplo, el paciente tiene enfermedad de C. difficile. Se describe el
uso de las composiciones de la invencién para inducir una respuesta inmunologica a C. difficile en un sujeto, o en
preparacion de medicamentos para uso en este proposito.

La invencién proporciona varias ventajas. Por ejemplo, el uso de los excipientes descritos en la presente puede
resultar en estabilidad fisica incrementada de los toxoides A y B de C. difficile, y/o aglomeracion disminuida o
retrasada, que son importantes para la produccion de productos farmacéuticos (p. €j., vacunas) incluyendo los
toxoides. Ademas, el uso de las relaciones de la invencion (p. €j., 3:2, A:B) y afiadir adyuvante justo antes de la
administracion (en lugar de en formulacion de vacuna almacenada), puede llevar a inmunogenicidad incrementada.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran aparentes a partir de la siguiente descripcion detallada, los
dibujos, y las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibuios

Figura 1. Estudios de efectos de solutos sobre la estabilidad estructural del toxoide A (x) en presencia de trehalosa al
20% (o), sacarosa al 20% (m), sorbitol al 10% (o), dextrosa al 10% (e), glicerol al 20% (A), Tween 80 al 0.05% (A),
plurénico F68 al 0.1% (0): (a) sefial CD a 208 nm; (b) intensidad de emision de ANS; (c) posicion de pico de emision
de ANS; y (d) termograma de DSC. Las trazas térmicas representan un promedio de 2 mediciones, donde cada
punto de datos tuvo un error estandar de menos de 0.5.

Figura 2. Estudios de efectos de solutos sobre la estabilidad estructural del toxoide B (x) en presencia de trehalosa al
20% (o), sacarosa al 20% (m), sorbitol al 10% (o), dextrosa al 10% (e), glicerol al 20% (A), Tween 80 al 0.05% (A),
plurénico F68 al 0.1% (0): (a) sefial CD a 208 nm; (b) intensidad de emision de ANS; (c) posicion de pico de emisién
de ANS; y (d) termograma de DSC. Las trazas térmicas representan un promedio de 2 mediciones. Cada punto de
datos tuvo un error estandar de menos de 0.5.

Figura 3. Estudios del efecto de combinaciones de solutos sobre la estabilidad térmica del toxoide A (x) en presencia
de sorbitol al 10% y Tween 80 al 0.05% (o), dextrosa al 10% y Tween 80 al 0.05% (m), sorbitol al 10%, dextrosa al
10% y Tween 80 al 0.05% (o), dextrosa al 10% y sorbitol al 10% (e): (a) monitorizado por la sefial CD a 208 nm y (b)
OD 350 nm. Las trazas térmicas representan un promedio de 2 mediciones, en las cuales cada punto de datos tuvo
un error estandar de menos de 0.05.

Figura 4. Estudios de combinaciones de solutos y sus efectos sobre la estabilidad térmica del toxoide B (x) en

presencia de sorbitol al 10% y Tween 80 al 0.05% (o), dextrosa al 10% y Tween 80 al 0.05% (m), sorbitol al 10%,
dextrosa al 10% y Tween 80 al 0.05% (o), dextrosa al 10% y sorbitol al 10% (e): (a) monitorizado por la sefial CD a
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208 nmy (b) OD 350 nm. Las trazas térmicas representan un promedio de 2 mediciones, en las cuales cada punto
de datos tuvo un error estandar de menos de 0.05.

Figura 5. Estudios de propiedades de Tween 80 (o) en presencia de dextrosa al 10% (m), sorbitol al 10% (o),
dextrosa al 10% y sorbitol al 10% (e) como una funcién de la temperatura: sefial CD de 208 nm de Tween 80 al
0.05% (a) y Tween 80 al 0.1% (b); OD 350 nm para Tween 80 al 0.05% (c) y Tween 80 al 0.1% (d); MSD de
diametro hidrodinamico a base de niumero (cuadrado lleno) y a base de numero lognormal (rombo lleno) para Tween
80 al 0.05% (e) y Tween 80 al 0.1% (f). Los tamafios de > 1 ym no son precisos dada la naturaleza de las
mediciones de DLS. Las trazas térmicas representan un promedio de 2 mediciones, donde cada punto de datos
tiene un error estandar de menos de 0.5.

Figura 6. Estudios del efecto de la concentracion de soluto en el punto medio de la transicion térmica (Tm) monitori-
zado con sefial CD de 208 nm para el toxoide A (a) y el toxoide B (b) en presencia de sorbitol y Tween 80 al 0.05%
(#), dextrosa y Tween 80 al 0.05% (m), sorbitol, dextrosa, y Tween 80 al 0.05% (A ), sorbitol, dextrosa, y Tween 80 al
0.1% (x), sorbitol y dextrosa (0).

Figura 7. El diametro hidrodinamico como una funcién de temperatura para el toxoide A (a-c) y el toxoide B (d-f)
donde los cuadrados llenos representan diametro a base de nimero MSD y los romboides llenos representan el
diametro a base de numero lognormal. Los tamafios de >1 pm no son precisos dada la naturaleza de las mediciones
DLS. (a, d) proteina sola; (b, e) proteina en presencia de sorbitol al 10% y dextrosa al 10%; (c, f) proteina en
presencia de sorbitol al 10%, dextrosa al 10% y Tween 80 al 0.05%. Las trazas térmicas representan un promedio de
2 mediciones, donde cada punto de datos tuvo un error estandar de menos de 0.5.

Figura 8. Estudios de ligadura de Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio): (a) isoterma de adsorcion y (b)
isoterma de desorcion en presencia de NaCl 2M para toxoide A (0) y toxoide B (A ).

Figura 9. Estudio de estructura secundaria de toxoide A por espectroscopia de dicroismo circular (CD) sobre rango
depHde55a7.5.

Figura 10. Estudio de estructura secundaria de toxoide B por espectroscopia de dicroismo circular (CD) sobre rango
depHde55a7.5.

Figura 11. Estudio de temperatura de fusion de toxoide A por espectroscopia de dicroismo circular (CD) sobre rango
de pH de 5.5-8.0.

Figura 12. Estudio de temperatura de fusion de toxoide B por espectroscopia de dicroismo circular (CD) sobre rango
de pH de 5.0-7.5.

Figura 13. Estudio de aglomeracion a diferentes valores de pH sobre el tiempo a una temperatura de
almacenamiento fija.

Figura 14. Estudio de aglomeracion dependiente de sal de toxoide A a 37°C sobre el tiempo.
Figura 15. Estudio de aglomeracion dependiente de sal de toxoide B a 37°C sobre el tiempo.
Figura 16. Estudio de parametros de liofilizacion de formulaciones de vacuna.

Descripcién detallada

La invencidon proporciona composiciones que incluyen toxoides de Clostridium difficile y excipientes
farmacéuticamente aceptables que proporcionan propiedades benéficas a las composiciones. Por ejemplo, como se
describe adicionalmente mas adelante, los excipientes incluidos en las composiciones de la invencién pueden
resultar en estabilidad incrementada de uno o mas de los componentes de toxoide de las composiciones y/o
aglomeracion disminuida o retrasada de los toxoides.

Los toxoides de C. difficile que pueden incluirse en las composiciones de la invencion pueden hacerse usando
cualquiera de un numero de métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, pueden usarse métodos que involucran
la desactivacion de formaldehido (ver, p. €j., Kotloff y colaboradores, Infection and Immunity 69(2):988-995, 2001).
De preferencia, las composiciones incluyen tanto el toxoide A como el toxoide B, pero también se incluyen en la
invencion composiciones que incluyen solamente uno de estos toxoides. Una cepa de C. difficile ejemplar que puede
usarse como una fuente de toxinas es ATCC 43255 (VPI 10463). Los toxoides pueden estar presentes en las
composiciones en relaciones variables, p. €j., 5:1 (A:B) a 1:5 (A:B). En ejemplos especificos, las relaciones pueden
ser 2:1, 3:1, 0 3:2 (A:B). La cantidad total de toxoide en las composiciones de la invencion puede ser, p. €j., 100 ng-1
mg, 100 ng-500 pg, 1-250 ug, 10-100 ug, 25-75 pg, o 50 pg. Las composiciones pueden almacenarse opcionalmente
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en frascos en una dosis de una sola unidad.

Se describen composiciones que incluyen uno o mas compuestos tales como, por ejemplo, reguladores (p. €j.,
citrato, fosfato, glicina, histidina, carbonato, o bicarbonato; 5-100 mM; ejemplos de sales de citrato que pueden
usarse incluyen sodio, potasio, magnesio y zinc); agentes de tonicidad (p. €j., manitol; 1-50 mM); carbohidratos, tales
como azucares o alcoholes de azucar (p. €j., sorbitol, trehalosa, o sacarosa; 1-30%) o polimeros de carbohidrato (p.
€j., dextrano y celulosa); aminoacidos, oligopéptidos, o poliaminoacidos (hasta 100 mM); alcoholes polihidricos (p.
€j., glicerol, polietileno glicoles, o éteres de los mismos, de peso molecular 200-10 000, y concentraciones hasta
20%); detergentes, lipidos, o tensioactivos (p. €j., Tween 20, Tween 80, o plurénicos, con concentraciones de hasta
0.5%); antioxidantes; sales (p. €j., cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, o acetato de magnesio,
hasta 150 mM); albumina (p. ej., albumina de suero humana); gelatinas; formaldehido (0.001-0.02%); o
combinaciones de los mismos.

Se describen excipientes que incluyen aquellos que se enlistan en las Tablas 1, 2, 8, y 9, siguientes. En varios
ejemplos, los excipientes pueden ser aquellos que resultan en (i) estabilidad térmica incrementada (p. €j., de por lo
menos 0.5°C, p. gj., 0.55°C, 1-4°C, o 2-3°C) segun se mide por, p. €j., los ensayos descritos mas adelante (p. €;j.,
Calorimetria de Exploracion Diferencial (DSC)), y/o (ii) aglomeracion disminuida o retrasada del toxoide A, toxoide B,
0 ambos toxoides A 'y B de, por ejemplo, 50% o mas (p. €j., 60% o mas, 70% o mas, 80% o mas, 90% o mas, 95% o
mas, 98% o mas, 99% o mas, o 100%), segun se mide, por ejemplo, por ensayos descritos mas adelante.
Composiciones que incluyen aglomerados toxoides también se incluyen en la invencion.

Los excipientes y reguladores ejemplares por tanto incluyen citrato de sodio (p. €j., 0.01-0.2 M, p. €j., 0.02-0.1 M) y
sacarosa (p. €j., 1-20%, o 5-10%). Se describen excipientes y reguladores que incluyen sorbitol (p. ej., 4-20% o 5-
10%), trehalosa (p. €j., 4-20% o 5-10%), Tween 80 (p. €j., 0.05-0.1%), dietanolamina (p. €j., 0.3 M), histidina (p. €j.,
0.02-0.3 M), guanidina (p. €j., 0.3 M), dextrosa (p. €j., 5-20%), glicerol (p. €j., 20%), albumina (p. €j., 1-2.5%), lactosa
(p. €j., 10-20%), manitol (p. ej., 10%), sacarosa (p. €j., 5-20%), plurénico F-68 (p. €j., 0.1%), 2-0H-propil p-CD (p. €j.,
5-10%), dextrano T40 (p. ej., 0.03-0.08 mg/ml), Brij (p. €j., 0.01-0.11), lisina (p. €j., 0.3 M), Tween 20 (p. €j., 0.01-
0.05%), y acido aspartico (p. ej., 0.15 M) (ver Tablas 1, 2, 8, y 9). Estos excipientes pueden usarse en las
concentraciones listadas en las tablas. Alternativamente, las cantidades pueden variar, p. €j., 0.1-10 veces, como se
entiende en la materia. Otros carbohidratos, alcoholes de azucar, tensioactivos, y aminoacidos que se conocen en la
materia también pueden incluirse en las composiciones de la invencion.

Los excipientes y reguladores pueden usarse individualmente o en combinaciéon. Como un ejemplo de una
combinacion, las composiciones pueden incluir citrato de sodio y sacarosa, que han mostrado que proporcionan
beneficios con respecto a la estabilidad del toxoide. Las cantidades de estos componentes pueden ser, por ejemplo,
citrato de sodio 10-30 mM, 15-25 mM, o 20 mM; y sacarosa al 1-20% o 5-10%. Ademas de estos componentes, tales
composiciones pueden incluir una cantidad baja de formaldehido, tal como 0.001-0.020, 0.01-0.018, o formaldehido
al 0.16%. El pH de tal composicion puede ser, p. €j., 5.5-8.0 0 6.5-7.5, y la composicion puede almacenarse a, p. €j.,
2-8°C, en forma liquida o liofilizada. En variaciones de esta composicion, el citrato de sodio puede reemplazarse con
fosfato de sodio (10-30 mM, 15-25 mM, o 20 mM). Se describe que la sacarosa puede reemplazarse con sorbitol (p.
€j., 4-20% o 5-10%), o trehalosa (p. €j., 4-20% o 5-10%). Otras variaciones de las composiciones se incluyen en la
invencion, e involucran el uso de otros componentes listados en la presente. Con base en lo anterior, una
composicion ejemplar de la invencion incluye citrato de sodio 20 mM, sacarosa al 5%, y formaldehido al 0.016%, pH
7.5.

Se describen composiciones que incluyen sorbitol, dextrosa, y Tween 80, que son una combinacién que se ha
mostrado proporcionando beneficios con respecto a aglomeracion y estabilidad (ver mas adelante). Las cantidades
de estos componentes pueden ser, por ejemplo, sorbitol al 5-15%, 8-12%, o 10%; dextrosa al 5-15%, 8-12%, o 10%;
y Tween 80 al 0.01-1%, 0.025-0.5%, 0 0.05-0.1%. Se describe una composicion en la que estos componentes estan
presentes al 10% (sorbitol y dextrosa) y Tween 80 al 0.05-0.1%. También se describe que los excipientes son
dextrosa (al 10%) y sorbitol (al 10%).

Las composiciones de la invencion pueden almacenarse en forma liquida o seca, con la ultima incluyendo como
ejemplos forma en polvo liofilizada, forma secada por congelacion, forma secada por rocio, y forma secada por
espuma. Por ende, ademas de uno o mas excipientes, como se describe anteriormente, las composiciones de la
invencion pueden incluir un medio liquido (p. €j., solucién salina o agua), que se puede regular con, p. €j., fosfato de
sodio (p. €j., 5 mM) que contiene NaCl (p. ej., 150 mM). Un rango de pH ejemplar de las composiciones de la
invencion es 5-10, p. €j., 5-9, 5-8, 5.5-9, 6-7.5, o 6.5-7. Ademas, las composiciones pueden incluir uno o mas
agentes estabilizantes. En otros ejemplos, las composiciones estan en forma liofilizada, y tales composiciones
pueden reconstituirse con el uso de un medio liquido (p. €;j., solucion salida o agua) antes de la administracion.

Las composiciones de la invencion pueden opcionalmente incluir uno o mas adyuvantes, ademas de los antigenos

de toxoide y los excipientes descritos anteriormente. Los adyuvantes que pueden usarse en la invencioén incluyen
compuestos de aluminio, tales como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, e hidroxifosfato de aluminio. El
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antigeno puede precipitarse con, o adsorberse sobre, el compuesto de aluminio usando métodos estandar. Como un
ejemplo especifico, puede usarse alumbre (p. ej., Rehydragel LV®, Reheis, Inc., Berkeley Heights, Nueva Jersey;
hasta, p. €., 2 mg de AIOH/dosis, p. €j., alrededor de 1.5 mg de AlOH/dosis; Alhydrogel® (p. ej., Alhydrogel® 2%;
(adyuvante de hidroxido de aluminio)), Brenntag Biosectror, Frederickssund, Dinamarca (AlOHs)). La cantidad de
aluminio usado puede ser, por ejemplo, 100-850 pg/dosis, 200-600 ug/dosis, o 300-600 pg/dosis.

Un enfoque de la formulacioén incluida en la invencion implica formular los toxoides y excipientes juntos, y luego
afiadir un adyuvante, tal como un adyuvante de alumbre, justo antes de la administracion. Este enfoque se ha
descubierto que incrementa la inmunogenicidad, como se describe adicionalmente mas adelante. En otro enfoque, el
adyuvante se incluye en la formulacion antes del almacenamiento (ya sea en forma liquida o liofilizada). Los
adyuvantes adicionales que pueden usarse en las composiciones y métodos de la invencion incluyen RIBI (Immuno-
Chem, Hamilton, Manitoba, Canada), QS21 (Aquila), Bay (Bayer), y Polifosfazeno (Virus Research Institute,
Cambridge, Massachusetts, Estados Unidos; WO 95/2415).

La invencién también incluye métodos para hacer las composiciones descritas en la presente, que involucran
produccion de toxoides como se describe, p. €j., por Kotloff y colaboradores, Infection and Immunity 69(2):988-995,
2001, y combinar los toxoides con uno o mas excipientes como se describe en la presente usando métodos estandar
de formulaciéon farmacéutica. Como se describe anteriormente, las composiciones pueden almacenarse en forma
liquida o liofilizada. La liofilizacion puede llevarse a cabo usando métodos estandar (ver, p. €j., los ejemplos mas
adelante), y el material liofilizado puede reconstituirse en un liquido estéril (p. ej., agua, solucién salida, o una
solucién que incluye cualquiera de los excipientes deseados), con o sin un adyuvante, antes de la administracion.

Ademas, la invencion incluye el uso de composiciones en la prevencion y tratamiento de infeccién o enfermedad de
C. difficile. Por ende, la invencion incluye la administracion de las composiciones de la invencién para prevenir o
tratar una enfermedad asociada con C. difficile. (CDAD), tal como CDAD recurrente, asi como caracteristicas de
CDAD que incluyen diarrea (p. €j., diarrea nosocomial) y colitis pseudomembranosa. Como se conoce en la materia,
CDAD frecuentemente se asocia con tratamiento de sujetos con antibidticos, tal como sujetos que estan
hospitalizados. Por ende, las composiciones para el uso en los métodos de tratamiento de la invencién pueden
usarse en el tratamiento de tales pacientes. Ademas, el tratamiento de acuerdo con la invencién puede combinarse
con tratamiento con antibidticos (p. ej., vancomicina y/o metronidazol) y/o inmunoterapia pasiva (ver, p. €j., patente
US 6,214,341). Los métodos de administracion de la invencion pueden usarse también en la generacion de
inmunoglobulina C. difficile. para uso en inmunizacién pasiva de pacientes (ver, p. €j., patente US 6,214,341).

Se describen métodos para identificar excipientes que pueden usarse para generar composiciones que incluyen
toxinas o toxoides de C. difficile. teniendo propiedades mejoradas. Estos métodos involucran ensayos de
exploracién, tales como aquellos descritos adicionalmente mas adelante, que facilitan la identificacion de
condiciones resultantes en aglomeracion reducida o retardada y/o estabilidad incrementada de uno o mas de los
componentes de toxina y/o toxoide de las composiciones. Estos métodos incluyen ensayos de aglomeracion y
ensayos de estabilidad como se describe adicionalmente mas adelante. Ademas, se describe el uso de otros
ensayos para identificar formulaciones deseables, incluyendo ensayos de solubilidad, inmunogenicidad, y
viscosidad.

Las composiciones de la invencién pueden administrarse mediante, por ejemplo, la ruta percutanea (p. €j.,
intramuscular, intravenosa, o intraperitoneal) en cantidades y en regimenes determinados siendo apropiados por los
técnicos en la materia. Por ejemplo, pueden administrarse 100 ng-1 mg, 100 ng-500 pg, 1-250 pg, 10-100 pg, 25-75
Mg, o 50 ug de toxoide. Para los propositos de profilaxis o terapia, la vacuna puede administrarse, por ejemplo, 1, 2,
3, 0 4 veces. Cuando multiples dosis se administran, las dosis pueden separarse entre si, por ejemplo, de una
semana a un mes. En otro ejemplo, cuatro dosis de 50 pg cada una pueden administrarse intramuscularmente
durante cualquier periodo de ocho semanas.

Ejemplo 1

Para identificar las condiciones que mejoran la estabilidad fisica de los toxoides A 'y B de C. difficile, se llevd a cabo
un analisis para compuestos estabilizadores. El analisis de 30 compuestos GRAS (generalmente relacionados como
seguros) en varias concentraciones y en varias combinaciones se llevo a cabo en dos partes. Primero, un ensayo de
aglomeracion de alto rendimiento se usé para analizar los compuestos que retrasan o previenen aglomeracion de
toxoides en condiciones de estrés (toxoides a pH 5-5.5 se incubaron a 55°C de 55 a 75 minutos). Los compuestos
que estabilizaron ambas proteinas se estudiaron adicionalmente por su habilidad para retrasar el desdoblamiento en
condiciones que llevan a un estado plegado presumiblemente similar a nativo (pH 6.5). La estabilidad térmica de los
toxoides en la superficie de Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) se monitorizé con DSC y también
mostré mejora significativa en la presencia de ciertos excipientes. Compuestos que efectivamente inhibieron
aglomeracion de ambos toxoides se investigaron adicionalmente por su habilidad para mejorar la estabilidad
estructural de las proteinas. Para identificar agentes estabilizantes para toxoides ligados a adyuvante, se estudiaron
adicionalmente excipientes seleccionados por su habilidad para mejorar la estabilidad térmica de toxoides ligados a
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adyuvante. En conclusion, este estudio ha generado informacion respecto del comportamiento de toxoides libres y
ligados a adyuvante en un rango de condiciones (temperaturas y solutos) que se pueden usar para disefar
formulaciones farmacéuticas de estabilidad fisica mejorada.

Materiales y métodos experimentales
Materiales

Se produjeron toxoides A y B en forma altamente purificada usando los métodos descritos previamente (Kotloff y
colaboradores, Infection and Immunity 69(2):988-995, 2001). La concentracion de las proteinas se determin6 por
absorbencia de UV en 280 nm usando unidades de absorbencia de 1.173 para el toxoide A y 0.967 para el toxoide B
a concentraciones de 1 mg/mL, respectivamente. Todos los reactivos usados fueron de grado analitico y se
adquirieron de Sigma (St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Se us6 regulador de fosfato de sodio (5 mM, pH 5.0, 5.5,
y 6.5) que contenia NaCl 150 mM para los estudios de analisis de excipiente. Se usé regulador de fosfato de sodio
(5 mM, pH 6.5) que contenia NaCl 150 mM para los estudios de agitacion y adyuvante. Para intercambio de
regulador, se dializ6 proteina a temperatura de refrigerador usando cartuchos de didlisis Slide-A-Lyzer, 10 kDa de
MWCO (Pierce, Rockford, lllinois, Estados Unidos).

Estudios de analisis y seleccion de excipiente

Ensayo de Aglomeracién. Aproximadamente 30 compuestos GRAS (generalmente considerados como seguros) en
58 variaciones de concentracion y en varias combinaciones se analizaron por sus habilidades para inhibir la
aglomeracion de los toxoides. La aglomeracion de la proteina se monitorizd por mediciones de densidad Optica a
350 nm (OD 350 nm) usando un lector de placa de 96 pozos (Spectra Max M5, Molecular Devices, Sunnyvale,
California, Estados Unidos). El ensayo de aglomeracion se llevé a cabo a pH 5.5 para toxoide el A (1.2 mg/ml) y un
pH 5.0 para el toxoide B (0.5 mg/ml) a 55°C. Bajo estas condiciones, las proteinas estan parcialmente desdobladas y
se asocian espontaneamente. Por ende, puede detectarse potencialmente cualquier influencia de estabilizacién de
los excipientes que perturba estos dos procesos. La proteina se afadié a los pozos de una placa de 96 pozos que
contenia excipientes en el pH correspondiente y las muestras se incubaron a 55°C durante 75 minutos en el caso del
toxoide A y 55 minutos para el toxoide B. La densidad o6ptica de las soluciones se monitorizé6 a 350 nm cada 5
minutos. Se examinaron simultaneamente controles de soluciones de proteina sin compuestos afiadidos y regulador
solo con excipientes (blancos). Las mediciones se corrigieron para comportamiento de regulador-excipiente
intrinseco mediante sustraccion de los blancos antes del analisis de datos. Cada muestra se evalud por triplicado. La
inhibicién porcentual de aglomeracioén se calculé empleando la siguiente expresion:

AO D350 (E)

x100
AOD, (C)

% de inhibicion de aglomeracion =100 —

donde AOD3s0(E) representa el cambio en OD 350 nm de la proteina en la presencia del excipiente y AOD350(C) el
cambio en OD 350 nm de la proteina sin excipiente (Peek y colaboradores, Journal of Pharmaceutical Sciences
96(1):44-60, 2006).

Estudios de Estabilidad Estructural. Se estudiaron soluciones de toxoide a una concentracion de 0.2 mg/ml para
mediciones de CD y 0.1 mg/ml para florescencia y analisis de absorcién de UV. No se observé dependencia de
concentracion sobre este rango. Cada muestra se evalud por duplicado para asegurar la capacidad de reproduccion
de las mediciones.

Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) UV Lejana. Se adquirieron espectros de CD usando un
espectropolarimetro Jasco J-810 equipado con un controlador de temperatura Peltier de 6 posiciones. Se obtuvieron
espectros de CD de 260-190 nm con una velocidad de exploracion de 20 nm/minuto, una acumulacion de 2 y un
tiempo de respuesta de 2 segundos. La sefial de CD a 208 nm se monitorizé cada 0.5°C sobre un rango de
temperaturas de 10 a 85°C empleando una rampa de temperatura de 15°C/hora para estudiar transiciones térmicas
(curvas de fusion) de las proteinas (en probetas selladas con una longitud de trayectoria de 0.1 cm). La sefal de CD
se convirtio a elipticidad molar por software Jasco Spectral Manager. La temperatura de punto medio de la transicion
térmica se obtuvo a partir de un ajuste sigmoide de las curvas de fusién usando software Origin.

Espectroscopia de Fluorescencia ANS. La capacidad de acceso de sitios apolares en las proteinas se monitorizé por
emision de fluorescencia de la sonda extrinseca sulfonato de 8-anilino-1-naftaleno (ANS). Cada muestra contuvo un
exceso molar de 20 veces de ANS a proteina. Los espectros de emision se recolectaron a partir de 400 a 600 nm
con un tamafo de paso de 2 nm y un tiempo de integraciéon de 1 segundo después de excitacion de ANS a 372 nm.
Los espectros de emision se recolectaron cada 2.5°C con 5 minutos de equilibrio sobre un rango de temperaturas de
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10 a 85°C. La linea de base de regulador de ANS en cada pH correspondiente se restod de los espectros de emision
brutos. Las posiciones pico de los espectros de emision se obtuvieron a partir de ajustes polinomiales usando
software Origin.

Espectroscopia de Absorbencia UV de Alta Resolucién. Los espectros de absorbencia UV de alta resoluciéon se
adquirieron usando un espectrofotometro visible UV Agilent 8453. La aglomeracion de las proteinas se estudiod
mediante monitorizacion del OD a 350 nm cada 2.5°C en el rango de temperaturas de 10 a 85°C con una incubacion
de 5 minutos (suficiente para alcanzar el equilibrio) en cada temperatura.

Diseminacién de Luz Dinamica. El diametro hidrodinamico medio de las proteinas a pH 6.5 (solo y en presencia de
excipientes) se analizé usando un instrumento de diseminacion de luz dinamica (Brookhaven Instrument Corp.,
Holtzville, NY, Estados Unidos). El instrumento se equipd con un laser bombeado con diodo de 50 mW (A = 532 nm)
y la luz diseminada se monitorizé a 90° al haz incidente. Las funciones de auto-correlacién se generaron usando un
auto-correlador digital (BI-9000AT). El diametro hidrodinamico se calcul6 a partir del coeficiente de difusion por la
ecuacion de Stokes-Einstein usando el método de acumulados (con base en numero lognormal). Los datos se
ajustaron a un algoritmo de minimos cuadrados restringido no negativamente para producir distribuciones multi-
modales (MSD). El instrumento se equipé con un bafio de agua circulante controlado por temperatura RTE111
(Neslab, Newington, NH, Estados Unidos) y el diametro hidrodinamico se monitorizé sobre un rango de temperaturas
de 10 a 85°C.

Calorimetria de Exploracion Diferencial (DSC). DSC se llevd a cabo usando un MicroCal VPDSC con auto-
muestreador (MicroCal, LLC; Northampton, MA, Estados Unidos). Los termogramas de toxoides (0.5 mg/ml) solos y
en presencia de excipientes se obtuvieron de 10-90°C usando una tasa de exploracion de 60°C/hora. Las celdas
llenas se equilibraron durante 15 minutos a 10°C antes de comenzar cada exploracion. Los termogramas del
regulador solo se restaron de cada exploracion de proteina antes del analisis.

Estudios de agitacion. Se estudiaron soluciones de toxoides a una concentracion de 0.4 mg/ml en presencia y
ausencia de los excipientes. Las muestras de proteinas (0.4 ml) se colocaron en tubos de centrifuga de 1.5 ml y se
agitaron en un rotador (Thermomixer R, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) a 300 rpm durante 72 horas a una
temperatura constante de 4°C. La concentracion de la proteina y OD 350 nm se midieron antes y después de la
rotacion para evaluar la adsorcion a paredes de recipiente y aglomeracion. Las muestras se centrifugaron durante 10
minutos a una velocidad de 10,000xg a 4°C y la concentraciéon y OD 350 nm del sobrenadante se midié para
detectar formacién de aglomerados insolubles. Las estructuras de las proteinas se evaluaron por CD. Cada muestra
se midié por duplicado.

Estudios de adyuvante

Adsorcion a Hidroxido de Aluminio (Alhydrogel®) (adyuvante de hidréxido de aluminio). La habilidad de los toxoides
para adsorberse a Alhydrogel® (Brenntag Biosectror, Frederickssund, Dinamarca; adyuvante de hidroxido de
aluminio) a varias concentraciones (0.025-1 mg/ml) se determind mediante construcciéon de una isoterma de
ligadura. Las soluciones de proteina en la presencia de 0.4 mg/ml de Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de
aluminio) se volcaron en un rotador de tubos de extremo a extremo a temperatura de refrigerador durante 20
minutos. Las muestras se sometieron a centrifugacion a 14,000xg durante 30 segundos para formar una pelotilla del
adyuvante. El valor de la concentracion de la proteina restante en los sobrenadantes se usoé para la construccion de
curvas de ligadura. La habilidad de la proteina para ligarse al Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio) en
presencia de excipientes se determind por el mismo procedimiento. En este caso, el Alhydrogel® (adyuvante de
hidréxido de aluminio) se afiadié a la solucién de excipiente de proteina.

Desorcién de toxoides de Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio). La desorcion de las proteinas de
Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) se evalu6 en presencia de NaCl 2M. Las pelotillas del toxoide
Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) se prepararon como se describe anteriormente. Las pelotillas se
lavaron con regulador (pH 6.5) para remover proteina presente en el sobrenadante antes de la adicién de la solucion
de NaCl. Las soluciones de Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio) se volcaron en un rotador de tubos de
extremo a extremo a temperatura de refrigerador durante 20 minutos. Las muestras se centrifugaron a 14,000xg
durante 30 segundos para formar pelotillas del adyuvante. La concentracion de la proteina en los sobrenadantes se
uso para la construccién de isotermas de desorcion.

Estabilidad de Toxoides Ligados a Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio). La estabilidad térmica de los
toxoides ligados a Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio) se monitorizé con DSC usando un MicroCal
VP-AutoDSC (MicroCal, LLC, Northampton, MA, Estados Unidos). Toxoides a 0.5 mg/ml se ligaron a 0.4 mg/ml de
Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio) mediante el procedimiento descrito anteriormente. Los
termogramas de los toxoides se obtuvieron de 10 a 90°C con una tasa de exploracién de 60°C/hora. Las muestras
se equilibraron durante 15 minutos a 10°C antes de cada exploracién. Los termogramas del Alhydrogel® (adyuvante
de hidréxido de aluminio) solo se restaron de cada exploracion de proteina/adyuvante antes del analisis.
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Resultados y discusion
Estudios de exploracion de excipiente

Para investigar la habilidad de compuestos GRAS para prevenir/retrasar la aglomeracion, se incubaron toxoides
solos y en presencia de excipientes bajo condiciones de esfuerzo (incubacion a 55°C). La aglomeracion de los
toxoides se monitorizé en alto rendimiento mediante monitorizacién de cambios en OD a 350 nm durante el tiempo
de incubacion. Los cambios de turbiedad se usaron adicionalmente para calcular el % de inhibicién de aglomeracion
y se resumen en la Tabla 1 para el toxoide A y en la Tabla 2 para el toxoide B.

En los ensayos de aglomeracion de alto rendimiento del toxoide A se descubrié que mas de la mitad de los
excipientes retrasaron o previnieron incrementos de OD 350 nm con el tiempo y llevaron a inhibicion de
aglomeraciéon en un 90% o mas (Tabla 1). Entre los excipientes examinados, 2.5% de albumina, 2.5% de o-
ciclodextrina, 0.1% de Tween 80, histidina 0.3 M, y lisina 0.3 M llevaron a valores de OD 350 nm instantaneamente
altos, lo cual sugiere que el toxoide A es insoluble bajo estas condiciones. La aglomeracién del toxoide A también se
acrecento significativamente en presencia de otros 16 excipientes, entre los cuales, mezcla de arginina/glutamina 25
y 50 mM, arginina 0.3 M, y prolina 0.3 M fueron especialmente potentes.

La inhibicion de aglomeracion del toxoide B en un 90% o mas ocurrié en presencia de 15 excipientes (Tabla 2). La
presencia de histidina 0.3 M o citrato de sodio 0.2 M llevd a un OD 350 nm instantaneamente alto. Otros 20
compuestos indujeron mas gradualmente la aglomeracion durante el tiempo monitorizado. Los incrementos
extremadamente altos en OD 350 nm se observaron en presencia de cloruro de calcio 0.015 M, acido ascérbico 0.15
M, y arginina 0.3 M.

En muchos casos, la aglomeracion de ambos toxoides se facilitdé por los mismos excipientes (Tablas 1 y 2). En
contraste, 2-OH-propil y-CD al 5%, Tween 20 al 0.01% y 0.1%, acido aspartico 0.15 M, y guanidina 0.3 M facilitaron
la aglomeracion de toxoide B solo. Ademas, la aglomeracion en presencia de cloruro de calcio 0.015 M fue mucho
mayor para el toxoide B que para el toxoide A. Esto puede relacionarse con la estabilidad térmica incrementada
conocida del domino C-terminal de toxina A en presencia de cloruro de calcio (Demarest y colaboradores, Journal of
Molecular Biology 346(5):1197-1206, 2005). Las disimilitudes entre los toxoides y sus respuestas a la aglomeracion
inducida por soluto se relacionan de manera presumible con diferencias estructurales entre las toxinas
correspondientes (Warny y colaboradores, Lancet 366(9491):1079-1084, 2005; Just y colaboradores, Reviews of
Physiology, Biochemistry and Pharmacology 152:23-47, 2005). Una ausencia de inositolfosfatos entre compuestos
estudiados sugiere que la aglomeracion observada de los toxoides no involucra separacion auto-catalitica (Reineke y
colaboradores, Nature (Londres, Reino Unido) 446(7134):415-419, 2007). La mayoria de los carbohidratos,
detergentes, y ciclodextrinas examinados inhibieron aglomeracién de los toxoides. Los siguientes excipientes se
descubrié que inhiben de manera eficiente la aglomeracion de ambos de los toxoides: trehalosa al 20%, sacarosa al
20%, sorbitol al 10%, dextrosa al 10%, y glicerol al 20%.

Los carbohidratos anteriormente mencionados, sorbitol, glicerol, y dos tensioactivos (Tween 80 al 0.05%/0.1% y
plurénico F-68 al 0.1%) se estudiaron adicionalmente por su habilidad para estabilizar las estructuras secundaria y
terciaria de las proteinas a pH 6.5 para monitorizar fluorescencia de ANS, cambios de sefial de CD ante
calentamiento, y DSC (figuras 1y 2). El toxoide A en presencia de sacarosa al 20% y trehalosa al 20% produjo un
establecimiento temprano de cambio de estructura secundaria, mientras que el resto de los excipientes retrasé la
transicion térmica en 2°C (figura 1a). Sorprendentemente, el toxoide B manifestd un establecimiento temprano del
cambio en la estructura secundaria solo en presencia de sacarosa al 20%, mientras que el resto de los excipientes
retraso la transicion térmica en ~1°C (figura 2a). El establecimiento temprano del cambio en la estructura secundaria
de los toxoides en presencia de trehaolsa y/o sacarosa podria explicarse por estabilizacion de estados parcialmente
desdoblados por los solutos. Adicionalmente, no puede descartarse la posibilidad de que los toxoides sean
parcialmente desdoblados por polisacaridos ante ligadura a sus repeticiones de secuencia de reconocimiento de
carbohidratos de terminal C (Greco y colaboradores, Nature Structural & Molecular Biology 3(5):460-461, 2006). En
el caso de desestabilizacion estructural por el segundo mecanismo, la disimilitud del comportamiento de los dos
toxoides en presencia de trehalosa podria relacionarse con diferencias estructurales entre toxoides (el dominio
terminal C posee 30 repeticiones en el toxoide A y 19 repeticiones en el toxoide B; Just y colaboradores, Reviews of
Physiology, Biochemistry and Pharmacology 152:23-47, 2005). Es interesante destacar que el monosacarido
(dextrosa) tuvo un efecto estabilizante en la estructura secundaria de ambos toxoides. El desdoblamiento inducido
por temperatura de ambos toxoides y ligadura asociada de ANS no fue influenciado por la presencia de los
compuestos (figura 1b, 2b). El efecto de los detergentes en el desdoblamiento inducido por temperatura de los
toxoides se monitorizd con DSC y no parecio ser significativo (figuras 1c, 2c, y Tabla 3). Estas observaciones
sugieren que los excipientes no estabilizan fuertemente la estructura de los toxoides por el mecanismo de exclusion
preferencial descrito, sino que en su lugar inhiben la aglomeracién por otros mecanismos, tales como bloqueo
directo de las interacciones proteina/proteina que son responsables por asociacion de proteinas (Timasheff, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99(15):9721-9726, 2002; Timasheff, Advances in Protein Chemistry 51 (Linkage
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Thermodynamics of Macromolecular Interactions):355-432, 1998).

Para estudiar el efecto de una combinacion de los agentes mas activos sobre la estructura secundaria, los resulta-
dos a partir de una mezcla de sorbitol, dextrosa, y Tween 80 se caracterizaron por monitorizacion de las transiciones
térmicas de los toxoides con CD y aglomeracion con OD 350 nm (figuras 3 y 4). El calentamiento de soluciones de
Tween 80 (0.05% o 0.1%) solas o en la presencia de sorbitol y/o dextrosa llevé a cambios en su estructura micelar,
que se manifestaron por una disminucion en la sefial de CD y esparcimiento de luz incrementado segun se
monitoriza por OD 350 nm (figura 5). La concentracion de los excipientes tuvo un efecto aproximadamente lineal
sobre la temperatura de las transiciones térmicas (figura 6). Esto soporta la hipétesis de que los excipientes
previenen aglomeracion al inhibir directamente la asociacion de proteinas. Los efectos de los excipientes sobre la
transicion térmica se resumen en las Tablas 4 y 5. La combinacion de dextrosa al 10% y sorbitol al 10% en
presencia o ausencia de Tween 80 al 0.05% tiende a retrasar el punto medio de la transicion térmica de ambos de
los toxoides al mayor grado (~4°C para el toxoide A y ~10°C para el toxoide B) (figura 3). Esto se puede explicar
mediante ya sea un efecto de sinergia y/o la concentracion total mas alta de los compuestos de estabilizacion. En el
caso del toxoide B, la temperatura de establecimiento de la transiciéon no se retrasé en presencia de la combinacion
de agentes, pero el punto medio de la transicion térmica se retrasé significativamente. Esto podria relacionarse con
un desdoblamiento mas gradual del toxoide B en presencia de los dos o mas excipientes. El toxoide A manifestd un
retraso significativo de aglomeracion (monitorizado con OD 350 nm) en presencia de compuestos de estabilizacion
(figura 4a). El diametro hidrodinamico de los toxoides en presencia y ausencia de los excipientes también se
monitorizd por DLS (figura 7). El toxoide A manifestd un establecimiento retrasado del incremento en el diametro
hidrodinamico previamente observado en presencia de los excipientes (figuras 7 a-c), mientras que un efecto mas
pequefio se observo con el toxoide B (figuras 7 d-f). Estas observaciones sugieren que la combinacion particular de
excipientes de vacuna potenciales probados en la presente estabilizan la estructura de proteinas mediante tanto un
mecanismo de hidratacién preferencial como inhibicién potencial de asociacion de proteinas. El uso de tales
compuestos estabilizantes podria incrementar potencialmente la estabilidad fisica de los toxoides durante el
almacenamiento.

Estudios de agitacion

El efecto de agitacion sobre la estabilidad fisica del toxoide se estudi® mediante monitorizacién de la adsorcion de
proteinas a las paredes de frascos de almacenamiento, formacién de agregados insolubles, y cambios en la
estabilidad térmica de la proteina. Un cambio insignificante en la concentracién de proteinas, OD 350 nm, y en
fusiones en CD en la presencia y ausencia de los excipientes indicd que los toxoides no sufren cambios fisicos
mayores ante aplicacion de este esfuerzo a base de agitacion.

Estudios de adyuvante

Isotermas de ligadura de adyuvante revelaron que los toxoides se ligan eficientemente a Alhydrogel® (adyuvante de
hidréxido de aluminio) a bajas concentraciones con ligadura saturada a mayor concentracién de proteina (figura 8a).
Los toxoides a 0.5 mg/ml estan 95% o mas ligados a Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio), lo cual
permite el uso de DSC para monitorizar directamente la estabilidad de la proteina sobre la superficie del adyuvante.
La ausencia de desorcion de toxoides ante adicion de NaCl 2M indica que la interaccion de toxoides con
Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) no es solamente electrostatica como frecuentemente se observa
en interacciones de proteina/hidréxido de aluminio (figura 8b; Gupta y colaboradores, Pharmaceutical Biotechnology
6:229-248, 1995; Seeber y colaboradores, Vaccine 9(3):201-203, 1991; White y colaboradores, Developments in
Biologicals (Basel, Suiza) 103 (Physico-Chemical Procedures for the Characterization of Vaccines):217-228, 2000).

Ante ligadura a Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio), el toxoide A no manifiesta cambio detectable en
su estabilidad térmica, mientras que el toxoide B ligado a adyuvante demuestra una disminucién de la Tm en ~1.4°C.
La fraccion de Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) ligada a toxoide esta un tanto reducida en la
presencia de la mayoria de los excipientes (Tablas 6 y 7). Esto sugiere que los excipientes parcialmente interfieren
con ligadura de toxoide a Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) quizas por interaccion directa con ya
sea la proteina y/o adyuvante. La estabilidad térmica de las proteinas ligadas a Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido
de aluminio) en presencia y ausencia de los excipientes se resume en la Tabla 6 para el toxoide Ay en la Tabla 7
para el toxoide B. La presencia de excipientes perturbd la estabilidad térmica de los toxoides ligados a adyuvante ya
sea mediante disminucién o incremento de la temperatura de transicién. Una disminucién en la estabilidad térmica
se observé en ambos toxoides en presencia de sorbitol al 10%, mientras que la presencia de sorbitol al 10% y
dextrosa al 10% disminuye la estabilidad térmica del toxoide B solo. Adicionalmente, Tween 80 tuvo un efecto de
estabilizacién solamente en el caso del toxoide B ligado a adyuvante. Por otro lado, la dextrosa (10%) tuvo un efecto
de estabilizacion sobre la estabilidad térmica de ambos toxoides. De manera interesante, la combinacion de los tres
excipientes (sorbitol al 10%, dextrosa al 10%, con Tween 80 al 0.05% o 0.1%) tiende a elevar la transicion térmica
de ambos toxoides ligados a adyuvante en 3-4°C.
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Conclusiones

Un enfoque sistematico a analisis y seleccion de estabilizador resulté en la identificaciéon de excipientes que
mejoraron la estabilidad térmica de ambos toxoides de Clostridium difficile A 'y B. Los estudios de toxoides ligados a
Alhydrogel® (adyuvante de hidroxido de aluminio) en presencia de excipientes seleccionados identificaron
condiciones que produjeron estabilidad fisica mejorada de proteinas ligadas a adyuvante. Este estudio también
generd informacion respecto del comportamiento fisico de los toxoides bajo un rango de condiciones (temperatura,
soluto) que puede usarse para disefar formulaciones de estabilidad de almacenamiento mejorada.

Ejemplo Il

Se investigaron cambios adicionales en la formulaciéon de la vacuna de toxoide de C. difficile en un esfuerzo por
mejorar los perfiles de estabilidad e inmunogenicidad de la vacuna. Los datos preclinicos y clinicos generados con la
vacuna hasta la fecha indicaron que los perfiles de estabilidad e inmunogenicidad incrementados serian importantes
para apoyar estudios clinicos futuros.

pH
Determinar un pH que produce la maxima estabilidad fue parte del esfuerzo de mejora de la formulacion. Los

estudios se llevaron a cabo en muestras liquidas mantenidas a -65°C, 5°C, 25°C, y 37°C hasta 28 dias con un pH
que varia de 5.5-7.5. Los siguientes métodos se emplearon para establecer el perfil de estabilidad:

1. espectroscopia de dicroismo circular (CD) (cambios en la estructura secundaria),
2. espectroscopia de dicroismo circular (CD) (cambios en la temperatura de fusion, Tr), y
3. espectrofotometria (OD3sonm) y SEC-HPLC (formacion de aglomerados).

No hubo cambio en la estructura secundaria observada en el espectro de CD para el toxoide A por encima de pH 6.0
y para el toxoide B a través del rango de pH entero probado (figura 9 y figura 10; Salnikova y colaboradores, J.
Pharm. Sci. 97(9):3735-3752, 2008). Los datos de punto de fusién adquiridos a partir de las mediciones de CD
revelaron que la estabilidad maxima de ambos toxoides es a un pH de mas de 7.0 (figura 11 y figura 12).

Los estados de aglomeracion de los toxoides A y B a través de un rango de pH de 6-7.5 variaron poco en el rango
de £-60°C, cuando se analizaron por SEC-HPLC para formacién de aglomerados (% de monémero) y % de area de
recuperacion. Sin embargo, las diferencias en los estados de aglomeracion se volvieron mas aparentes a través del
rango de pH cuando las temperaturas fueron elevadas (particularmente por encima de 5°C), con los valores de pH
mas bajos tendiendo hacia mayores cambios en los niveles de aglomeracion. Esto se acompafia por un incremento
en la densidad optica a 350 nm a valores de pH mas bajos, como se describe en Salnikova y colaboradores, J.
Pharm. Sci. 97(9):3735-3752, 2008.

Cuando la aglomeracion se evalua a diferentes valores de pH sobre el tiempo a una temperatura de almacenamiento
fija (=-60°C) (figura 13), los resultados de nuevo indicaron que los estados de aglomeracion fueron muy estables a
temperatura ultrabaja, con una sugerencia de que la aglomeracion se promovié a niveles de pH mas bajos (< pH
7.0). Con estos datos en mente, el pH nominal para almacenamiento del volumen de vacuna se fij6 en 7.5.

Resistencia i6nica

Determinar la resistencia iénica que produce la maxima estabilidad también fue parte del esfuerzo de mejora de la
formulacion. Los estudios se llevaron a cabo en muestras liquidas mantenidas a -65°C, 5°C, 25°C, y 37°C hasta 28
dias en regulador de citrato de sodio 20 mM, pH 7.25, con concentraciones variables (0-300 mM) de cloruro de
sodio. También se probé reemplazar NaCl con sacarosa al 5%. Los métodos empleados para establecer el perfil de
estabilidad fueron SEC-HPLC, SDS-PAGE, y apariencia visual.

No fue discernible una diferencia clara por SDS-PAGE o apariencia visible. SEC-HPLC claramente mostro
aglomeracion de toxoide B a concentraciones de sal mas altas. La aglomeracion en toxoide A parecio ser
dependiente de tiempo y temperatura, donde solamente se observé un efecto notable en NaCl 50 mM. Los datos
indican que debe afiadirse cloruro de sodio 50 mM o sacarosa al 5% para lograr la maxima estabilidad de los
toxoides (figura 14 y figura 15).

Cambio de regulador y adicion de excipientes
Un estudio preliminar se llevé a cabo para evaluar el efecto de regulador y excipiente sobre la estabilidad de los
toxoides. Datos derivados de HPLC-SEC demostraron que el regulador de citrato de sodio con sorbitol como un

excipiente proporcion6 la mayor estabilidad seguin se determina por la recuperacion porcentual de los toxoides sobre
el tiempo, como se muestra en la Tabla 8 y la Tabla 9.
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Evaluacion de preparaciones liofilizadas

Para seleccionar una formulacion liofilizada que seria estable para pruebas clinicas de Fase Il, se empled un ensayo
de inmunogenicidad de hamster, debido a que es el ensayo pre-clinico que demuestra la mayor sensibilidad a
cambios de producto que se relacionan con inmunogenicidad clinica. Los datos a partir de los estudios preliminares
llevan a un estudio de exploracién de excipiente con base en citrato de sodio como un regulador y sorbitol como un
excipiente de estabilizacion. La sacarosa se introdujo como un excipiente de estabilizacion como un reemplazo para
sorbitol en las formulaciones liofilizadas debido a la baja Tg' y los largos tiempos de liofilizacion observados en
formulaciones de sorbitol. Un segundo estudio de liofilizacion/exploracién de excipiente también se llevé a cabo
usando regulador de fosfato de potasio y trehalosa segun los datos de un estudio paralelo. A partir de estos estudios
y datos de los experimentos previos, surgieron tres formulaciones principales, una liquida y dos liofilizadas.

Las formulaciones liofilizadas se prepararon y su estabilidad se evalué en condiciones de tiempo real y aceleradas.

Los toxoides A y B se almacenaron por separado para estudiar de manera mas cercana sus perfiles de estabilidad
individuales. Los datos de apariencia y los datos de inmunogenicidad de hamster a partir de una formulacion
(liofilizada, citrato 20 mM, sacarosa al 5%, formaldehido al 0.016%, pH 7.5) después de almacenamiento a -65, 5 o
42°C por tres meses, se presentan mas adelante. Se observa de ligera a ninguna diferencia en la apariencia entre
las formulaciones al comienzo del estudio y después de almacenamiento a -65, 5, 0 42°C durante 3 meses (Tabla 10
y Tabla 11). Ademas, la respuesta inmunolégica del hamster no es significativamente diferente entre las
formulaciones almacenadas a 5°C y 42°C durante 7 meses, o entre las mismas formulaciones con o sin
formaldehido. El almacenamiento a 42°C es una condicion muy extrema y, debido a que no se observa cambio
durante el almacenamiento, los resultados suponen que la formulacion muy probablemente sera estable durante
considerablemente mas tiempo a temperaturas mas bajas. Sin embargo, un analisis estadisticamente sélido de los
datos con la intencién de estimar la vida en estantes requiere que se observe algin cambio cuantificable para que
pueda calcularse una tasa. Como no se observa cambio a la fecha, ninguna tasa verdadera puede calcularse. A la
luz de estos datos, se planea usar una formulacién de producto de farmaco liofilizado que consiste en toxoides Ay B
de C. difficile en citrato 20 mM, sacarosa al 5%, formaldehido al 0.016%, pH 7.5, almacenada a 2-8°C.

Las formulaciones usadas en los estudios de estabilidad detallados en este informe se prepararon usando el ciclo de
liofilizacion resumido en la Tabla 12. Este ciclo produjo tortas soélidas, blancas, elegantes, pero estuvo muy al limite
de completar el secado primario segin se determina por la lectura de vacio Pirani que disminuye para igualar la
lectura de vacio manométrica (figura 16). Los siguientes cambios criticos se hicieron al ciclo de liofilizacién para
atender esta preocupacion y crear un proceso mas escalable:

1. La temperatura de estante se redujo a -35°C para asegurar que la sustancia de farmaco permaneciera
congelada durante el secado primario a una mayor escala,

2. El secado primario se extendid a 4000 minutos para asegurar la terminacion del secado primario a una
mayor escala, y

3. El vacio se extendié a 100 mT para expeditar secado y permitir un proceso mas escalable.

El ciclo de liofilizacion transferido a Althea Technologies, Inc. para el procesamiento de los lotes clinicos GMP se
destaca en la Tabla 13.

Resumen de propiedades fisicoquimicas y biolégicas

Las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas clave de la vacuna determinadas experimentalmente se resumen mas
adelante.

Quimicamente, la vacuna estd compuesta de formas desactivadas (toxoides) de toxinas A y B de C. difficile
presentes en una relacion de 3:2, respectivamente. Las toxinas A 'y B de C. difficile son proteinas grandes, 308 kDa
y 270 kDa, respectivamente que son similares pero distintas en estructura.

Fisicamente, la vacuna se presenta como una solucién de > 90% de pureza sin evidencia de aglomeracion
mesurable.

Bioquimicamente, los toxoides A y B de la vacuna son inmunolégicamente reactivos a sus anticuerpos respectivos
especificos de toxina A o B en un analisis Western blot.

Biologicamente, la vacuna es inmundégena en hamsteres, produciendo respuestas de anticuerpos de suero
consistentes y dependientes de dosis. Los toxoides A y B de vacuna estan desprovistos de actividad citotdxica. El
componente del toxoide A de la vacuna retiene alguna actividad de ligadura a receptor, como aquella observada
para la toxina A nativa.
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La vacuna se presenta como una forma liofilizada en un regulador compuesto de citrato de sodio 20 mM, pH 7.5,
sacarosa al 5%, formaldehido al 0.016%. El producto se almacena a 2-8°C.

Estudios de analisis y seleccion de liofilizacion

Para analizar y seleccionar formulaciones liofilizadas se empled una inmunogenicidad de hamster para evaluacion.
La liofilizacién tuvo lugar en un FTS LyoStar Il. La congelacién se logré mediante la reduccion de la temperatura de
los estantes lo suficientemente como para forzar la temperatura del producto por debajo de Tg'. El secado primario
comenzo aplicando un vacio y manteniéndolo hasta que el agua libre se sublimara. La temperatura de los estantes
entonces se increment6 para comenzar el secado secundario y se mantuvo para secar adicionalmente el producto
mediante la expulsién del agua adsorbida. Las formulaciones se pusieron en estabilidad a condiciones de

temperatura de 5, 25, y 42°C.

Tabla 1. Efecto de excipientes GRAS sobre aglomeracion del toxoide A. Los compuestos que retrasan/previenen la
aglomeracion tienen un % positivo de valores de inhibicion de aglomeracion; los compuestos que inducen la
aglomeracion tienen un % negativo de valores de inhibicion de aglomeracion.

Excipiente,
concentracion

% de inhibicion de
aglomeracion

Excipiente,
concentracion

% de inhibicion de
aglomeracion

Albumina, 2.5%
a-ciclodextrina, 2.5%
Tween 80, 0.1%
Dietanolamina, 0.3 M
Citrato de sodio, 0.1 M
Sorbitol, 10%
Histidina, 0.3 M

Sacarosa, 10%
Trehalosa, 10%

Guanidina, 0.3 M
Sorbitol, 20%

Dextrosa, 20%

Dextrosa, 10%
Trehalosa, 20%
Citrato de sodio, 0.2 M
Glicerol, 20%

Tween 80, 0.01%
Albumina, 1%
Lactosa, 20%

Manitol, 10%

Sacarosa, 20%
Plurénico F-68, 0.1%

2-OH propil B-CD, 10%

103*
101*
100*
100
100
100
100*
100

100

99

99
99
99

99
99
98
98
98
98
97

97
96

96

Glicerol, 10%

2-OH propil y-CD, 10%
Tween 20, 0.05%
Tween 80, 0.05%
Acido aspartico, 0.15 M
Tween 20, 0.1%
Plurénico F-68, 0.05%
Tween 20, 0.01%

Sulfato de dextrano, 0.04
mg/ml

Brij 35, 0.05%

Sulfato de dextrano, 0.004 mg/ml
2-OH propil y-CD, 5%

Albumina, 5%

Brij 35, 0.01%

Cloruro de calcio, 0.015 M
Plurénico F-68, 0.01%

Gelatina, 5%

Acido malico, 0.15 M
Acido lactico, 0.15 M
Gelatina, 2.5%

Acido glutamico, 0.15 M

Dextrano T40, 0.003
mg/ml

Glicina, 0.3 M

13

88
81
73
67
65
64
50

37
30
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2-OH propil B-CD, 5%

Dextrano T40, 0.08 mg/ml

Brij 35, 0.1%

Dextrano T40, 0.03 mg/ml

Lactosa, 10%

Lisina, 0.3 M
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96

95
95
93
92
89*

Sulfato de dextrano, 0.1 mg/ml

Acido ascorbico, 0.15 M
Prolina, 0.3 M

Arginina, 0.3 M

Arg/Glu 50 mM cada una
Arg/Glu 25 mM cada una

Tabla 2. Efecto de excipientes GRAS sobre aglomeracion de toxoide B. Los compuestos que retrasan/previenen la
aglomeracion tienen un % positivo de valores de inhibicion de aglomeracion; los compuestos que inducen la

Incertitudes en el orden de +11. * OD 350 nm inicial alto.

aglomeracion tienen un % negativo de valores de inhibicién de aglomeracion.

Excipiente,
concentracion

% de inhibicion de
aglomeracion

Excipiente,
concentracion

% de inhibicion de
aglomeracion

a-ciclodextrina, 2.5%
Histidina, 0.3 M
Tween 80, 0.1%
Tween 80, 0.05%
Albumina, 1%

Dextrosa, 20%
Albumina, 5%

Citrato de sodio, 0.2 M

Trehalosa, 20%
Citrato de sodio, 0.1 M
Sorbitol, 20%
Sacarosa, 20%
Dietanolamina, 0.3 M
Dextrosa, 10%
Sorbitol, 10%

Albumina, 2.5%
2-OH propil B-CD, 5%

2-OH propil B-CD, 10%
Manitol, 10%
Sacarosa, 10%
Glicerol, 20%
Trehalosa, 10%

Plurénico F-68, 0.1%

100
100*
100
100
99

99
98

98*

98
97
97
96
96
95
92

87
79

78
76
71
71
69
68

Dextrano T40, 0.03 mg/ml
Dextrano T40, 0.08 mg/ml
2-OH propil y-CD, 10%
Brij 35, 0.05%

Plurénico F-68, 0.05%

Glicerol, 10%

Sulfato de dextrano, 0.04
mg/ml

Sulfato de dextrano, 0.004
mg/ml

Tween 20, 0.05%
2-OH propil y-CD, 5%
Tween 20, 0.01%
Plurénico F-68, 0.01%
Tween 20, 0.1%

Brij 35, 0.01%

Glicina, 0.3 M
Gelatina, 2.5%

Sulfato de dextrano, 0.1 mg/ml

Arg/Glu 50 mM cada una
Acido glutamico, 0.15 M
Arg/Glu 25 mM cada una
Acido aspartico, 0.15 M
Gelatina, 5%

Prolina, 0.3 M

14

35
25
12
10
6
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Brij 35, 0.1% 63 Dextrano T40, 0.003 -59
mg/ml

Lactosa, 20% 52 Acido lactico, 0.15 M -80

Acido malico, 0.15 M 44 Guanidina, 0.3 M -96

Tween 80, 0.01% 40 Cloruro de calcio, 0.015 M -141

Lactosa, 10% 39 Acido ascorbico, 0.15 M -223

Lisina 0.3 M 37 Arginina, 0.3 M -280

Incertitudes en el orden de +11. * OD 350 nm inicial alto.

Tabla 3. Efecto de solutos (detergentes) sobre la estabilidad térmica del toxoide A y B. La estabilidad térmica (Tm)
5 se monitorizé por DSC. La Tm es la temperatura correspondiente a la posicidon pico maxima de la transicion térmica.

Proteina Tm  (°C)
Toxoide A 59.8 + 0.0
Toxoide A + Tween 80 al 0.05% 591 + 04
Toxoide A + Plurénico F-68 al 0.1% 591 + 04
Toxoide B 55.8 + 0.0
Toxoide B + Tween 80 al 0.05% 56.1 + 0.3
Toxoide B + Plurénico F-68 al 0.1% 58.0 + 0.3

Tabla 4. Efecto de excipientes sobre el punto medio de la temperatura de transiciéon térmica (Tm) del toxoide A. La
transicion térmica se monitorizé por la sefial de CD a 208 nm como una funcion de la temperatura. Cada medicién se
llevé a cabo por duplicado y tiene -0.5°C de incertitud.

Toxoide A en presencia de excipiente(s) Tm Diferencia de Tm
Toxoide A 59.8 0.0
Trehalosa al 20% 59.4 -0.5
Sacarosa al 20% 63.1 3.3
Glicerol al 20% 62.4 2.6
Plurénico F-68 al 0.1% 61.1 1.3
Sorbitol al 10% 62.4 2.6
Dextrosa al 10% 62.4 2.6
Tween 80 al 0.05% 59.9 0.0
Sorbitol al 5% + Tween 80 al 0.05% 60.4 0.6
Sorbitol al 10% + Tween 80 al 0.05% 62.3 25
Sorbitol al 15% + Tween 80 al 0.05% 62.4 2.6
Dextrosa al 5% + Tween 80 al 0.05% 60.2 0.4
Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 62.3 25
Dextrosa al 15% + Tween 80 al 0.05% 62.5 2.7
Sorbitol al 2.5% + Dextrosa al 2.5% + Tween 80 al 0.05% 60.2 0.4

15



ES 2657485713

Toxoide A en presencia de excipiente(s) Tm Diferencia de Tm
Sorbitol al 5% + Dextrosa al 5% + Tween 80 al 0.05% 61.3 1.5
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 63.5 3.7
Tween 80 al 0.1% 59.0 -0.8
Sorbitol al 10% + Tween 80 al 0.1% 60.6 0.7
Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.1% 61.5 1.7
Sorbitol al 2.5% + Dextrosa al 2.5% + Tween 80 al 0.1% 60.0 0.2
Sorbitol al 5% + Dextrosa al 5% + Tween 80 al 0.1% 60.5 0.7
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.1% 62.1 2.3
Sorbitol al 2.5% + Dextrosa al 2.5% 60.8 0.9
Sorbitol al 5% + Dextrosa al 5% 61.7 1.8
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% 63.9 4.0
Sorbitol al 15% + Dextrosa al 15% 64.6 4.8
Sorbitol al 20% + Dextrosa al 20% 66.6 6.7
Sorbitol al 20% + Dextrosa al 10% 69.9 5.1
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 20% 50.1 -9.7

Tabla 5. Efecto de excipientes sobre el punto medio de la temperatura de transicion térmica (Tm) del toxoide B. La
transicion térmica se monitorizé por la sefial de CD a 208 nm como una funcion de la temperatura. Cada medicién se

5 llevé a cabo por duplicado y tiene -0.5°C de incertitud.

Toxoide B en presencia de excipiente(s) Tm Diferencia de Tm
Toxoide B 55.8 0.0
Trehalosa al 20% 60.3 4.5
Sacarosa al 20% - -
Glicerol al 20% 58.6 2.8
Plurénico F-68 al 0.1% 56.2 0.4
Sorbitol al 10% 56.6 0.8
Dextrosa al 10% 57.3 1.6
Tween 80 al 0.05% 55.1 -0.7
Sorbitol al 5% + Tween 80 al 0.05% 56.7 0.9
Sorbitol al 10% + Tween 80 al 0.05% 63.2 7.4
Sorbitol al 15% + Tween 80 al 0.05% 64.0 8.2
Dextrosa al 5% + Tween 80 al 0.05% 59.1 3.3
Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 70.8 15.0
Sorbitol al 2.5% + Dextrosa al 2.5% + Tween 80 al 0.05% 56.7 0.9
Sorbitol al 5% + Dextrosa al 5% + Tween 80 al 0.05% 63.5 7.7
Sorbitol al 101 + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 69.1 13.3
Tween 80 al 0.1% 53.6 -2.2
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Toxoide B en presencia de excipiente(s) Tm Diferencia de Tm
Sorbitol al 10% + Tween 80 al 0.1% 58.5 2.7
Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.1% 62.6 6.9
Sorbitol al 2.5% + Dextrosa al 2.5% + Tween 80 al 0.1% 60.0 4.2
Sorbitol al 5% + Dextrosa al 5% + Tween 80 al 0.1% 56.5 0.8
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.1% 60.8 5.1
Sorbitol al 5% + Dextrosa al 5% 56.5 0.7
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% 65.3 9.6
Sorbitol al 15% + Dextrosa al 15% 60.1 4.4
Sorbitol al 20% + Dextrosa al 20% 63.1 7.3
Sorbitol al 20% + Dextrosa al 10% 38.0 -17.8
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 20% 61.2 5.5

Tabla 6. Estabilidad térmica del toxoide A ligado a Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) en presencia y
ausencia de excipiente(s) (a menos que se especifique de otra manera). La estabilidad térmica (Tm) se monitorizé
por DSC, con la Tm indicando la temperatura correspondiente a la posicion pico de la transicién térmica. El
porcentaje de toxoide ligado a adyuvante se midi6 en cada condicion con una incertitud de 1%. Cada condicion se
estudié por duplicado.

% de m Dife-
Toxoide A ligado a Alhydrogel® (adyuvante de , .
. L . proteina rencia
hidréxido de aluminio) en presencia de solutos .
ligada de Tm
Toxoide A no ligado 588+ 04 0.1
Toxoide A 96 587+ 0.3 -
Sorbitol al 10% 81 524 + 15 -6.2
Dextrosa al 10% 86 606 + 0.5 2.0
Tween 80 al 0.05% 93 587+ 0.1 0.0
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% 77 629 + 0.0 4.2
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 81 631+ 1.2 4.2
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.1% 74 620+ 1.3 3.3
Sorbitol al 10% + Tween 80 al 0.05% 86 593+ 0.8 0.7
Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 85 595+ 11 0.8

Tabla 7. Estabilidad térmica del toxoide B ligado a Alhydrogel® (adyuvante de hidréxido de aluminio) en presencia y
ausencia de excipiente(s) (a menos que se especifique de otra manera). La estabilidad térmica (Tm) se monitorizé
por DSC. La Tm indica la temperatura correspondiente a la posicion pico de la transicion térmica. El porcentaje de
proteina ligado a adyuvante se midié en cada condicién con una incertitud de 1%. Cada condicién se estudié por
duplicado.
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Tm

Toxoide B ligado a Alhydrogel® (adyuvante de % d,e Difg—
hidréxido de aluminio) en presencia de solutos pr.otelna rencia
ligada de Tm
Toxoide B no ligado - 56.2+ 04 14
Toxoide B 99 548+ 05 -
Sorbitol al 10% 92 525+ 14| -22
Dextrosa al 10% 96 579+ 0.2 3.1
Tween 80 al 0.05% 96 582+ 06| 34
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% 95 542+ 09 -0.5
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 99 58.0+ 28 3.3
Sorbitol al 10% + Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.1% 77 587+ 1.0 3.9
Sorbitol al 10% + Tween 80 al 0.05% 96 585+ 1.0 3.8
Dextrosa al 10% + Tween 80 al 0.05% 92 558+ 25 1.1
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Tabla 8
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Tabla 9

Toxoide B
2 meses de estabilidad

% de recuperacion de toxoide
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Tabla 10. Apariencia de una formulacion liofilizada después de almacenamiento a diferentes temperaturas

Apariencia después de 3 meses a:
Molécula
Atributo Inicio -65°C 5°C 42°C
. . blanca, blanca, blanca, blanca,
Apariencia de encogimiento encogimiento encogimiento encogimiento
torta minimo minimo minimo minimo
Toxoide A Tiempo de 10 1 mi 1 mi 1 mi
. .. < < < <
oxoide reconstitucion s min min min
o clara, clara, clara, clara,
Ap?rlgnC|a incolora, sin incolora, sin incolora, sin incolora, sin
liquida particulas particulas particulas particulas
. . blanca, blanca, blanca, blanca,
Apariencia de encogimiento encogimiento encogimiento encogimiento
torta minimo minimo minimo minimo
Toxoide B Tiempo de 10 1 mi 1 mi 1 mi
. .. < < < <
oxoide reconstitucion s min min min
Apari . clara, clara, clara, clara,
ariencia . . . . . .
FI)’ i incolora, sin incolora, sin incolora, sin incolora, sin
lquida particulas particulas particulas particulas

Tabla 11. Inmunogenicidad de una formulacién liofilizada después de almacenamiento a diferentes
temperaturas (titulos de IgG antitoxinas A y B de suero en hamsteres)

Descripcion de Citrato 20 mM, Citrato 20 mM,
formulacién: sacarosa al 5% sacarosa al 5%,
Molécula relacion A:H = 3:2, pH7.5 H,CO al 0.016%,
proteina total . liofilizada pH 7.5
0.4 mg/ml liofilizada
T. Almacenamiento 5°C 25°C 42°C 5°C 25°C 42°C
Mediana Log+o Mediana Log+o
1 mes 5.34 - 5.26 -
3 meses 5.57 5.56 - 5.42
Toxoide A 5 meses 5.33 5.23 - - 5.30
7 meses 5.49 5.41 5.47 5.45 -
Cambio de Log -0.01 0.26 0.15 0.15 -
1 mes 5.49 5.62 -
3 meses 5.54 - 5.42 5.23
Toxoide H 5 meses 5.62 5.34 - - 5.49
7 meses - 5.49 5.62 5.70 5.78 -
Cambio de Log 0.13 0.15 0 - 0.29 -

H,CO = formaldehido
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Tabla 12
Congelacion
Llevar estantes a 1°C/minuto hasta 5°C. Mantener durante 30 minutos.
Llevar estantes a 1°C/minuto hasta -5°C. Mantener durante 30 minutos.
Llevar estantes a 5°C/minuto hasta -50°C. Mantener durante 90 minutos.
Encender vacio con un punto fijo de 60 mT.
Secado primario
Llevar estantes a 1°C/minuto hasta -40°C. Mantener durante 300 minutos.
Vacio igual a 60 mT.
Llevar estantes a 0.5°C/minuto hasta -34°C. Mantener durante 1100 minutos.
Vacio igual a 60 mT.
Secado secundario
Llevar estantes a 0.2°C/minuto a 5°C. Mantener durante 480 minutos.
Vacio igual a 60 mT.
Llevar estantes a 0.1°C/minuto a 25°C. Mantener durante 300 minutos.
Vacio igual a 60 mT.
Paso de retencién
Llevar estantes a 0.5°C/minuto a 0°C. Mantener durante 9999 minutos.
Vacio igual a 100 mT.
Retro-llenado
Retro-llenar a 600 000 mT con N3 purificado seco.
Tabla 13

Congelacion

Llevar estantes a 10C/minuto hasta 5°C. Mantener durante 30 minutos.

Llevar estantes a 0.5°C/minuto hasta -45°C. Mantener durante 120 minutos.

Encender vacio con un punto fijo de 100 mT.

Secado primario

Llevar estantes a 0.2°C/minuto hasta -35°C. Mantener durante 4000 minutos.
Vacio igual a 100 mT.

Secado secundario

Llevar estantes a 0.2°C/minuto a 5°C. Mantener durante 480 minutos.
Vacio igual a 100 mT.

Llevar estantes a 0.2°C/minuto a 25°C. Mantener durante 300 minutos.
Vacio igual a 100 mT.

Paso de retencion

Llevar estantes a 0.5°C/minuto a 0°C. Mantener durante 9999 minutos.
Vacio igual a 100 mT.

Retro-llenado

Retro-llenar a 600 000 mT con N2 purificado seco.

El uso de formas singulares en la presente, tales como "un”, "uno”, "una”, "el" y "la" no excluye indicacion de la forma
plural correspondiente, a menos que el contexto indique lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, si una reivindicacion
indica el uso de "una" toxina, toxoide, o excipiente, también se puede interpretar que abarca el uso de mas de una
toxina, toxoide, o excipiente, a menos que se indique de otra manera. Otras formas de realizacién estan dentro de

las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un toxoide de Clostridium difficile y excipientes farmacéuticamente
aceptables que comprenden

(a) un regulador seleccionado de un regulador de citrato de sodio o potasio y un regulador de fosfato
de sodio o potasio; y

(b) sacarosa,

donde dichos excipientes farmacéuticamente aceptables incrementan la estabilidad térmica del
toxoide y/o reducen o retrasan la aglomeracion del toxoide, con relacién a una composicién que carece de dichos
excipientes farmacéuticamente aceptables.

2. La composicion de la reivindicacion 1 que comprende ademas formaldehido a una concentraciéon de
0.001 a 0.0020%.

3. La composicion de la reivindicaciéon 1 o 2, donde:
(a) dichos excipientes farmacéuticamente aceptables reducen o retrasan la aglomeracion del toxoide
un 50% o mas, con relacion a una composicion que carece de dichos excipientes farmacéuticamente aceptables; o
(b) dichos excipientes farmacéuticamente aceptables incrementan la estabilidad térmica del toxoide en
0.5°C o mas, con relacién a una composicién que carece de dichos excipientes farmacéuticamente aceptables.

4. La composiciéon de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la composicién comprende un
toxoide de toxinas Ay B de C. difficile.

5. La composicion de la reivindicacion 4, donde:
(a) los toxoides A y B estan presentes en la composicion en una relacion de 5:1 (A:B) a 1:5 (A:B); o
(b) los toxoides A y B estan presentes en la composicion en una relacion de 3:1 a 3:2, o0 1:1 (A:B).

6. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la composicién es una composiciéon
farmacéutica.

7. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas un adyuvante.

8. La composiciéon de la reivindicacion 7, donde el adyuvante comprende un compuesto de aluminio,

donde opcionalmente el compuesto de aluminio es un compuesto de hidréxido de aluminio.

9. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde la composicién esta
(a) en forma liquida; o
(b) en forma de polvo seco, liofilizada, secada por congelacion, secada por rocio, o secada por

espuma.
10. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde
(a) el regulador de citrato es citrato de sodio; o
(b) el regulador de fosfato es fosfato de sodio.
11. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la composicidon comprende:

(a) toxoides A y B de Clostridium difficile, citrato de sodio o potasio 5-100 mM, sacarosa al 2-20%, y
formaldehido a <0.020%, pH 5.5-8.5;

(b) toxoides A y B de Clostridium difficile, citrato de sodio o potasio 10-30 mM, sacarosa al 2-10%, y
formaldehido a <0.020%, pH 6.5-8.0;

(c) toxoides A y B de Clostridium difficile, citrato de sodio 20 mM, sacarosa al 5%, y formaldehido al
0.016%, pH 7.5;

(d) toxoides A y B de Clostridium difficile, fosfato de sodio o potasio 5-100 mM, sacarosa al 2-20%,
formaldehido a <0.020%, pH 5.5-8.5;

(e) toxoides A 'y B de Clostridium difficile, fosfato de sodio o potasio 10-30 mM, sacarosa al 2-10%, y
formaldehido a <0.020%, pH 6.5-8.0; o

(f) toxoides A y B de Clostridium difficile, fosfato de sodio 20 mM, sacarosa al 5%, y formaldehido al
0.016%, pH 7.5.

12. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la composicién esta en una forma
liofilizada y comprende:

(a) toxoides A y B de Clostridium difficile, citrato de sodio o potasio 10-30 mM, sacarosa al 2-10%, y
formaldehido a <0.020%, pH 6.5-8.0; o
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(b) toxoides A y B de Clostridium difficile, citrato de sodio 20 mM, sacarosa al 5%, y formaldehido al
0.016%, pH 7.5.

13. Un método para hacer una composicion que comprende un toxoide de Clostridium difficile y
excipientes farmacéuticamente aceptables que comprenden

(a) un regulador seleccionado de un regulador de citrato de sodio o potasio y un regulador de fosfato
de sodio o potasio; y

(b) sacarosa,

donde dichos excipientes farmacéuticamente aceptables incrementan la estabilidad térmica del
toxoide, y/o reducen o retrasan la aglomeracion del toxoide con relacion a una composicién que carece de dichos
excipientes farmacéuticamente aceptables, donde el método comprende proporcionar un toxoide de Clostridium
difficile y mezclar el toxoide de Clostridium difficile con dichos excipientes farmacéuticamente aceptables.

14. Una composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para el uso en un método de prevencién
o tratamiento de una enfermedad o infeccién provocada por C. difficile en un sujeto.

15. El uso de una combinacion de

(a) un regulador seleccionado de un regulador de citrato de sodio o potasio y un regulador de fosfato
de sodio o potasio; y

(b) sacarosa,

para incrementar la estabilidad térmica y/o reducir o retrasar la aglomeracion de un toxoide de
Clostridium difficile in vitro.

16. El uso de acuerdo con la reivindicacion 15 donde dichos componentes (a) y (b) se proporcionan en
una composicion, siendo dicha composicidon como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
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Figura 9

Toxoide A, CD (estructura secundaria)
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Toxoide A

Figura 11
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Figura 13
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Figura 14

% de mondomero

Figura 15
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