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DESCRIPCION
Vacuna
Campo técnico

La presente invencion se refiere a composiciones de vacuna e inmunogénicas mejoradas y a su uso en medicina. En
particular, la invencion se refiere a formulaciones vacuna o inmunogénicas que comprenden un coadyuvante de
emulsion de aceite en agua y a su uso en medicina, en particular a su uso en el aumento de las respuestas
inmunitarias a diversos antigenos, incluyendo antigenos de S. pneumoniae, y a métodos de preparacion, en donde la
emulsion de aceite en agua comprende un tocol, un aceite metabolizable y un agente emulsionante.

Antecedentes de la técnica

Siempre son necesarias nuevas composiciones o vacunas con una inmunogenicidad mejorada. Como estrategia, se
han utilizado coadyuvantes para tratar y mejorar la respuesta inmunitaria originada contra cualquier antigeno dado
y/o reducir la reactogenicidad/toxicidad en el anfitrion.

Las emulsiones de aceite en agua per se son bien conocidas en la técnica, y se ha sugerido que son utiles como
composiciones coadyuvantes (documentos EP 399843; WO 95/17210).

El documento W095/17210 describe emulsiones de aceite en agua que comprenden de 2 a 10% de escualeno, de 2
a 10% de alfa-tocoferol y de 0,3 a 3% de tween 80 y su uso solo o combinado con QS21 y/o 3D-MPL.

El documento W099/12565 describe composiciones de emulsiones de aceite en agua que comprenden un aceite
metabolizable, una saponina y un esterol. Las emulsiones de aceite en agua comprenden adicionalmente 3D-MPL.

El documento W099/11241 describe emulsiones de aceite en agua que comprenden aceite metabolizable y una
saponina, en donde el aceite y la saponina estan presentes a una razén entre 1:1y 200:1.

El documento WO 2007071707 describe composiciones inmunogénicas de multivalentes con diversos sacaridos
capsulares conjugados de diferentes serotipos de S. pneumoniae conjugados con dos o mas proteinas portadoras
diferentes. El documento W02008043774 describe composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno o
composicion de antigeno y una composicion coadyuvante que comprende una emulsion de aceite en agua, en donde
dicha emulsion de aceite en agua comprende 0,5-10 mg de aceite metabolizable, 0,5-11 mg de tocol y 0,1-4 mg de
aceite emulsionante, por dosis para seres humanos. El documento W02008020335 describe composiciones
inmunogénicas para Strepfococcus agalactiae.

Todavia existe la necesidad de vacunas y composiciones inmunogénicas mejoradas que proporcionen una respuesta
inmunitaria adecuada y sean menos reactogénicas en el anfitrion.

Exposicion de la invencion

Los autores de la presente invencion han descubierto que las composiciones de vacuna o inmunogénicas que
comprenden cantidades menores de cada componente de la emulsidon de aceite en agua que se pueden utilizar a la
vez que se mantiene una respuesta inmunitaria comparable contra un antigeno o composicion antigénica dentro de
dicha composicion. Esto tiene la ventaja de mantener el nivel de inmunogenicidad contra un antigeno mientras que la
reactogenicidad dentro del anfitrion receptor se reduce.

Por consiguiente, en el primer aspecto de la presente invencion se proporciona una composicion inmunogénica que
comprende una PhtD neumocdcica no conjugada y una neumolisina neumocadcica no conjugada, y una composicion
coadyuvante que consiste en una emulsion de aceite en agua, en donde dicha emulsiéon de aceite en agua consiste
en -2-3 mg de aceite metabolizable, 1-3 mg de tocol y 0,1-4 mg de agente emulsionante, por dosis para seres
humanos y el aceite y el agente emulsionante estan en un portador acuoso, en donde el volumen de la composicion
de vacuna esta entre 0,4y 1,5 ml.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso de una composicion inmunogénica de la invencion en
la fabricacién de una composicion inmunogénica para el tratamiento, alivio o prevencion de una infeccion o
enfermedad neumocdcica.

En un aspecto adicional, se proporciona un método o uso como se define anteriormente, para la proteccién contra
infecciones o enfermedades causada por un patégeno que comprende un antigeno que es una variante de ese
antigeno en la composicion inmunogénica.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Prueba clinica: titulos medios geométricos (GMT) para anticuerpos anti-HA en diferentes puntos temporales
(cohorte ATP para inmunogenicidad).
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Figura 2: Prueba clinica: tasa de seroproteccion (SPR) para el titulo de anticuerpos HI con un intervalo de confianza
de 95% el dia O y el dia 21 (cohorte ATP para inmunogenicidad).

Figura 3: Prueba clinica: tasa de seroconversion (SCR) para el titulo de anticuerpos HI con un intervalo de confianza
de 95% el dia 21 (cohorte ATP para inmunogenicidad).

Figura 4: Prueba clinica: factor de seroconversion (SCF) para el titulo de anticuerpos HI con un intervalo de confianza
de 95% el dia 21 (cohorte ATP para inmunogenicidad).

Figura 5: Estudio en ratones: Ensayo de inhibicion de hemaglutinina (GMT +/- CI95) en ratones BALB/c cebados con
cepas heterosubtipicas (intervalo de dosis AS03). Figura 5A: titulos HI anti-A/New Caledonia/20/99; Figura 5B: titulos
HI Anti-A/Panama/2007/99. Figura 5C: titulos HI anti-B/Shandong/7/97.

Figura 6: Estudio en ratones: Ensayo de inhibicién de hemaglutinina (GMT +/- CI95) en ratones C57BI/6 cebados con
cepas heterosubtipicas (intervalo de dosis AS03).

Figura 7: Estudio en ratones: Respuesta inmunitaria celular (células T CD4+) en PBMC de ratones C57BI/6 cebados
con cepas heterosubtipicas (intervalo de dosis AS03).

Figura 8: Estudio en ratones: Respuesta inmunitaria celular (células T CD4+) en PBMC de ratones C57BI/6 cebados
con cepas heterosubtipicas e inmunizados con antigeno de dosis baja (0,5 ug) coadyuvado con el intervalo de dosis
ASO03.

Figura 9: Estudio en ratones: Titulos ELISA de Ig sérica especifica de H5N1 (A y B) y respuestas isotipicas de I1gG1
(CyD)elgG2b (EyF) anti-H5N1 el dia 14 después de la inmunizacion (GMT +/- CI95) para dos dosis diferentes de
antigeno: 1,5ug (A, CyE)00,38 ug(B,DyF)

Figura 10: Estudio en ratones: Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (GMT +/- CI95) el dia 21 después de la
inmunizacion (GMT +/- CI95) para dos dosis de antigeno diferentes: 1,5 ug (A) o 0,38 pg (B).

Figura 11: Estudio en ratones: Respuesta inmunitaria celular (células T CD4+) en ratones C57BI/6 sin tratamiento
previo inmunizados con diferentes dosis de vacuna H5N1 (1,5 o 0,38 pg) coadyuvada con intervalo de dosis de
ASO03: (A) 1,5 ug de Ag (antigeno) HA o (B) 0,38 ug Ag (antigeno) HA.

Figura 12: Estudio en cerdos. Ensayo de inhibicion de hemaglutinina (GMT +/- CI95) en cerdos cebados con cepas
homologas (intervalo de dosis AS03).

Figura 13: Estudio en ratones. Respuesta inmunitaria humoral medida mediante ELISA en ratones C57bl
inmunizados con 3 ug de cada uno de dPly, PhtD y Proteina D en coadyuvante AS03 que contiene 250, 125 o 62,5
pg de SB62.

Figura 14: Estudio en ratones. Respuesta inmunitaria humoral medida mediante ELISA en ratones C57bl
inmunizados con 6, 3 o0 1,5 ug de dPly, PhtD y Proteina D en coadyuvante AS03 que contiene 250, 125 o 62,5 ug de
SB62.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los autores de la presente invencion pretenden que los términos "que comprende”, "comprenden" y "comprende” en

la presente memoria sean opcionalmente sustituibles por los términos "que consiste en", "consisten en" y "consiste
en", respectivamente, en cada caso.

Las realizaciones en la presente memoria relacionadas con las "composiciones de vacuna" de la invenciéon también
son aplicables a realizaciones relacionadas con "composiciones inmunogénicas" de la invencion, y viceversa.

Componente de emulsion de aceite en agua

Con el fin de que cualquier composicion de aceite en agua sea adecuada para su administracion a seres humanos, la
fase oleosa del sistema de emulsion tiene que comprender un aceite metabolizable. El significado del término aceite
metabolizable es bien conocido en la técnica. Metabolizable se puede definir como "susceptible de ser transformado
por el metabolismo" (Dorland's lllustrated Medical Dictionary, W.B. Sanders Company, 252 edicion (1974)). El aceite
puede ser cualquier aceite vegetal, aceite de pescado, aceite animal o aceite sintético, que no sea toxico para el
receptor y pueda ser transformado por el metabolismo. Las nueces, las semillas y los granos son fuentes comunes
de aceites vegetales. Los aceites sintéticos también son parte de esta invencion y pueden incluir aceites
comercialmente disponibles tales como NEOBEE® y otros. Un aceite metabolizable particularmente adecuado es el
escualeno. El escualeno (2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno) es un aceite insaturado que
se encuentra en grandes cantidades en el aceite de higado de tiburén y en cantidades inferiores en el aceite de oliva,
aceite de germen de trigo, aceite de salvado de arroz y levadura, y es un aceite particularmente preferido para su uso
en esta invencion. El escualeno es un aceite metabolizable en virtud del hecho de que es un intermedio en la
biosintesis de colesterol (indice Merck, 102 edicidn, entrada Num. 8619).
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Adecuadamente, el aceite metabolizable esta presente en la composicion coadyuvante en una cantidad de 0,5-10
mg, preferiblemente 2-3 mg, especificamente 2,14 mg. En una realizaciéon adicional de la invencion, el aceite
metabolizable esta presente en la composicién inmunogénica en una cantidad preferiblemente de 2-3 mg,
especificamente 2,14 mg.

La cantidad de aceite metabolizable en la composicién de vacuna o inmunogénica se puede expresar como un
porcentaje de la composicion total. Adecuadamente, el aceite metabolizable esta presente en la composicion de
vacuna en una cantidad de 0,5% a 2%, preferiblemente 0,25- 2, 00,25-1,75,00,5-1,65,00,6-1,5,00,8-1,40 1-
1,25% (v/v) de aceite con respecto al volumen total de la composicion.

En otra realizacién especifica, el aceite metabolizable esta presente en una cantidad final de aproximadamente
1,25% con respecto al volumen total de la composicion de vacuna (o inmunogénica). En otra realizacion especifica, el
aceite metabolizable estd presente en una cantidad final de 0,25% (v/v) con respecto al volumen total de la
composicion.

A modo de aclaracion, las concentraciones proporcionadas en v/v pueden convertirse en concentracion en p/v
aplicando el siguiente factor de conversion: una concentracion de escualeno al 5% (v/v) equivale a una concentracion
de escualeno de 4,28% (p/v).

La emulsion de aceite en agua comprende un tocol. Los tocoles son bien conocidos en la técnica y se describen en el
documento EP0382271. Adecuadamente, el tocol es alfa-tocoferol o un derivado del mismo tal como succinato de
alfa-tocoferol (también conocido como succinato de vitamina E). Dicho tocol esta presente adecuadamente en la
composicion coadyuvante en una cantidad preferiblemente de 1-3 mg. En una realizaciéon especifica, el tocol esta
presente en una cantidad de 2,38 mg. En una realizacién adicional, dicho tocol esta presente adecuadamente en la
composicion de vacuna (o inmunogénica) en una cantidad preferiblemente de 1-3 mg. En una realizacion especifica,
el tocol esta presente en una cantidad de 2,38 mg.

La cantidad de tocol puede expresarse como un porcentaje del volumen total de la composicion de vacuna o
inmunogénica. Adecuadamente, el tocol esta presente en la composicion de vacuna en una cantidad de 0,25% a 2%
(v/v) con respecto al volumen total de la composicion inmunogénica, preferiblemente 0,25-2 comprende 0,25-2, o
0,25-1,75 0 0,5-1,65, 0 0,6-1,5, 0 0,8 -1,4 0 1-1,25% (v/v) de tocol con respecto al volumen total.

Preferiblemente, el tocol esta presente en una cantidad de entre 0,2% y 2% (v/v) con respecto al volumen total de la
composicion de vacuna (o inmunogénica), mas preferiblemente en una cantidad de 1,25% (v/v) en un volumen de
dosis de 0,5 ml.

En una realizacion especifica, el tocol esta presente en una cantidad final de aproximadamente el 1,25% con
respecto al volumen total de la composicién de vacuna o inmunogénica. En otra realizacion especifica, el tocol esta
presente en una cantidad final de 0,25% (v/v) con respecto al volumen total o0 1,25% (v/v) en volumen de dosis de 0,5
ml o0 0,9% (v/v), en un volumen de dosis de 0,7 ml, o 0,5% (v/v) en una dosis de 0,5 ml 0 0,35-0,37%, preferiblemente
0,36% en una dosis de vacuna o inmunogénica de 0,7 ml.

A modo de aclaracion, las concentraciones proporcionadas en v/v pueden convertirse en concentracion en p/v
aplicando el siguiente factor de conversion: una concentracién de alfa-tocoferol al 5% (v/v) es equivalente a una
concentracién de alfa-tocoferol de 4,8% (p/v).

La emulsion de aceite en agua comprende adicionalmente un agente emulsionante. El agente emulsionante puede
ser adecuadamente monooleato de polioxietilensorbitan. En una realizacidon concreta, el agente emulsionante puede
seleccionarse del grupo que comprende: Polysorbate® 80 o Tween® 80.

Dicho agente emulsionante esta presente adecuadamente en la composicién coadyuvante en una cantidad de agente
emulsionante de 0,3-4, 0,4-3 o 2-3 mg (por ejemplo, 0,4-1,2, 2-3). En una realizacion especifica, el agente
emulsionante esta presente en una cantidad de 0,97 mg o0 2,425 mg.

Adicionalmente, dicho agente emulsionante esta presente adecuadamente en la composicion de vacuna o
inmunogénica en una cantidad de agente emulsionante de 0,3-4, 0,4-3 o 2-3 mg (por ejemplo, 0,4-1,2, 2-3). En una
realizacion especifica, el agente emulsionante esta presente en una cantidad de 0,97 mg o 2,425 mg.

La cantidad de agente emulsionante se puede expresar como un porcentaje con respecto al volumen total de
composicion de vacuna o inmunogénica. Adecuadamente, el agente emulsionante esta presente en la composicion
de vacuna (o inmunogénica) en una cantidad de 0,125-0,8% (v/v) con respecto al volumen total de la composicion,
preferiblemente a 0,08-0,05, o 0,1-0,7, o 0,2-0,6, o 0,25-0,55, o 0,3-0,52 o 0,4-0,5% (v/v) con respecto al volumen
total. En una realizacion especifica, el agente emulsionante esta presente en una cantidad de 1%, 0,5% o0 0,2% (v/v)
con respecto al volumen total de composicidon de vacuna o inmunogénica.

A modo de aclaracion, las concentraciones proporcionadas en v/v pueden convertirse en concentracion en p/v
aplicando el siguiente factor de conversion: una concentracion de polisorbato 80 al 1,8% (v/v) es equivalente a una
concentracién de polisorbato 80 al 1,91% (p/v).
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En una realizacion especifica, un volumen de dosis de vacuna o inmunogénica de 0,5 ml contiene 0,45% (v/v) de
Tween 80, y un volumen de dosis de 0,7 ml contiene 0,315% (v/v) de Tween 80. En oftra realizacion especifica, una
dosis de 0,5 ml contiene 0,18% (v/v) de agente emulsionante y una dosis de composicion de vacuna o inmunogénica
de 0,7 ml contiene 0,126% (v/v) de agente emulsionante.

Mediante el término "dosis para seres humanos" se entiende una dosis que esta en un volumen adecuado para uso
en seres humanos. En una realizacién, una dosis para seres humanos es de 0,5 ml. En una realizacién adicional, una
dosis para seres humanos es superior a 0,5 ml, por ejemplo 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o 1 ml. En una realizacion adicional,
una dosis para seres humanos esta entre 1 ml y 1,5 ml. En otra realizacion, en particular cuando la composicion
inmunogénica es para la poblacién pediatrica, una dosis para seres humanos puede ser inferior a 0,5 ml. La
invencion se caracteriza porque cada uno o todos los componentes individuales del coadyuvante dentro de la
composicion inmunogénica esta/estan a un nivel inferior al que se pensaba anteriormente que era util y es/son
tipicamente los mencionados anteriormente. Las composiciones particularmente adecuadas comprenden los
siguientes componentes coadyuvantes en las siguientes cantidades en un volumen final de dosis para seres
humanos de 0,5 ml:

Tabla 1
Coadyuvante | Coadyuvante |Coadyuvante |Coadyuvante A Coadyuvante |Coadyuvante |Coadyuvante
A B E F C G D
emulsion 125 ul 100 pl 83,33 ul 62,5 pl 50 pl 31,25 ul 25 ul
ala
Componentes:
Tocoferol 5,94 mg 4,28 mg 3,57 mg 2,68 mg 2,38 mg 1,34 mg 1,19 mg
Escualeno |5,35mg 4,75 mg 3,96 mg 2,97 mg 2,14 mg 1,49 mg 1,07 mg
gglisorbato 2,43 mg 1,94 mg 1,62 mg 1,21 mg 0,97 mg 0,61 mg 0,48 mg

La invencién proporciona adicionalmente una composicién coadyuvante que comprende los componentes
individuales definidos anteriormente en la presente memoria y en la cantidad definida anteriormente, por ejemplo,
pero no exclusivamente, como se ilustra en la Tabla 1. Tipicamente, tal composicién coadyuvante estara en un
volumen adecuado de dosis para seres humanos. Cuando el coadyuvante esta en forma liquida para combinarse con
una forma liquida de una composicion antigénica, la composicién coadyuvante estara en un volumen adecuado de
dosis para seres humanos que es una fraccién del volumen final deseado de la dosis para seres humanos, tal como,
por ejemplo, aproximadamente la mitad del volumen final deseado de la dosis para seres humanos, por ejemplo, un
volumen de 350 ul para una dosis para seres humanos prevista de 0,7 ml, o un volumen de 250 ul para una dosis
para seres humanos prevista de 0,5 ml. La composicion coadyuvante se diluye cuando se combina con la
composicion de antigeno para proporcionar la dosis para seres humanos final de vacuna. El volumen final de tal
dosis variara, por supuesto, dependiendo del volumen inicial de la composicion coadyuvante y del volumen de la
composicion de antigeno afiadido a la composicion coadyuvante. En una realizacion alternativa, el coadyuvante
liquido se utiliza para reconstituir una composiciéon de antigeno liofilizada. En esta realizacion, el volumen adecuado
de dosis para seres humanos de la composicion coadyuvante es aproximadamente igual al volumen final de la dosis
para seres humanos. La composicidon coadyuvante liquida se agrega al vial que contiene la composicion de antigeno
liofilizada. La dosis para seres humanos final puede variar entre 0,5y 1,5 ml.

El método para producir emulsiones de aceite en agua es bien conocido por los expertos en la técnica. Comunmente,
el método comprende mezclar la fase oleosa que contiene tocol con un tensioactivo tal como una solucién de
PBS/TWEEN80™, seguido de homogeneizacion utilizando un homogeneizador, seria evidente para un experto en la
técnica que un método que comprende pasar la mezcla dos veces a través de una aguja de jeringa seria adecuada
para homogeneizar pequefios volumenes de liquido. Igualmente, el procedimiento de emulsificacion en
microfluidificador (maquina Microfluidics M110S, maximo de 50 pases, durante un periodo de 2 minutos a una
entrada de presion maxima de 6 bar (presion de salida de aproximadamente 850 bar)) podria ser adaptado por el
experto en la técnica para producir volimenes de emulsion mas pequefios 0 mas grandes. La adaptacion podria
lograrse mediante experimentacion rutinaria que comprenderia la medicion de la emulsion resultante hasta que se
lograra una preparacion con gotitas de aceite del diametro requerido.

En una emulsion de aceite en agua, el aceite y el emulsionante deben estar en un vehiculo acuoso. El vehiculo
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acuoso puede ser, por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato.

Preferiblemente, los sistemas de emulsidon de aceite en agua de la presente invencion tienen un pequefio tamarfio de
gotita de aceite en el intervalo submicrométrico. Adecuadamente, los tamafios de gotita estaran en el intervalo de 120
a 750 nm, mas preferiblemente tamarnos de 120 a 600 nm de diametro. Mas preferiblemente, la emulsion de aceite
en agua contiene gotitas de aceite de las cuales al menos 70%, segun la intensidad, son menores de 500 nm de
diametro, mas preferiblemente al menos 80%, segun la intensidad, son menores de 300 nm de diametro, mas
preferiblemente al menos 90%, segun la intensidad, estan en el intervalo de 120 a 200 nm de diametro.

El tamafio de gotita de aceite, es decir, el diametro, de acuerdo con la presente invencion viene dado por la
intensidad. Existen varias formas de determinar el diametro del tamafio de gotita de aceite en intensidad. La
intensidad se mide mediante el uso de un aparato de dimensionamiento, adecuadamente mediante dispersion de luz
dinamica tal como el Malvern Zetasizer 4000 o preferiblemente Malvern Zetasizer 3000HS. Un procedimiento
detallado se proporciona en el Ejemplo I1.2. Una primera posibilidad es determinar el diametro medio Z ZAD mediante
dispersion de luz dinamica (espectroscopia de correlacion PCS-Foton); este método proporciona, ademas, el indice
de polidispersidad (PDI), y tanto el ZAD como el PDI se calculan con el algoritmo acumulativo. Estos valores no
requieren el conocimiento del indice de refraccion de particulas. Un segundo método es calcular el diametro de la
gotita de aceite determinando la distribucion del tamario de particula completa mediante otro algoritmo, ya sea Contin
o NNLS, o "Malvern" automatico (el algoritmo predeterminado proporcionado por el aparato de dimensionamiento).
La mayoria de las veces, como se desconoce el indice de refraccion de las particulas de una composicion compleja,
solo se tiene en cuenta la distribucion de la intensidad y, si fuera necesario, la intensidad media que se origina a
partir de esta distribucion.

Inmunoestimuladores opcionales

En una realizacion adicional, la composicién coadyuvante puede comprender adicionalmente uno o mas
coadyuvantes o inmunoestimuladores adicionales. En una realizacion adicional, la composicion coadyuvante
comprende opcionalmente uno o mas coadyuvantes o inmunoestimuladores adicionales distintos de QS21 y/o MPL.

El coadyuvante adicional opcional se selecciona del grupo: una saponina, un lipido A o un derivado del mismo, un
oligonucledtido inmunoestimulador, un fosfato de alquil glucosaminida, una sal metalica, un agonista del receptor tipo
Toll o combinaciones de los mismos. Se prefiere que el coadyuvante sea un agonista del receptor tipo Toll en
particular un agonista de un receptor tipo Toll 2, 3, 4, 7, 8 0 9, o una saponina. Se prefiere adicionalmente que el
sistema coadyuvante comprenda dos o mas coadyuvantes de la lista anterior. Las combinaciones contienen
preferiblemente un coadyuvante de saponina (en particular QS21) y/o un agonista del receptor 4 tipo Toll tal como
3D-MPL o un agonista del receptor 9 tipo Toll tal como un oligonucleétido inmunoestimulador que contiene CpG.
Otras combinaciones preferidas comprenden una saponina (en particular QS21) y un agonista del receptor 4 tipo Toll
tal como una saponina (en particular QS21) y un ligando del receptor 4 tipo Toll tal como 3D-MPL o un fosfato de
alquilo glucosaminida.

En una realizacion, el coadyuvante adicional es un ligando de receptor 4 tipo Toll (TLR), preferiblemente un agonista
tal como un derivado de lipido A particularmente monofosforil lipido A 0 mas concretamente monofosforil lipido A 3-
desacilado (3D - MPL).

3D-MPL esta disponible bajo la marca comercial MPL® de GlaxoSmithKline Biologicals North America y promueve
principalmente respuestas de células T CD4+ con un fenotipo IFN-g (Th1). Se puede producir de acuerdo con los
métodos expuestos en el documento GB 2 220 211 A. Quimicamente es una mezcla de monofosforil lipido A 3-
desacilado con 3, 4, 5 o0 6 cadenas aciladas. Preferiblemente en las composiciones de la presente invencioén se utiliza
3 D-MPL de particula pequefia. 3 D-MPL de particula pequefia tiene un tamafio de particula tal que puede ser filtrada
en condiciones estériles a través de un filtro de 0,22 um. Tales preparaciones se describen en la Solicitud de Patente
Internacional Num. WO 94/21292. Los derivados sintéticos del lipido A son conocidos y se cree que son agonistas de
TLR 4 incluyendo, pero no limitados a:

OM174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxitetra-decanoilamino]-4-o-fosfono-B-D-glucopiranosil]-2-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]-a-D-glucopiranosildihidrogenofosfato), (documento WO 95/14026)

OM 294 DP (3S,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1,10-bis(dihidrogenofosfato) (documentos W099/64301 y WO 00/0462)

OM 197 MP-Ac DP (3S-,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1-dihidrogenofosfato 10-(6-aminohexanoato) (documento WO 01/46127)

Otros ligandos de TLR4 que se pueden utilizar son Fosfatos de Alquil Glucosaminida (AGP) tales como los descritos
en los documentos W09850399 o US6303347 (también se describen procedimientos para la preparacion de AGP), o
sales farmacéuticamente aceptables de AGP como se describe en el documento US6764840. Algunos AGP son
agonistas de TLR4 y algunos son antagonistas de TLR4. Se cree que ambos son utiles como coadyuvantes.

Otros ligandos de TLR-4 adecuados, capaces de causar una respuesta de sefializacion a través de TLR-4 (Sabroe et
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al., JI 2003 p1630-5) son, por ejemplo, lipopolisacarido de bacterias gram negativas y sus derivados, o fragmentos de
los mismos, en particular un derivado no téxico de LPS (tal como 3D-MPL). Otros agonistas de TLR adecuados son:
proteina de choque térmico (HSP) 10, 60, 65, 70, 75 o 90; Proteina A tensioactiva, oligosacaridos de hialuronano,
fragmentos de sulfato de heparan, fragmentos de fibronectina, péptidos de fibrindgeno y b-defensina-2, muramil
dipéptido (MDP) o proteina F del virus sincitial respiratorio. En una realizacion, el agonista de TLR es HSP 60, 70 o

Los receptores tipo Toll (TLR) son receptores transmembrana tipo |, conservados evolutivamente entre insectos y
seres humanos. Hasta la fecha se han establecido diez TLR (TLR 1-10) (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5) Los
miembros de la familia de TLR tienen dominios extracelulares e intracelulares similares; se ha demostrado que sus
dominios extracelulares tienen secuencias repetitivas ricas en leucina, y sus dominios intracelulares son similares a la
region intracelular del receptor de interleuquina - 1 (IL - 1R). Las células TLR se expresan diferencialmente entre las
células inmunitarias y otras células (incluyendo las células epiteliales vasculares, los adipocitos, los cardiomiocitos y
las células epiteliales intestinales). ElI dominio intracelular de los TLR puede interactuar con la proteina adaptadora
Myd88, que también posee el dominio IL-1R en su regién citoplasmica, lo que conduce a la activacion de citocinas
por NF-KB; esta via de Myd88 es una manera por la cual tiene lugar la liberacion de citocinas mediante la activacion
de TLR. La expresion principal de TLR esta en tipos celulares tales como células presentadoras de antigeno (p.€j.,
células dendriticas, macréfagos, etc.).

La activacion de las células dendriticas por estimulacion a través de los TLR conduce a la maduracion de las células
dendriticas y a la produccion de citocinas inflamatorias tales como IL-12. La investigacion llevada a cabo hasta ahora
ha encontrado que los TLR reconocen diferentes tipos de agonistas, aunque algunos agonistas son comunes a varios
TLR. Los agonistas de TLR derivan predominantemente de bacterias o virus, e incluyen moléculas tales como
flagelina o lipopolisacarido bacteriano (LPS).

Por "agonista de TLR" se entiende un componente que es capaz de provocar una respuesta de sefalizacion a través
de una ruta de sefalizacion de TLR, ya sea como un ligando directo o indirectamente a través de la generacion de
ligando enddgeno o exdgeno (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5).

En otra realizacion, se utilizan otros agonistas naturales o sintéticos de moléculas de TLR como inmunoestimuladores
adicionales opcionales. Estos podrian incluir, pero no estan limitados a, agonistas para TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 y
TLRO.

En una realizacion de la presente invencion, se utiliza un agonista de TLR que es capaz de provocar una respuesta
de senfalizacion a través de TLR-1 (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5).Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de
provocar una respuesta de sefializacion a través de TLR-1 se selecciona entre: lipopéptidos tri-acilados (LP);
modulina soluble en fenol; LP de Mycobacterium tuberculosis; LP S-(2,3-bis(palmitoiloxi)-(2-RS)-propil)-N-palmitoil-
(R)-Cys-(S)-Ser-(S)-Lys(4)-OH, trihidrocloruro (Pam3Cys) que imita el extremo amino acetilado de una lipoproteina
bacteriana y LP OspA de Borrelia burgdorferi.

En una realizacion alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-2 (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5). Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de causar una
respuesta de sefalizacion a través de TLR-2 es una o mas de una lipoproteina, un peptidoglicano, un lipopéptido
bacteriano de M. tuberculosis, B. burgdorferi, T. pallidum; peptidoglicanos de especies que incluyen Staphylococcus
aureus; acidos lipoteicoicos, acidos manurénicos, porinas de Neisseria, fimbrias bacterianas, factores de virulencia de
Yersina, viriones de CMV, hemaglutinina de sarampion y zomosano de levadura.

En una realizacion alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-3 (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5). Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de provocar una
respuesta de sefializacion a través de TLR-3 es ARN de doble hebra (ARNdh), o acido poliinosinico-policitidilico (Poli
IC), un patron de acido nucleico molecular asociado con la infeccion viral.

En una realizacion alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-5 (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5). Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de causar una
respuesta de sefalizacion a través de TLR-5 es flagelina bacteriana.

En una realizacion alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-6 (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5). Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de provocar una
respuesta de sefalizacion a través de TLR-6 es lipoproteina micobacteriana, LP di-acilado y modulina soluble en
fenol. Otros agonistas de TLR6 se describen en el documento W02003043572.

En una realizacion alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-7 (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5). Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de provocar una
respuesta de sefalizacion a través de TLR-7 es un ARN de hebra sencilla (ARNhs), loxoribina, un analogo de
guanosina en las posiciones N7 y C8, o un compuesto de imidazoquinolina, o un derivado del mismo. En una
realizacion, el agonista de TLR es imiquimod. Otros agonistas de TLR7 se describen en el documento W002085905.

En una realizacion alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz de causar una respuesta de sefializacion a



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2678 694 T3

través de TLR-8 (Sabroe et al., JI 2003 p1630-5). Adecuadamente, el agonista de TLR capaz de provocar una
respuesta de sefalizacion a travées de TLR-8 es un ARN de hebra sencilla (ARNhs), una molécula de
imidazoquinolina con actividad antivirica, por ejemplo resiquimod (R848); resiquimod también es susceptible de
reconocimiento por TLR-7. Otros agonistas de TLR-8 que se pueden utilizar incluyen los descritos en el documento
W02004071459.

También se pueden utilizar oligonucleétidos inmunoestimuladores o cualquier otro agonista del receptor tipo Toll
(TLR) 9. Los oligonucleétidos preferidos para su uso en composiciones coadyuvantes o de vacunas o inmunogénicas
de la presente invencion son oligonucleétidos que contienen CpG, que contienen preferiblemente dos o mas motivos
CpG dinocleotidicos separados por al menos tres, mas preferiblemente al menos seis o mas nucleétidos. Un motivo
CpG es un nucledtido de citosina seguido de un nucledtido de guanina. Los oligonucleétidos CpG de la presente
invencion son tipicamente desoxinucledtidos. En una realizacién preferida, el internucleétido en el oligonucledtido es
fosforoditioato, o mas preferiblemente un enlace fosforotioato, aunque el fosfodiéster y otros enlaces
internucleotidicos estan dentro del alcance de la invencion. También se incluyen dentro del alcance de la invencion
oligonucledtidos con enlaces internucleotidicos mixtos. Los métodos para producir oligonucleétidos de fosforotioato o
fosforoditioato se describen en los documentos US5.666.153, US5.278.302 y W095/26204.

Los ejemplos de oligonucledtidos preferidos tienen las siguientes secuencias. Las secuencias contienen
preferiblemente enlaces internucleotidicos modificados con fosforotioato.

OLIGO 1(SEQ ID NO: 1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
OLIGO 2 (SEQ ID NO: 2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

OLIGO 3(SEQ ID NO: 3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4 (SEQ ID NO: 4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5 (SEQ ID NO: 5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)
OLIGO 6 (SEQ ID NO: 6): TCG ACG TTT TCG GCG CGC GCC G (CpG 5456)

Los oligonucledtidos CpG alternativos pueden comprender las secuencias preferidas anteriores porque tienen
deleciones o adiciones sin consecuencias para las mismas. Los oligonucleétidos CpG utilizados en la presente
invencion se pueden sintetizar mediante cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, véase el documento
EP 468520). Convenientemente, tales oligonucledtidos se pueden sintetizar utilizando un sintetizador automatico.

Por consiguiente, en otra realizacion, la composicién coadyuvante comprende adicionalmente un inmunoestimulador
adicional que se selecciona del grupo que consiste en: un agonista de TLR-1, un agonista de TLR-2, un agonista de
TLR-3, un agonista de TLR-4, un agonista de TLR-5, un agonista de TLR-6, agonista de TLR-7, un agonista de TLR-
8, agonista de TLR-9 o una combinacion de los mismos.

Otro inmunoestimulador preferido para uso en la presente invencion es Quil A y sus derivados. Quil A es una
preparacion de saponina aislada del arbol sudamericano Quilaja saponaria Molina y Dalsgaard et al. en 1974
("Saponin adjuvants”, Archiv. fir die gesamte Virusforschung, Vol. 44, Springer Verlag, Berlin, pag 243-254)
describieron por primera vez que tenia actividad coadyuvante. Se han aislado fragmentos purificados de Quil A
mediante HPLC que conservan la actividad coadyuvante sin la toxicidad asociada con Quil A (documento EP 0 362
278), por ejemplo QS7 y QS21 (también conocidos como QA7 y QA21). QS-21 es una saponina natural derivada de
la corteza de Quillaja saponaria Molina que induce células T citotoxicas CD8+ (CTL), células Th1 y una respuesta
predominante de anticuerpos IgG2a y es una saponina preferida en el contexto de la presente invencion.

Se han descrito formulaciones concretas de QS21 que son particularmente preferidas, estas formulaciones
comprenden adicionalmente un esterol (documento W096/33739). Cuando se incluyen escualeno y una saponina
(opcionalmente QS21), es beneficioso incluir también un esterol (opcionalmente colesterol) en la formulacién, ya que
esto permite una reduccion del nivel total de aceite en la emulsién. Esto conduce a un coste reducido de fabricacion,
una mejora de la comodidad general de la vacunaciéon y también mejoras cualitativas y cuantitativas de las
respuestas inmunitarias resultantes, tales como la mejora de la produccion de IFN-y. Por consiguiente, el sistema
coadyuvante de la presente invencion tipicamente comprende una razén de aceite metabolizable:saponina (p/p) en el
intervalo de 200:1 a 300:1, también se puede utilizar la presente invenciéon en forma de "bajo contenido de aceite",
cuyo intervalo opcional es 1:1 a 200:1, opcionalmente 20:1 a 100:1, o sustancialmente 48:1, esta vacuna conserva
las propiedades coadyuvantes beneficiosas de todos los componentes, con un perfil de reactogenicidad muy
reducido. Por consiguiente, algunas realizaciones tienen una razén de escualeno: QS21 (p/p) en el intervalo de 1:1 a
250:1, o de 20:1 a 200:1, o de 20:1 a 100:1, o sustancialmente 48:1. Opcionalmente, también se incluye un esterol
(p-€j., colesterol) presente a una razon de saponina: esterol como se describe en la presente memoria.

Antigenos y composicion del antigeno

Las formulaciones de vacuna o inmunogénicas contienen un antigeno de Steptococcus pneumoniae capaz de
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provocar una respuesta inmunitaria contra un patégeno humano o animal. Cuando el antigeno neumocécico es una
proteina, la proteina se conjuga opcionalmente, por ejemplo, con un sacarido. Opcionalmente, la proteina no esta
conjugada o esta presente en la composicion inmunogénica como una proteina libre. Una proteina no conjugada no
se une covalentemente a un sacarido como proteina portadora.

En una realizacién de la invencién, la composicion inmunogénica de la invencion comprende una proteina
neumocdcica que es opcionalmente un miembro de las proteinas de la familia de la triada de polihistidina (Pht),
fragmentos o proteinas de fusidn o equivalente inmunolégicamente funcional de la misma. Las proteinas PhtA, PhtB,
PhtD o PhtE pueden tener una secuencia de aminoacidos que comparte 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% o 100% de
identidad con una secuencia descrita en el documento WO 00/37105 o el documento WO 00/39299 (p.ej., con la
secuencia de aminoacidos 1-838 o 21-838 de SEQ ID NO: 4 de el documento WO 00/37105 para PhtD). Por ejemplo,
las proteinas de fusién se componen de proteinas completas o fragmentos de 2, 3 o0 4 de PhtA, PhtB, PhtD, PhtE.
Los ejemplos de proteinas de fusion son PhtA/B, PhtA/D, PhtA/E, PhtB/A, PhtB/D, PhtB/E, PhtD/A, PhtD/B, PhtD/E,
PhtE/A, PhtE/B y PhtE/D, en donde las proteinas se unen a las primeras mencionadas en el extremo N (véase, por
ejemplo, el documento WO01/98334).

Cuando se utilizan fragmentos de proteinas Pht (por separado o como parte de una proteina de fusion), cada
fragmento contiene opcionalmente uno o mas motivos de triada de histidina y/o regiones de bobina en espiral de
tales polipéptidos. Un motivo de triada de histidina es la porcién de polipéptido que tiene la secuencia HxxHxH donde
H es histidina y x es un aminoacido distinto de histidina. Una region de bobina en espiral es una regiéon pronosticada
por el algoritmo "Coils" Lupus, A y col. (1991) Science 252; 1162-1164. En una realizacion, el fragmento o cada
fragmento incluyen uno o mas motivos de triada de histidina asi como al menos una regién de bobina en espiral. En
una realizacion, el fragmento o cada fragmento contiene exactamente o al menos 2, 3, 4 o 5 motivos de triada de
histidina (opcionalmente, con secuencia de Pht nativa entre las 2 o mas triadas, o secuencia intra-triada que es
tienen una identidad de mas de 50, 60, 70, 80, 90 o 100% con una secuencia de Pht intratriada de neumococo nativa,
p.ej., la secuencia intra-triada mostrada en SEQ ID NO: 4 de el documento WO 00/37105 para PhtD). En una
realizacion, el fragmento o cada fragmento contienen exactamente o al menos 2, 3 o 4 regiones de bobina en espiral.
En una realizacion, una proteina Pht descrita en la presente memoria incluye la proteina completa con la secuencia
sefial unida, la proteina madura completa con el péptido sefal (por ejemplo 20 aminoacidos en el extremo N)
eliminado, variantes naturales de la proteina Pht y fragmentos inmunogénicos de la proteina Pht (p.ej., fragmentos
como los descritos anteriormente o polipéptidos que comprenden al menos 15 o 20 aminoacidos contiguos de una
secuencia de aminoacidos en el documento WO00/37105 o el documento WO00/39299 en donde dicho polipéptido
es capaz de provocar una respuesta inmunitaria especifica para dicha secuencia de aminoacidos en el documento
WOO00/37105 o el documento W0O00/39299).

En particular, el término "PhtD" de acuerdo con se utiliza en la presente memoria incluye la proteina completa con la
secuencia sefial unida, la proteina completa madura con el péptido sefial (por ejemplo 20 aminoacidos en el extremo
N) eliminado, variantes naturales de PhtD y fragmentos inmunogénicos de PhtD (p.ej., fragmentos como los descritos
anteriormente o polipéptidos que comprenden al menos 15 o 20 aminoacidos contiguos de una secuencia de
aminoacidos PhtD en el documento WO00/37105 o el documento W000/39299 en donde dicho polipéptido es capaz
de provocar una respuesta inmunitaria especifica para dicha secuencia de aminoacidos PhtD en el documento
WO00/37105 o el documento WO00/39299 (p.ej., SEQ ID NO: 4 del documento WO 00/37105 para PhtD).

En una realizacién, la composicién inmunogénica de la invencion comprende al menos 1 proteina seleccionada del
grupo que consiste en la familia de Triada de Poli Histidina (PhtX), familia de proteinas de unién a colina (CbpX),
productos truncados de CbpX, familia LytX, productos truncados de LytX, proteinas quiméricas (o fusiones) de
producto truncado de CbpX-producto truncado de LytX, neumolisina (Ply), PspA, PsaA, Sp128, Sp101, Sp130, Sp125
y Sp133. En una realizacion adicional, la composicion inmunogénica comprende 2 o mas proteinas seleccionadas del
grupo que consiste en la familia de Triada de Poli Histidina (PhtX), familia de proteinas de unién a colina (CbpX),
productos truncados de CbpX, familia LytX, productos truncados de LytX, proteinas quiméricas (o fusiones) de
producto truncado de CbpX-producto truncado de LytX, neumolisina (Ply), PspA, PsaA y Sp128. En una realizacion
mas, la composicion inmunogénica comprende 2 o mas proteinas seleccionadas del grupo que consiste en la familia
de Triada de Poli Histidina (PhtX), familia de proteinas de unién a colina (CbpX), productos truncados de CbpX,
familia LytX, productos truncados de LytX, proteinas quiméricas (o fusiones) de producto truncado de CbpX-producto
truncado de LytX, neumolisina (Ply), y Sp128.

La familia Pht (Triada de Poli Histidina) comprende las proteinas PhtA, PhtB, PhtD y PhtE. La familia se caracteriza
por una secuencia de lipidacion, dos dominios separados por una region rica en prolina y varias triadas de histidina,
posiblemente implicadas en la unién de metales o nucledsidos o la actividad enzimatica, (3-5) regiones de bobina en
espiral, un extremo N conservado y un extremo C heterogéneo. Esta presente en todas las cepas de neumococos
sometidas a ensayo. Las proteinas homologas también se han encontrado en otros Streptococci y Neisseria. En una
realizacion de la invencion, la proteina Pht de la invencion es PhtD. Sin embargo, se entiende que los términos Pht A,
B, D y E se refieren a proteinas que tienen secuencias descritas en las referencias de mas abajo asi como a
variantes naturales (y artificiales) de las mismas que tienen una homologia de secuencia que es idéntica en al menos
90% a las proteinas referenciadas. Opcionalmente es idéntica en al menos 95% o idéntica en al menos 97%.

Con respecto a las proteinas PhtX, PhtA se describe en el documento WO 98/18930 y también es referida como
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Sp36. Como se indicd anteriormente, es una proteina de la familia de triadas de polihistidina y tiene el motivo sefial
de tipo Il de LXXC. PhtD se expone en el documento WO 00/37105, y también es referida como Sp036D. Como se
indicé anteriormente, también es una proteina de la familia de triadas de polihistidina y tiene el motivo sefial LXXC de
tipo 1l. PhtB se expone en el documento WO 00/37105, y también es referida como Sp036B. Otro miembro de la
familia PhtB es el polipéptido de degradacion de C3, como se expone en el documento WO 00/17370. Esta proteina
también es de la familia de la triada de polihistidina y tiene el motivo sefial LXXC de tipo Il. Por ejemplo, un
equivalente inmunolégicamente funcional es la proteina Sp42 expuesta en el documento WO 98/18930. Se expone
un producto truncado de PhtB (aproximadamente 79kD) en el documento W099/15675 que también se considera un
miembro de la familia PhtX. PhtE se expone en el documento WO00/30299 y se conoce como BVH-3. Cuando se
hace referencia en la presente memoria a cualquier proteina Pht, se entiende que pueden utilizarse fragmentos
inmunogénicos o fusiones de los mismos de la proteina Pht. Por ejemplo, una referencia a PhtX incluye fragmentos
inmunogénicos o fusiones de los mismos de cualquier proteina Pht. Una referencia a PhtD o PhtB es también una
referencia a las fusiones PhtDE o PhtBE que se encuentran, por ejemplo, en el documento W0O0198334.

La neumolisina es una toxina multifuncional con distintas actividades citoliticas (hemoliticas) y de activacion del
complemento (Rubins et al., Am. Respi. Cit Care Med, 153: 1339-1346 (1996)). La toxina no es secretada por los
neumococos, pero se libera tras la lisis de los neumococos bajo la influencia de la autolisina. Sus efectos incluyen,
p.€j., la estimulacion de la produccién de citocinas inflamatorias por monocitos humanos, la inhibicién de los latidos
de los cilios en el epitelio respiratorio humano y la disminucién de la actividad bactericida y la migracion de
neutrdfilos. El efecto mas obvio de la neumolisina es la lisis de los glébulos rojos, que implica la unién al colesterol.
Debido a que es una toxina, necesita ser destoxificada (es decir, no es tdxica para un ser humano cuando se
proporciona a una dosificacion adecuada para proteccion) antes de que pueda administrarse in vivo. La expresion y
clonacion de neumolisina nativa o de tipo salvaje son conocidas en la técnica. Véanse, por ejemplo, Walker et al.
(Infect Immun, 55: 1184 - 1189 (1987)), Mitchell et al. (Biochim Biophys Acta, 1007: 67 - 72 (1989)) y Mitchell et al.,
(NAR, 18: 4010 (1990)). La destoxificacion de Ply se puede realizar por medios quimicos, por ejemplo, sometiéndola
a tratamiento con formalina o glutaraldehido o una combinacion de ambos (documentos WO 04081515,
PCT/EP2005/010258). Tales métodos son bien conocidos en la técnica para diversas toxinas. Alternativamente, la
capa puede ser destoxificada genéticamente. Por lo tanto, la invencion abarca derivados de proteinas neumocdcicas
que pueden ser, por ejemplo, proteinas mutadas. El término "mutado” se utiliza en la presente memoria para referirse
a una molécula que ha sufrido delecion, adicién o sustituciéon de uno o mas aminoacidos utilizando técnicas bien
conocidas para mutagénesis dirigida al sitio o cualquier otro método convencional. Por ejemplo, como se describid
anteriormente, una proteina de capa mutante se puede alterar de modo que sea biolégicamente inactiva mientras se
mantienen sus epitopos inmunogénicos, véanse, por ejemplo, el documento WO090/06951, Berry et al. (Infect Immun,
67:981-985 (1999)) y el documento W0O99/03884.

Segun se utiliza en la presente memoria, se entiende que el término "Ply" se refiere a una neumolisina mutada o
destoxificada adecuada para uso médico (es decir, no toxica).

Con respecto a la familia de proteina de unién a colina (CbpX), los miembros de esa familia se identificaron
originalmente como proteinas neumocécicas que podian purificarse mediante cromatografia de afinidad con colina.
Todas las proteinas de unién a colina se unen de forma no covalente a los radicales de fosforilcolina del acido
teicoico de la pared celular y del acido lipoteicoico asociado a la membrana. Estructuralmente, tienen varias regiones
en comun para toda la familia, aunque la naturaleza exacta de las proteinas (secuencia de aminoacidos, longitud,
etc.) puede variar. En general, las proteinas de unién a colina comprenden una regién N terminal (N), regiones
repetidas conservadas (R1 y/o R2), una regién rica en prolina (P) y una region conservada de unién a colina (C),
compuesta de multiples repeticiones, que comprende aproximadamente la mitad de la proteina. Segun se utiliza en
esta solicitud, el término "familia de proteina de unién a colina (CbpX)" se selecciona del grupo que consiste en
proteinas de unién a colina como se identifica en el documento W0O97/41151, PbcA, SpsA, PspC, CbpA, CbpD y
CbpG. CbpA se expone en el documento W0O97/41151. CbpD y CbpG se exponen en el documento WO00/29434.
PspC se expone en el documento W097/09994. PbcA se expone en el documento W098/21337. SpsA es una
proteina de unién a la colina expuesta en el documento WO 98/39450. Opcionalmente, las proteinas de unién a
colina se seleccionan del grupo que consiste en CbpA, PbcA, SpsA y PspC.

Una realizaciéon de la invencidon comprende productos truncados de CbpX en donde "CbpX" se ha definido
anteriormente y "productos truncados" se refiere a proteinas CbpX que carecen del 50% o mas de la regiéon de union
a colina (C). Opcionalmente, tales proteinas carecen de toda la region de unién a colina. Opcionalmente, dichos
productos truncados de proteina carecen de (i) la regidon de unién a colina y (ii) una porciéon de la mitad N-terminal de
la proteina también, pero conservan al menos una region de repeticion (R1 o R2). Opcionalmente, el producto
truncado tiene 2 regiones de repeticion (R1y R2). Los ejemplos de tales realizaciones son NR1xR2 y R1xR2 como
se ilustra en los documentos W099/51266 o W099/51188, sin embargo, otras proteinas de unién a colina que
carecen de una region de union a colina similar también se contemplan dentro del alcance de esta invencion.

La familia LytX es de proteinas asociadas a la membrana asociadas con la lisis celular. EI dominio N-terminal
comprende uno o varios dominios de union a colina, sin embargo, la familia LytX no tiene todas las caracteristicas
encontradas en la familia CbpA mencionadas anteriormente y por lo tanto para la presente invencion, la familia LytX
se considera distinta de la familia CbpX. En contraste con la familia CbpX, el dominio C-terminal contiene el dominio
catalitico de la familia de proteinas LytX. La familia comprende LytA, B y C. Con respecto a la familia LytX, LytA es
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descrita por Ronda et al., en Eur J Biochem, 164: 621 - 624 (1987)). LytB se expone en el documento WO 98/18930 y
también es referida como Sp46. LytC también se expone en el documento WO 98/18930 y también es referida como
Sp91. Una realizacion de la invencion comprende LytC.

Otra realizacion comprende productos truncados de LytX en donde "LytX" se ha definido anteriormente y "productos
truncados" se refiere a proteinas LytX que carecen del 50% o mas de la regidon de uniéon a colina. Opcionalmente,
tales proteinas carecen de toda la regiéon de unién a colina. Otra realizacion mas de esta invencion comprende
proteinas quiméricas (o fusiones) de producto truncado de CbpX-producto truncado de LytX. Opcionalmente, esto
comprende NR1xR2 (o R1xR2) de CbpX y la porciéon C-terminal (Cterm, es decir, que carece de los dominios de
union a colina) de LytX (p.gj., LytCCterm o Sp91Cterm). Opcionalmente, CbpX se selecciona del grupo que consiste
en CbpA, PbcA, SpsAy PspC. Opcionalmente, es CbpA. Opcionalmente, LytX es LytC (también referida como Sp91).
Otra realizacién de la presente invencién es un producto truncado de PspA o PsaA que carece del dominio de unién
a colina (C) y se expresa como una proteina de fusion con LytX. Opcionalmente, LytX es LytC.

Con respecto a PsaA y PspA, ambos conocidas en la técnica. Por ejemplo, PsaA y las variantes por delecion
transmembrana de la misma han sido descritas por Berry y Paton, Infect Immun diciembre 1996; 64 (12): 5255-62.
PspA vy las variantes por delecion transmembrana de la misma se han descrito en, por ejemplo, en los documentos
US 5804193, WO 92/14488 y WO 99/53940.

Sp128 y Sp130 se describen en el documento WO00/76540. Sp125 es un ejemplo de una proteina de superficie
neumocdcica con el motivo anclado a la pared celular de LPXTG (donde X es cualquier aminoacido). Se ha
encontrado que cualquier proteina dentro de esta clase de proteina de superficie neumocécica con este motivo es util
dentro del contexto de esta invencion, y por lo tanto se considera una proteina adicional de la invencion. La propia
Sp125 se expone en el documento WO 98/18930 y también se conoce como ZmpB, una metaloproteinasa de cinc.
Sp101 se expone en el documento WO 98/06734 (donde tiene la referencia Nim. y85993). Se caracteriza por una
secuencia sefial Tipo |. Sp133 se expone en el documento WO 98/06734 (donde tiene la referencia Num. y85992).
También se caracteriza por una secuencia sefal Tipo |.

Las proteinas de la invencion también se pueden combinar de forma beneficiosa. Por combinacién, se entiende que
la composicion inmunogénica comprende todas las proteinas de las siguientes combinaciones, ya sea como
proteinas portadoras o como proteinas libres o una mezcla de las dos. Por ejemplo, en una combinaciéon de dos
proteinas como se establece a continuacion, ambas proteinas pueden utilizarse como proteinas portadoras, o0 ambas
proteinas pueden estar presentes como proteinas libres, o ambas pueden estar presentes como proteina portadora y
libre, o una puede estar presente como una proteina portadora y una proteina libre mientras que la otra esta presente
solo como una proteina portadora o solo como una proteina libre, o una puede estar presente como una proteina
portadora y la otra como una proteina libre. Cuando Donde se proporciona una combinacion de tres proteinas,
existen posibilidades similares. Las combinaciones incluyen, pero no se limitan a, proteinas quiméricas o de fusion
PhtD + NR1xR2, PhtD + NR1xR2-Sp91Cterm, proteinas quiméricas o de fusion PhtD + Ply, PhtD + Sp128, PhtD +
PsaA, PhtD + PspA, PhtA + NR1xR2, PhtA + NR1 xR2-Sp91 Cterm, PhtA + Ply, PhtA + Sp128, PhtA + PsaA, PhtA +
PspA, NR1xR2 + LytC, NR1xR2 + PspA, NR1xR2 + PsaA, NR1xR2 + Sp128, R1xR2 + LytC, R1xR2 + PspA, R1xR2
+ PsaA, R1xR2 + Sp128, R1xR2 + PhtD, R1xR2 + PhtA. Opcionalmente, NR1xR2 (o R1xR2) es de CbpA o PspC.
Opcionalmente es de CbpA. Otras combinaciones incluyen combinaciones de 3 proteinas tales como PhtD + NR1xR2
+ Ply y PhtA + NR1xR2 + PhtD. En una realizacion, la composicién de vacuna comprende neumolisina destoxificada
y PhtD o PhtDE como proteinas portadoras. En una realizacién adicional, la composicion de vacuna comprende
neumolisina destoxificada y PhtD o PhtDE como proteinas libres.

Una respuesta inmunitaria eficaz contra PhtD o su proteina de fusidon se mide, por ejemplo, mediante un ensayo de
proteccion tal como el descrito en el ejemplo 15. Una respuesta inmunitaria eficaz proporciona al menos 40%, 50%,
60%, 70%, 80% o 90% supervivencia 7 dias después de la sensibilizacion con una cepa heteréloga. Dado que la
cepa de sensibilizacion es heterdloga, la proteccion proporcionada se debe a la respuesta inmunitaria contra PhtD o
la proteina de fusion de la misma. Alternativamente, una respuesta inmunitaria eficaz contra PhtD se mide mediante
ELISA como se describe en el ejemplo 14. Una respuesta inmunitaria eficaz proporciona una respuesta de 1gG anti-
PhtD de al menos 250, 300, 350, 400, 500, 550 o 600 ug/ml de GMC.

En una realizacion, la composiciéon inmunogénica de la invencion comprende neumolisina.

En una realizacion, la composicion inmunogénica de la invencion comprende una proteina neumocdcica expuesta en
el documento US6699703, por ejemplo, la proteina pneumocécica que tiene la secuencia o codificada por la
secuencia de SEQ ID NO 1-5326 del documento US6699703.

En una realizacion de la invencion, la composiciéon inmunogénica comprende una proteina neumococica que no se
expone en el documento PCT/EP2007/060743.

La presente invencion proporciona adicionalmente una vacuna que contiene las composiciones inmunogénicas de la
invencion y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la composicion inmunogénica de la invencion comprende una proteina neumocdcica
seleccionada del grupo que consiste en PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, LytB, LytC, LytA, Sp125, SP101, Sp128, Sp130,
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Sp133 o proteinas expuestas en el documento US6699703, incluyendo proteinas de S. pneumoniae representadas o
codificadas por SEQ ID NO: 5225, 5200, 3166, 4360, 5137, 4263, 3166, 5226, 3716, 4360, 5243, 3964, 5179, 3850,
4263, 5137, 5226, 5325, 3850, 5179 o 5325 del documento US6699703, o su equivalente inmunolégicamente
funcionales. Los equivalentes inmunolégicamente funcionales incluyen secuencias que comparten al menos 80, 90,
95, 98 0 99% de identidad con la secuencia indicada. El equivalente inmunolégicamente funcional también incluye
fragmentos que tienen al menos 6, 10, 20, 30, 40 o 50 aminoacidos contiguos de la secuencia indicada. Los
equivalentes inmunoldégicamente funcionales son capaces de provocar una respuesta inmunitaria que reconoce el
antigeno nativo.

Vacunacioén

Las preparaciones de vacuna que contienen composiciones inmunogénicas de la presente invencion se pueden
utilizar para proteger o tratar a un mamifero susceptible de infeccion, por medio de la administracion de dicha vacuna
por via sistémica o mucosa. Estas administraciones pueden incluir a inyeccion a través de las rutas intramuscular,
intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o a través de la administracién mucosa a los tractos oral/alimentario,
respiratorio, genitourinario. Aunque la vacuna de la invencién se puede administrar como una dosis Unica, los
componentes de la misma también se pueden co-administrar juntos, al mismo tiempo o en momentos diferentes (por
ejemplo, los productos conjugados de sacaridos neumococicos se podrian administrar por separado, al mismo tiempo
o 1-2 semanas después de la administracion de cualquier componente de proteina bacteriana de la vacuna para una
coordinacion optima de las respuestas inmunitarias entre si). Ademas, las vacunas de la invencidon se pueden
administrar IM para dosis de cebado e IN para dosis de refuerzo.

El contenido de antigenos proteicos en la vacuna estara tipicamente en el intervalo de 1 a 100 pg, preferiblemente de
5 a 50 ug, lo mas tipicamente en el intervalo de 5 a 25 ug. Después de una vacunacion inicial, los sujetos pueden
recibir una o varias inmunizaciones de refuerzo espaciadas adecuadamente.

La preparacion de vacuna generalmente se describe en Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach" (editor
Powell M.F. y Newman M.J.) (1995) Plenum Press Nueva York). La encapsulacién dentro de los liposomas es
descrita por Fullerton, en la Patente de Estados Unidos Num. 4.235.877.

Las vacunas de la presente invencion se pueden almacenar en solucién o liofilizar. Preferiblemente, la solucién se
liofiliza en presencia de un azucar tal como sacarosa o lactosa. Es adicionalmente preferible que sean liofilizadas y
reconstituidas extemporaneamente antes de su uso.

En un aspecto de la invencion se proporciona un kit de vacuna, que comprende un vial que contiene una composicion
inmunogénica de la invencion, opcionalmente en forma liofilizada, y que comprende adicionalmente un vial que
contiene un coadyuvante como se describe en la presente memoria. Se prevé que en este aspecto de la invencion, el
coadyuvante se utilice para reconstituir la composicién inmunogénica liofilizada.

Aunque las vacunas de la presente invencion se pueden administrar por cualquier via, la administracion de las
vacunas descritas a la piel (ID) forma una realizacion de la presente invencion. La piel humana comprende una
cuticula externa "cornea", denominada estrato cérneo, que se superpone a la epidermis. Debajo de esta epidermis
existe una capa denominada dermis, que a su vez se superpone al tejido subcutaneo. Los investigadores han
demostrado que la inyeccién de una vacuna a la piel, y en particular a la dermis, estimula una respuesta inmunitaria,
que también puede estar asociada con una serie de ventajas adicionales. La vacunacion intradérmica con las
vacunas descritas en la presente memoria constituye una caracteristica preferida de la presente invencion.

La técnica convencional de inyeccion intradérmica, el "procedimiento mantoux”, comprende las etapas de limpieza de
la piel y a continuacion estiramiento con una mano, y con el bisel de una aguja de calibre angosto (calibre 26-31)
hacia arriba, insercion de la aguja en un angulo de entre 10-15°. Una vez que se inserta el bisel de la aguja, se baja
el cafion de la aguja y se avanza adicionalmente, a la vez que se proporciona una ligera presion para elevarlo debajo
de la piel. A continuacion, el liquido se inyecta muy lentamente formando asi una ampolla o protuberancia en la
superficie de la piel, seguido de una retirada lenta de la aguja.

Mas recientemente, se han descrito dispositivos disefiados especificamente para administrar agentes liquidos en o a
través de la piel, por ejemplo, los dispositivos descritos en los documentos WO 99/34850 y EP 1092444, también los
dispositivos de inyeccién de chorro descritos, por ejemplo, en los documentos WO 01/13977; US 5.480.381, US
5.599.302, US 5.334.144, US 5.993.412, US 5.649.912, US 5.569.189, US 5.704.911, US 5.383.851, US 5.893.397,
US 5.466.220, US 5.339.163, US 5.312.335, US 5.503.627, US 5.064.413, US 5.520.639, US 4.596.556, US
4.790.824, US 4.941.880, US 4.940.460, WO 97/37705 y WO 97/13537. Los métodos alternativos de administracion
intradérmica de las preparaciones de vacunas pueden incluir jeringas y agujas convencionales, o dispositivos
disefiados para el suministro balistico de vacunas sélidas (documento WO 99/27961), o parches transdérmicos
(documentos WO 97/48440; WO 98/28037); o puede ser aplicadas a la superficie de la piel (suministro transdérmico
o transcutaneo, documentos WO 98/20734; WO 98/28037).

Cuando las vacunas de la presente invencion se van a administrar a la piel, o0 mas especificamente a la dermis, la
vacuna tiene un bajo volumen de liquido, particularmente un volumen de entre aproximadamente 0,05 ml y 0,2 ml.
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El contenido de antigenos en la piel o las vacunas intradérmicas de la presente invencion puede ser similar a las
dosis convencionales encontradas en las vacunas intramusculares (véase mas arriba). Sin embargo, una
caracteristica de las vacunas cutaneas o intradérmicas es que las formulaciones puedan ser de "dosis baja". De
acuerdo con esto, los antigenos proteicos en las vacunas de "dosis baja" estan presentes preferiblemente en tan
poco como 0,1 a 10 ug, preferiblemente de 0,1 a 5 ug por dosis; y los antigenos sacaridos (preferiblemente
conjugados) pueden estar presentes en el intervalo de 0,01-1 pg, y preferiblemente entre 0,01 y 0,5 pug de sacarido
por dosis.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "suministro intradérmico" significa el suministro de la vacuna a la
region de la dermis en la piel. Sin embargo, la vacuna no necesariamente se ubicara exclusivamente en la dermis. La
dermis es la capa en la piel ubicada entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 2,0 mm de la superficie en la
piel humana, pero hay una cierta cantidad de variacion entre individuos y en diferentes partes del cuerpo. En general,
se puede esperar que alcance la dermis por debajo de 1,5 mm de la superficie de la piel. La dermis se encuentra
entre el estrato cérneo y la epidermis en la superficie y la capa subcutanea debajo. Dependiendo del modo de
administracion, la vacuna puede localizarse Unicamente o principalmente dentro de la dermis, o finalmente puede
distribuirse dentro de la epidermis y la dermis.

La cantidad de cada antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad que induce una respuesta
inmunoprotectora sin efectos secundarios adversos significativos en los vacunados tipicos. Tal cantidad variara
dependiendo de qué inmundgeno especifico se emplee y como se presente.

En una realizacion adicional, se proporciona un método de tratamiento de un individuo susceptible o que padece una
enfermedad mediante la administraciéon de una composicién como se describe sustancialmente en la presente
memoria.

También se proporciona un método para evitar que un individuo contraiga una enfermedad seleccionada del grupo
que comprende enfermedades infecciosas bacterianas y virales, enfermedades parasitarias, particularmente
enfermedad patodgena intracelular, enfermedades proliferativas tales como canceres de préstata, mama, colorrectal,
pulmonar, pancreatico, renal, ovarico o melanoma; trastornos crénicos no cancerosos, alergia que comprende la
administracién a dicho individuo de una composicion como se describe sustancialmente en la presente memoria.

En una realizacion adicional, se proporciona una composicion inmunogénica para su uso en la terapia profilactica o la
terapia de una afeccion o enfermedad.

La invencion se describira adicionalmente mediante referencia a los siguientes ejemplos no limitantes:

El Ejemplo | describe los métodos de lectura inmunolégica utilizados en estudios con ratones, hurones, cerdos y
seres humanos.

El Ejemplo Il describe la preparacion de la emulsion de aceite en agua y las formulaciones coadyuvantes utilizadas
en los estudios ilustrados.

El Ejemplo lll muestra una prueba clinica en una poblacién adulta con una edad de 18-59 afios con una vacuna que
contiene una preparacion de antigeno de influenza fraccionado y varias dosis de coadyuvante AS03

El Ejemplo IV muestra una evaluacion preclinica de vacunas de influenza fraccionadas con coadyuvante y sin
coadyuvante (que comprenden diversas dosis de coadyuvante AS03) en ratones BALB/c cebados.

El Ejemplo V muestra una evaluacion preclinica de vacunas de influenza fraccionadas con coadyuvante y sin
coadyuvante (que comprenden diversas dosis de coadyuvante AS03) en ratones C57BI/6 cebados.

El Ejemplo VI muestra una evaluacion preclinica de vacunas de influenza fraccionadas con coadyuvante y sin
coadyuvante (que comprende diversas dosis de coadyuvante AS03 y una baja dosis de antigeno) en ratones C57BI/6
cebados

El Ejemplo VII muestra una evaluacion preclinica de vacunas para H5N1 fraccionadas con coadyuvante y sin
coadyuvante (que comprenden diversas dosis de coadyuvante ASO03 y antigeno) en ratones C57BI/6 no tratados
previamente.

El Ejemplo VIII muestra una evaluacion preclinica de vacunas de influenza con coadyuvante y sin coadyuvante en
cerdos Large White cebados.
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Ejemplo | - Métodos de lectura inmunolégica

I.1. Métodos con ratones

1.1.1. Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion
Principio de ensayo (procedimiento cldsico).

Los titulos de anticuerpos antihemaglutinina para las cepas de virus de la influenza (estacional) se determinan
utilizando el ensayo de inhibiciéon de la hemaglutinacion (HI). El principio del ensayo HI se basa en la capacidad de
los anticuerpos anti-Influenza especificos para inhibir la hemaglutinaciéon de los glébulos rojos (RBC) por la
hemaglutinina (HA) del virus de la influenza. Los sueros inactivados por calor son tratados con Caolin y RBC para
eliminar los inhibidores no especificos. Después del pretratamiento, se incuban diluciones de sueros 1:2 con 4
unidades de hemaglutinacion de cada cepa de influenza. A continuacion se afiaden los gldbulos rojos y se puntua la
inhibicién de la aglutinacion. Los titulos se expresan como el reciproco de la dilucion mas alta de suero que inhibe
completamente la hemaglutinacion. Puesto que la primera dilucion de suero es 1:20, un nivel indetectable se puntua
como un titulo igual a 10.

Adaptacion para H5N1 (descripcion especifica de HI utilizando eritrocitos de caballo):

Puesto que se document6 que el ensayo HI clasico para determinar anticuerpos anti-HA no funciona bien para la
cepa H5N1, se utilizé un protocolo adaptado utilizando RBC de caballo. Los eritrocitos de los caballos se utilizan para
las cepas pandémicas H5N1. Suspension de gldbulos rojos de caballo al 0,5% (concentracion final) en tampon de
fosfato que contiene BSA al 0,5% (albumina de suero bovino, concentracion final). Esta suspension se prepara todos
los dias lavando gldbulos rojos con el mismo tampén de fosfato y una etapa de centrifugacion posterior (10 min, 2000
rpm). Esta etapa de lavado debe repetirse una vez. Después de la adicion de los glébulos rojos de caballo a la
mezcla de reaccion de sueros y suspension de virus, las placas deben incubarse a temperatura ambiente (RT, 20°C
+/- 2°C) durante dos horas debido a la baja velocidad de sedimentacion de los glébulos rojos de caballo.

Anadlisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos sobre los titulos de HI postvacunacion utilizando UNISTAT. El protocolo aplicado
para el analisis de la varianza se puede describir brevemente de la siguiente manera:

@ olog transformacion de datos
4 Ensayo de Shapiro-Wilk en cada poblacion (grupo) para verificar la normalidad de la distribucion de grupos
@ Ensayo de Cochran para verificar la homogeneidad de la varianza entre las diferentes poblaciones (grupos)
4 Andlisis de varianza en datos seleccionados.
4 Ensayo de interaccion de ANOVA de dos vias
@ Ensayo de Tukey-HSD para comparaciones multiples

1.1.2. Tincion intracelular de citocinas

Esta técnica permite la cuantificacion de linfocitos T especificos de antigenos sobre la base de la produccion de
citocinas: las células T efectoras y/o las células T de memoria efectoras producen IFN-y y/o las células T de memoria
central producen IL-2. Las PBMC se recolectan el dia 7 después de la inmunizacion.

Las células linfoides se vuelven a estimular in vitro en presencia de un inhibidor de la secrecion (Brefeldine). Estas
células se procesan a continuacion mediante un procedimiento de inmunofluorescencia convencional utilizando
anticuerpos fluorescentes (CD4, CD8, IFN-y e IL-2). Los resultados se expresan como una frecuencia de células
positivas para citocinas dentro de las células T CD4/CD8. La tincién intracelular de las citocinas de las células T se
realizé en PBMC 7 dias después de la segunda inmunizacion. Se recolecté sangre de ratones y se reunié en medio
RPMI heparinizado + Add. Para la sangre, las suspensiones de PBL diluidas con RPMI + Add se colocaron en capas
en un gradiente de Lympholyte-Mammal de acuerdo con el protocolo recomendado (centrifuga 20 min a 2500 rpm y
R.T.). Las células mononucleares en la interfaz se retiraron, se lavaron 2x en RPMI + Add y las suspensiones de
PBMC se ajustaron a 2 x 10° células/ml en suero de ternera fetal al 5% en RPMI.

La estimulacion antigénica in vitro de las PBMC se llevo a cabo a una concentracion final de 1 x 107 células/ml (tubo
FACS) con FI Completo (1 ug de HA/cepa) y a continuacion se incubd durante 2 horas a 37°C con la adicion de anti-
CD28 y anti-CD49d (1 pg/ml para ambos).

Después de la etapa de restimulacion del antigeno, las PBMC se incuban durante la noche a 37°C en presencia de
Brefeldin (1 pg/ml) a 37°C para inhibir la secrecion de citocinas.
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La tincion de IFN-y/IL-2/CD4/CD8 se realizé6 de la siguiente manera: las suspensiones celulares se lavaron, se
resuspendieron en 50 ul de FCS al 1% en PBS que contenia reactivo de bloqueo de Fc al 2% (1/50; 2.4G2). Después
de 10 min de incubacién a 4°C, se afiadieron 50 pl de una mezcla de anti-CD4-PE (2/50) y anti-CD8 perCp (3/50) y
se incubaron 30 min a 4°C. Después de un lavado en FCS al 1% en PBS, las células se permeabilizaron
resuspendiéndolas en 200 pl de Cytofix-Cytoperm (Kit BD) y se incubaron durante 20 minutos a 4°C. Las células se
lavaron a continuacion con Perm Wash (Kit BD) y se resuspendieron con 50 pl de una mezcla de APC anti-IFN-y
(1/50) + FITC anti-IL-2 (1/50) diluidos en Perm Wash. Después de una incubacién minima de 2 h max. durante la
noche a 4°C, las células se lavaron con Perm Wash y se resuspendieron en FCS al 1% en PBS + paraformaldehido
al 1%. El andlisis de la muestra se realiz6 mediante FACS. Las células vivas se seleccionaron (FSC/SSC) y la
adquisicion se realizd en ~20.000 eventos (linfocitos) o 35.000 eventos en células T CD4+. Los porcentajes de IFN-y+
o IL2+ se calcularon en poblaciones seleccionadas CD4+ y CD8+.

1.1.3. ELISA anti-H5N1.

La cuantificacion de los titulos de anticuerpos Ig, IgG1 e IgG2b anti-H5N1 se realizé mediante ELISA utilizando H5N1
fraccionado como recubrimiento. Se utilizaron soluciones de virus y anticuerpo a 100 pl por pocillo. El virus
fraccionado H5N1 se diluyé a una concentracion final de 1 ug/ml en PBS y se adsorbié durante la noche a 4°C a los
pocillos de placas de microtitulacién de 96 pocillos (Maxisorb Immunoplate Nunc 439454). Las placas se incubaron
después durante 1 hora a 37°C con 200 pl por pocillo de PBS que contenia BSA al 1% y Tween 20 al 0,1% (tampon
de saturacion). Se afiadieron doce diluciones 1:2 de suero en tampdn de saturacion a las placas recubiertas con
H5N1 y se incubaron durante 1h 30 a 37°C. Las placas se lavaron cuatro veces con Tween 20 al 0,1% en PBS. Se
afadieron anti-lg de ratéon conjugado biotinilado (Prozan-E0413) diluido 1/500 o anti-lgG1 de ratén conjugado
biotinilado (Imtech 1070-08), o un anti-lgG2b de raton biotinilado (Imtech 1090-08) diluidos 1/4000 en BSA al 1% en
PBS y Tween 20 al 0,1% a cada pocillo y se incubé durante 1,30 horas a 37°C; después de una etapa de lavado, las
placas se incubaron durante 30 min con una Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa conjugada (Prozan P0397) diluida
1/10000 en BSA al 1% en PBS y Tween 20.

Para el revelado colorimétrico, las placas se incubaron durante 20 minutos a 22°C con una solucién de o-fenildiamina
(Sigma P4664) al 0,04%, H20 al 0,03% en tampdn de citrato 0,1 M, pH 4,2. La reaccion se detuvo con H,SO4 2N y
la microplacas se leyeron a 490-630 nm.

l.2. Métodos con hurones
1.2.1. Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HI)
Procedimiento de ensayo.

Los titulos de anticuerpos antihemaglutinina para las tres cepas del virus de la influenza se determinaron utilizando el
ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién (HI). El principio del ensayo HI se basa en la capacidad de los
anticuerpos especificos anti-Influenza para inhibir la hemaglutinacién de glébulos rojos de pollo (RBC) por la
hemaglutinina (HA) del virus de la influenza. Los sueros se trataron primero con una solucién de neuraminidasa al
25% (RDE) y se inactivaron mediante calor para eliminar los inhibidores no especificos. Después del pretratamiento,
se incubaron diluciones 1:2 de suero con 4 unidades de hemaglutinacion de cada cepa de influenza. A continuacion
se afiadieron globulos rojos de pollo y se anoté la inhibicién de la aglutinacion. Los titulos se expresaron como el
reciproco de la dilucion mas alta de suero que inhibia completamente la hemaglutinacion. Puesto que la primera
dilucion de suero fue 1:10, se anoto6 un nivel indetectable como un titulo igual a 5.

Anadlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizo en titulos de HI (Dia 41, antes de la sensibilizacion) utilizando UNISTAT. El protocolo
aplicado para el analisis de la varianza puede describirse brevemente como sigue:

* Log transformacion de datos.

= Ensayo de Shapiro-wilk en cada poblacion (grupo) con el fin de verificar la normalidad de la distribucion de grupos.
= Ensayo de Cochran para verificar la homogeneidad de la varianza entre las diferentes poblaciones (grupos).

= Ensayo de interaccion de ANOVA de una via.

» Ensayo de Tuckey-HSD para comparaciones multiples.

1.2.2. Control de la temperatura corporal

Las temperaturas individuales se controlaron durante el periodo de sensibilizacion con los transmisores y mediante el
registro de telemetria. Todos los implantes fueron revisados y reacondicionados y se realizé una nueva calibracion
mediante DSI (Data Sciences International, Centaurusweg 123, 5015 TC Tilburg, Paises Bajos) antes de su
colocacion en la cavidad intraperitoneal. Todos los animales se alojaron individualmente en una sola jaula durante
estas mediciones.
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Las temperaturas se registraron cada 15 minutos 4 dias antes de la sensibilizacion hasta 7 dias después de la
sensibilizacion.

1.2.3. Lavados nasales

Los lavados nasales se realizaron mediante la administracion de 5 ml de PBS en ambas fosas nasales en animales
despiertos. El indculo se recogié en una placa de Petri y se coloco en recipientes de muestra sobre hielo seco.

Titulacion viral en lavados nasales

Todas las muestras nasales se filtraron primero en condiciones estériles a través de filiros Spin X (Costar) para
eliminar cualquier contaminacién bacteriana. Se transfirieron 50 pl de diluciones seriadas 1:10 de lavados nasales a
placas de microtitulacion que contenian 50 uyl de medio (10 pocillos/dilucién). A continuacion se afiadieron 100 pl de
células MDCK (2,4 x 105 células/ml) a cada pocillo y se incubaron a 35°C durante 5-7 dias.

Después de 5-7 dias de incubacion, el medio de cultivo se retiré cuidadosamente y se afiadieron 100 pl de un medio
que contenia WST-1 1/20 y se incub6 durante otras 18 horas.

La intensidad del colorante de formazano amarillo producido tras la reduccién de WST-1 por células viables es
proporcional al numero de células viables presentes en el pocillo al final del ensayo de titulacion viral y se cuantifica
midiendo la absorbancia de cada pocillo a la longitud de onda adecuada (450 nanémetros). El punto de corte se
define como la DO promedio de células de control no infectadas - DO 0,3 (OD 0,3 corresponde a +/- 3 Desviaciones
Tipicas de DO de las células de control no infectadas). Una puntuacién positiva se define cuando la DO es < punto de
corte y, en contraste, se define una puntuaciéon negativa cuando la DO > punto de corte. Los titulos de eliminacion
viral se determinaron mediante "Reed y Muench" y se expresaron como Log TCID50/ml.

1.3. Métodos con cerdos
1.3.1. Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HI)
Procedimiento de ensayo.

Los titulos de anticuerpos antihemaglutinina para las tres cepas del virus de la influenza se determinaron utilizando el
ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién (HI). El principio del ensayo HI se basa en la capacidad de los
anticuerpos especificos anti-Influenza para inhibir la hemaglutinacién de glébulos rojos de pollo (RBC) por la
hemaglutinina (HA) del virus de la influenza. Los sueros se trataron primero con una solucién de neuraminidasa al
25% (RDE) y se inactivaron mediante calor para eliminar los inhibidores no especificos. Después del pretratamiento,
se incubaron diluciones 1:2 de suero con 4 unidades de hemaglutinacion de cada cepa de influenza. A continuacion
se afiadieron globulos rojos de pollo y se anoté la inhibicién de la aglutinacion. Los titulos se expresaron como el
reciproco de la dilucion mas alta de suero que inhibia completamente la hemaglutinacion. Puesto que la primera
dilucion de suero fue 1:10, se anoto6 un nivel indetectable como un titulo igual a 5.

Anadlisis estadistico.

Los analisis estadisticos se realizaron en titulos de HI (Dia 41, antes de la sensibilizacion) utilizando UNISTAT. El
protocolo aplicado para el analisis de la varianza puede describirse brevemente como sigue:

* Log transformacion de datos.

= Ensayo de Shapiro-wilk en cada poblacion (grupo) para verificar la normalidad de la distribucién de grupos.
= Ensayo de Cochran para verificar la homogeneidad de la varianza entre las diferentes poblaciones (grupos).
= Ensayo de interaccion de ANOVA de una via.

» Ensayo de Tuckey-HSD para comparaciones multiples.

1.4. Ensayos para evaluar la respuesta inmunitaria en seres humanos

1.4.1. Ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion

La respuesta inmunitaria se determiné midiendo los anticuerpos HI utilizando el método descrito por el WHO
Collaborating Centre for influenza, Centers for Disease Control, Atlanta, EE.UU. (1991).

Las mediciones del titulo de anticuerpos se realizaron en muestras de suero congeladas descongeladas con un
micrométodo normalizado y ampliamente validado utilizando 4 unidades inhibidoras de hemaglutinacién (4 HIU) de
los antigenos apropiados y una suspension de eritrocitos de aves al 0,5%. Los inhibidores de suero no especificos se
eliminaron por tratamiento mediante calor y enzima destructora de receptores.

Los sueros obtenidos se evaluaron para niveles de anticuerpos Hl. Comenzando con una dilucién inicial de 1:10, se
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prepard una serie de diluciones (por un factor de 2) hasta una dilucion final de 1:20480,

El punto final de la titulacion se tom6 como la etapa de dilucidon mas alta que mostré la inhibicién completa (100%) de
la hemaglutinacion. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

1.4.2. Ensayo de inhibicion de neuraminidasa

El ensayo se realiz6 en placas de microtitulacion recubiertas de fetuina. Se prepar6 una serie de dilucion 1:2 del
antisuero y se mezclé con una cantidad normalizada de virus de la influenza A H3N2, H1N1 o influenza B. El ensayo
se baso en la actividad bioldgica de la neuraminidasa que libera enzimaticamente el acido neuraminico de la fetuina.
Después de la escision del acido neuraminico terminal, se desenmascaré la 3-D-galactosa-N-acetil-galactosamina.
Se afiadio a los pocillos aglutinina de cacahuete marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP) de Arachis
hypogaea, que se une especificamente a las estructuras de galactosa. La cantidad de aglutinina unida se puede
detectar y cuantificar en una reaccion de sustrato con tetrametilbenzidina (TMB). La dilucién de anticuerpo mas alta
que aun inhibe la actividad de la neuraminidasa viral en al menos 50% se indicé como el titulo de NI.

1.4.3. Ensayo de anticuerpos neutralizadores

Se realizaron mediciones de anticuerpos neutralizadores en muestras de suero congelado descongelado. La
neutralizacion del virus por anticuerpos contenidos en el suero se determiné en un ensayo de microneutralizacion.
Los sueros se utilizaron sin tratamiento adicional en el ensayo.

Cada suero se sometio a ensayo por triplicado. Se mezclé una cantidad normalizada de virus con diluciones seriadas
de suero y se incubd para permitir la uniéon de los anticuerpos al virus. A continuacién, se afiadié una suspension
celular, que contenia una cantidad definida de células MDCK, a la mezcla de virus y antisuero y se incubd a 33°C.
Después del periodo de incubacion, la replicacion del virus se visualizé mediante hemaglutinacion de globulos rojos
de pollo. El titulo de neutralizacion del 50% de un suero se calculé mediante el método de Reed y Muench.

1.4.4. La inmunidad mediada por células se evalué mediante citometria de flujo de citocina (CFC)

Las células T CD4 y CD8 especificas de antigenos de sangre periférica se pueden reestimular in vitro para producir
IL-2, CD40L, TNF-alfa e IFN si se incuban con su antigeno correspondiente. En consecuencia, las células T CD4 y
CD8 especificas de antigeno se pueden enumerar mediante citometria de flujo después del marcaje de
inmunofluorescencia convencional del fenotipo celular asi como la producciéon de citocinas intracelulares. En el
presente estudio, el antigeno de la vacuna de influenza y los péptidos derivados de la proteina de influenza
especifica se utilizaron como antigeno para reestimular las células T especificas de influenza. Los resultados se
expresaron como una frecuencia de células T CD4 o CD8 positivas para citocinas dentro de la subpoblacion de
células T CD4 o CD8.

1.4.5. Métodos estadisticos

1.4.5.1. Criterios de valoracion primarios

. Porcentaje, intensidad y relaciéon con la vacunacion de signos y sintomas locales y generales solicitados
durante un periodo de seguimiento de 7 dias (es decir, dia de la vacunacién y 6 dias posteriores) después de la
vacunacion y en general.

. Porcentaje, intensidad y relacion con la vacunacion de signos y sintomas locales y generales no solicitados
durante un periodo de seguimiento de 21 dias (es decir, dia de la vacunacion y 20 dias posteriores) después de la
vacunacion y en general.

. Aparicion de eventos adversos graves durante todo el estudio.
1.4.5.2. Criterios de valoraciéon secundarios
Para la respuesta inmunitaria humoral:

Variables observadas:

. Los dias 0 y 21: inhibiciéon de la hemaglutinacion sérica (HI) y titulos de anticuerpos NI, sometidos a ensayo
por separado contra cada una de las tres cepas del virus de la influenza representadas en la vacuna (anti-H1N1, anti-
H3N2 y anticuerpos anti-B).

° Los dias 0 y 21: titulos de anticuerpos neutralizadores, sometidos a ensayo por separado contra cada una
de las tres cepas del virus de la influenza representadas en la vacuna

Variables derivadas (con intervalos de confianza de 95%):

* Titulos medios geométricos (GMT) de anticuerpos séricos HI con intervalos de confianza de 95% (IC 95%) antes y
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después de la vacunacion

* Tasas de seroconversion* con IC 95% el dia 21

* Factores de conversion* con IC 95% el dia 21

* Tasas de seroproteccion*** con IC 95% el dia 21

* GMT de anticuerpo NI en suero (con intervalos de confianza de 95%) en todos los puntos temporales.

* Tasa de seroconversion definida como el porcentaje de vacunados que tienen al menos un aumento de 4 veces de
los titulos de HI en suero el dia 21 en comparacion con el dia 0, para cada cepa de vacuna.

** Factor de conversion definido como la multiplicidad de aumento en los GMT de HI en suero el dia 21 en
comparacion con el dia 0, para cada cepa de vacuna.

*** Tasa de proteccion definida como el porcentaje de vacunados con un titulo de HI en suero = 40 después de la
vacunacion (para cada cepa de vacuna) que generalmente se acepta como indicacion de proteccion.

Debe entenderse que, para algunas de las pruebas clinicas, la reactogenicidad/seguridad pueden ser criterios de
valoracion secundarios, y la inmunogenicidad puede ser el criterio de valoracion primario.

Para la respuesta inmunitaria mediada por células (CMI)
Variable observada

Los dias 0 y 21: frecuencia de células CD4/CD8 positivas para citocinas por 108 en diferentes ensayos. Cada ensayo
cuantifica la respuesta de la célula T CD4/CD8 a:

. Antigeno de péptido de influenza pf (la naturaleza precisa y el origen de estos antigenos deben ser
proporcionados/explicados

. Antigeno influenza fraccionado (sf)

. Antigeno de influenza completo (wf).

Variables derivadas

) células que producen al menos dos citocinas diferentes (CD40L, IL-2, IFNy, TNFa)
. células que producen al menos CD40L y otra citocina (IL-2, TNFa, IFNy)
. células que producen al menos IL-2 y otra citocina (CD40L, TNFa, IFNy)
. células que producen al menos IFNy y otra citocina (IL-2, TNFa, CD40L)
. células que producen al menos TNFa y otra citocina (IL-2, CD40L, IFNy)

1.3.5.3. Anadlisis de inmunogenicidad

El analisis de inmunogenicidad se baso en la cohorte total vacunada. Para cada grupo de tratamiento, se calcularon
los siguientes parametros (con intervalos de confianza de 95%):

. Titulos medios geométricos (GMT) de los titulos de anticuerpos HI y NI los dias 0 y 21

. Titulos medios geométricos (GMT) de los titulos de anticuerpos neutralizadores los dias 0 y 21.

. Factores de conversion el dia 21.

. Tasas de seroconversion (SC) el dia 21 definidas como el porcentaje de vacunados que tienen al menos un

aumento de 4 veces de los titulos de HI en suero el dia 21 en comparacion con el dia 0,

. Tasas de proteccion el dia 21 definidas como el porcentaje de vacunados con un titulo de HI en suero =
1:40.
. Se resumi¢ la frecuencia de linfocitos T CD4/CD8 que secretan en respuesta (estadisticas descriptivas) para

cada grupo de vacunacion, en cada punto temporal (Dia 0, Dia 21) y para cada antigeno (péptido de Influenza (pf),
influenza fraccionado (sf) e influenza completo (wf)).
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° Estadistica descriptiva en la diferencia individual entre las respuestas del punto temporal (Post-Pre) para
cada grupo de vacunacion y cada antigeno (pf, sf y wf) en cada 5 pruebas diferentes.

. Se utilizé un ensayo no paramétrico (prueba de Kruskall-Wallis) para comparar las diferencias de ubicacion
entre los 3 grupos y se calculo el valor p estadistico para cada antigeno en cada 5 ensayos diferentes. Todos los
ensayos de significacion fueron de dos colas. Los valores P menores o iguales a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Ejemplo Il - Preparacion de la emulsién de aceite en agua y formulaciones coadyuvantes

A menos que se indique lo contrario, la emulsion de aceite/agua utilizada en los siguientes ejemplos esta compuesta
por una fase organica preparada a partir de 2 aceites (alfa-tocoferol y escualeno), y una fase acuosa de PBS que
contiene Tween 80 como agente emulsionante. Salvo que se indique lo contrario, las formulaciones coadyuvantes de
emulsion de aceite en agua utilizadas en los siguientes posteriores se prepararon comprendiendo el siguiente
componente de emulsién de aceite en agua (concentraciones finales proporcionadas): escualeno al 2,5% (v/v), alfa-
tocoferol 2,5% (v/v), monooleato de polioxietilensorbitan al 0,9% (v/v) (Tween 80), véase el documento WO 95/17210.
Esta emulsion, denominada AS03 en los siguientes ejemplos, se preparé como sigue en forma de un concentrado
1:2.

I.1. Preparacion de la emulsién SB62

Este método se utilizd en los estudios referidos en las secciones de ejemplos clinicos y preclinicos. La preparacion
de la emulsion SB62 se realiza mezclando bajo fuerte agitacion una fase oleosa compuesta por componentes
hidréfobos (DL-a-tocoferol y escualeno) y una fase acuosa que contiene los componentes solubles en agua (el
detergente anidnico Tween 80 y PBS mod (modificado), pH 6,8). Mientras se agita, la fase oleosa (volumen total
1/10) se transfiere a la fase acuosa (volumen total 9/10) y la mezcla se agita durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La mezcla resultante se somete a fuerzas de cizalla, impacto y cavitacion en la camara de interaccion de
un microfluidificador (1034,2 bar - 8 ciclos, o 3 ciclos en el coadyuvante utilizado en la prueba clinica referida en el
Ejemplo 1) para producir gotitas submicrométricas (distribucion entre 100 y 200 nm). El pH resultante esta entre 6,8
+ 0,1. La emulsion SB62 se esteriliza a continuacion mediante filtracion a través de una membrana de 0,22 ym y la
emulsion a granel estéril se almacena refrigerada en recipientes Cupac a una temperatura de 2 a 8°C. El gas inerte
estéril (nitrégeno o argdn) se enjuaga en el volumen muerto del recipiente final a granel de la emulsion SB62 durante
al menos 15 segundos.

La composicion final de la emulsion SB62 es la siguiente:

Tween 80: 1,8% (v/v) 19,4 mg/ml; Escualeno: 5% (v/v) 42,8 mg/ml; a-tocoferol: 5% (v/v) 47,5 mg/ml; PBS-mod: NaCl
121 mM, KCI 2,38 mM, Na2HPO4 7,14 mM, KH2PO4 1,3 mM; pH 6,8 £ 0,1.

Ejemplo Il - Prueba clinica en una poblaciéon adulta de 18-59 afos con una vacuna que contiene una
preparacion de antigeno de influenza fraccionado y varias dosis de coadyuvante AS03 (Flu-LD-004)

lll.1. Introduccion

En 2006 se realizd un estudio de fase Il, controlado, aleatorizado, simple ciego en una poblacién adulta de 18-59
afos de edad para evaluar la inmunogenicidad, seguridad y reactogenicidad de la vacuna candidata de influenza de
dosis baja GlaxoSmithKline Biologicals (es decir, que contenia 5 ug de HA por cepa) con dos dosis de coadyuvante
ASO03.

La respuesta inmunitaria humoral (es decir, anti-hemaglutinina) se midié6 21 dias después de la administracion
intramuscular de una dosis de una vacuna con coadyuvante AS03. Se utiliz6 Fluarix™ como referencia.

lll.2. Disefio del estudio
Tres grupos de sujetos en paralelo recibieron la siguiente vacuna por via intramuscular:

= un grupo de 100 sujetos que recibieron una inyeccion de la vacuna contra la influenza de virus fraccionado de dosis
baja que contenia 5 ug de HA con coadyuvante AS03 (FluLD1/1)

= un grupo de 100 sujetos que recibieron una inyeccion de la vacuna contra la influenza de virus fraccionado de dosis
baja que contenia 5 pg de HA con coadyuvante con media dosis de AS03 (AD03'%) (FluLD1/2)

= un grupo de 100 sujetos que recibieron una dosis de Fluarix™ (Fluarix)

Calendario: una inyeccion IM de la vacuna contra la influenza el dia 0, visitas al lugar del estudio el dia 0 y el dia 21
con recogida de muestras de sangre (determinacion de anticuerpos Hl) y un contacto telefonico adicional el dia 30
(conclusion del estudio).

La vacuna de fraccionada trivalente convencional - Fluarix™ utilizada en este estudio, es una vacuna comercial del
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afio 2006 desarrollada y fabricada por GlaxoSmithKline Biologicals.
lll.3. Objetivos del estudio

1l1.3.1. Objetivo primario

° Evaluar la respuesta inmunitaria humoral inducida por las vacunas del estudio en términos de titulos de
anticuerpos anti-hemaglutinina:

Variables observadas los dias 0 y 21: titulos de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion en suero. Variables
derivadas (con intervalos de confianza de 95%):

. Titulos medios geométricos (GMT) de anticuerpos séricos los dias 0 y 21
. Tasas de seroconversion® el dia 21

. Factores de conversion** el dia 21

. Tasas de proteccion*** los dias 0 y 21

* La tasa de seroconversion para la respuesta de anticuerpos a hemaglutinina se define como el porcentaje de
vacunados que tienen un titulo de prevacunacion <1:10 y un titulo postvacunacion = 1:40 o un titulo de
prevacunacion = 1:10 y al menos un aumento de cuatro veces del titulo de post-vacunacion;

** Factor de conversién definido como la multiplicidad de aumento de GMT de HI en suero después de la vacunacion
en comparacion con el dia 0;

*** Tasa de proteccion definida como el porcentaje de vacunados con un titulo de HI en suero 240 después de la
vacunacion que generalmente se acepta como indicacion de proteccion.

1ll.3.2. Objetivo secundario

- Evaluar la seguridad y reactogenicidad de las vacunas del estudio en términos de eventos adversos locales y
generales recabados, eventos adversos no recabados y eventos adversos graves:

1. Aparicion, intensidad y relacién con la vacunacion de signos y sintomas locales y generales recabados durante un
periodo de seguimiento de 7 dias (es decir, el dia de la vacunacion y 6 dias posteriores) después de cada
vacunacion en cada grupo.

2. Aparicion, intensidad y relacidon con la vacunacion de signos y sintomas locales y generales no recabados durante
un periodo de seguimiento de 30 dias (es decir, dia de la vacunacion y 29 dias posteriores) después de la
vacunacion en cada grupo.

3. Aparicion y relacion de eventos adversos graves durante todo el periodo de estudio en cada grupo.
lll.4. Composicion y administracion de vacunas
ll.4.1. Preparacion de vacuna

La vacuna contra la influenza sin coadyuvante es una vacuna contra la influenza inactivada de virién fraccionado
trivalente que consiste en tres graneles de antigeno viral monovalente (preparados a partir de las cepas de influenza
A/H1N1, A/H3N2 y B respectivamente). Los antigenos presentes en esta vacuna son los mismos que en la vacuna
Fluarix™ aprobada que esta disponible en el mercado como Fluarix™ (a-Rix®) desde 1992 y contiene 15 ug de
HA/cepa por dosis. Las cepas de influenza incluidas en los lotes clinicos FIuLD son las cepas elegidas para el
hemisferio norte 2006/2007:

. Cepa tipo A/New Caledonia/20/99 (H1N1): A/New Caledonia/20/99 (H1N1) IVR-116
. Cepa tipo A/Wisconsin/67/2005 (H3N2): A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) NYMCX-161
° B/Malaysia/2506/2004.

Los antigenos se obtienen a partir de virus cultivados en huevos. El fraccionamiento se lleva a cabo con desoxicolato
de sodio antes de la etapa de inactivacion, que se realiza a través de la accion posterior del desoxicolato de sodio y
el formaldehido.

La vacuna contra la influenza de dosis baja (FIuLD) con coadyuvante AS03 (lotes clinicos) se basa en la vacuna
Fluarix™ disponible comercialmente (preparada a partir de las cepas de influenza A/H1IN1, A/H3N2 y B)
respectivamente, pero con un contenido de antigeno menor y coadyuvada con el sistema coadyuvante GSK AS03.
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ASO03 consiste en una emulsiéon de aceite en agua (SB62) que contiene dos aceites biodegradables, escualeno y a-
tocoferol (vitamina E) y un tensioactivo, polisorbato 80 (Tween 80). Los antigenos de influenza se incorporan a la fase
acuosa del sistema coadyuvante por simple mezclado con la emulsion. Se han sometido a ensayo dos formulaciones,
que difieren en la cantidad de coadyuvante introducido con los antigenos de la Gripe "Flu" en el lote de la vacuna.
Las vacunas con coadyuvante contienen 5 pg de hemaglutinina (HA) de cada cepa del virus de la influenza por dosis,
combinadas con una dosis completa (AS03) o media dosis (AS03 %) del sistema coadyuvante AS03. Los excipientes
son los siguientes: polisorbato 80 (Tween 80), octoxinol 10 (Triton X-100), hidrogenosuccinato de alfa-tocoferilo,
cloruro de sodio, hidrogenofosfato de disodio, dihidrogenofosfato de potasio, cloruro de potasio, agua para
inyectables. Las vacunas contra la influenza de baja dosis con coadyuvantes AS03 (FIuLD, dosis completa o media
de AS03) son vacunas sin conservantes. Sin embargo, contienen trazas de tiomersal (<1,25 ug de Hg por dosis)
desde las primeras etapas del procedimiento de fabricacién. Ambas se presentan como vacunas monodosis en
jeringas precargadas de vidrio (Tipo I) a un volumen de 0,5 ml/dosis.

lll.4.1.1. Composicién de la vacuna contra la influenza con coadyuvante AS03

Una dosis de FluLD (dosis completa o media de AS03) corresponde a 0,5 ml. La composicion se proporciona en la
Tabla 3. El contenido de HA por dosis es de 5 pug para ambas formulaciones, con la Unica diferencia de la cantidad de
ASO03 presente en los recipientes finales.

Tabla 3 Composicion de la vacuna contra la influenza de dosis baja con coadyuvante AS03 (dosis completa y
media de AS03)

Componente Cantidad por dosis (0,5 ml)

Viriones fraccionados inactivados

- A/New Caledonia/20/99 (H1N1) IVR-116 5 ug HA
- A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) NYMCX-161 5 ug HA
- B/Malaysia/2506/2004 5 ug HA

Coadyuvante (Dosis Completa/Media Dosis)

- emulsion SB62 (Volumen Total) 0,250 mL

« escualeno 10,70 mg/5,35 mg
» DL-a-tocoferol 11,88 mg/5,94 mg
* Polisorbato 80 (Tween 80) 4,85 mg/2,425 mg
Polisorbato 80 (Tween 80) 0,122 mg
Octoxinol 10 (Triton X-100) 0,0283 mg
Hidrogenosuccinato de a-tocoferilo 0,01665 mg
Cloruro de sodio 4 mg

Fosfato de disodio 0,575 mg
Dihidrogenofosfato de potasio 0,100 mg

Cloruro de potasio 0,101mg

Agua para inyectables afiadir 0,50 ml

Abreviaturas: HA = Hemaglutinina. El contenido total de Polisorbato 80 corresponde a 4,972 mg por dosis cuando se
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Componente Cantidad por dosis (0,5 ml)
Viriones fraccionados inactivados

utiliza una dosis completa de AS03, y 2,547 mg por dosis cuando se utiliza media dosis de AS03.

1ll.4.1.2. Produccién de preparacion de antigenos de influenza inactivados fraccionados

Los antigenos de influenza son idénticos a los incluidos en Fluarix™ (Vacuna contra el virus de la influenza). Los
materiales monovalentes consisten en virus fraccionados inactivados purificados que se preparan a partir de
siembras de trabajo de las tres cepas del virus de la influenza, tipo A (H1N1 y H3N2) y tipo B, que se cultivan
individualmente en huevos de gallina embrionados. Estas siembras de trabajo se obtienen a partir de cepas que se
reciben de un centro colaborador de la OMS siguiendo las recomendaciones anuales de la OMS. Para el
procedimiento de preparacion de los antigenos, la referencia es, a titulo ilustrativo, el documento WO 02/097072. Los
volumenes de los tres graneles monovalentes se basan en el contenido de HA medido en cada granel monovalente
antes de la formulaciéon y en el volumen de fabricacion objetivo.

Una solucion salina tamponada con fosfato 10 veces mas concentrada (pH 7,4 cuando se concentra 1 vez) y una
premezcla de Tween 80 e hidrogenosuccinato de a-tocoferilo se diluyen en agua para inyectables, seguido de
agitacion durante 5-30 minutos a temperatura ambiente.

Los tres graneles concentrados monovalentes se diluyen sucesivamente en la solucion salina tamponada con fosfato
resultante/solucion de Tween 80 - hidrogenosuccinato de a-tocoferilo a una concentracion de

20 pg HA de cada granel monovalente A (H1N1, H3N2)
23,32 pg HA de cada granel monovalente B

por ml de granel trivalente intermedio (5 ug de HA de cada granel monovalente A y 5,83 ug de HA de B/500 pl de
granel final trivalente).

Entre las adiciones de cada granel monovalente, la mezcla se agita durante 10 - 30 minutos a temperatura ambiente
y durante 15 - 30 minutos después de la adicién del ultimo volumen monovalente. Este volumen trivalente intermedio
también denominado "reserva previa (pre-pool)" puede mantenerse a +2 - +8°C o procesarse posteriormente hasta la
etapa de formulacion final en el mismo dia. El volumen final de reserva previa es de 250 ul por dosis.

1ll.4.1.3. Preparacion de las composiciones de vacuna con coadyuvante AS03
Vacuna con coadyuvante: LD AS03 1/1 (Tabla 4)

Se afiaden PBS mod concentrado 10 veces (pH 7,4 cuando se concentra una vez, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Na;HPO,4 8,1 mM, KH.PO,4 1,47 mM, pH 7,4), asi como una mezcla que contiene Tween80, Triton X-100 y VES
(cantidades que tienen en cuenta el detergente presente en las cepas) al agua para inyectables. Después de 5 a 30
minutos de agitacion, se afiaden 20 pug de HA por ml de cada cepa H1N1 y H3N2 y 23,32 ug de HA por ml de cepa B
con 10 a 30 minutos de agitacion entre cada adicion. Después de 15 a 30 minutos de agitacion, se descarta un
pequefio volumen del denominado "granel intermedio" para su andlisis y se almacena entre +2 y +8°C. El granel
intermedio esta en PBS mod concentrado1 vez. La concentracion de detergentes del objetivo es de 488 ug de Tween
80 por ml, 73,6 ug de Triton X-100 por mly 66,6 ug de VES por ml.

La formulacioén final se prepara a continuacion: se afiade un volumen igual de SB62 (véase la preparacion en el
Ejemplo IlI) a cada 250 pl de granel intermedio de la reserva previa y se mezcla durante 30 a 60 minutos a
temperatura ambiente. El pH se controla para que oscile entre 6,8 y 7,5. La formulacion se lava con nitrégeno y a
continuacion se almacena entre +2 y 8°C antes del llenado.

Tabla 4 Vacuna de dosis baja con coadyuvante AS03

Componente Concentracion Volumen (ml)
Etapa 1: Reserva previa

Granel monovalente de A/New Caledonia 104 pg/ml 302,88
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Componente Concentracion Volumen (ml)

Etapa 1: Reserva previa

Granel monovalente de A/Wisconsin 85 pg/ml 370,59

Granel monovalente de B/Malaysia 110 pg/ml 333,90

PBS mod (1) Véase leyenda 56,76

Tween 80 48000 ug/ml 5,24

Triton X-100 Residual de la cepa H3N2
Hidrogenosuccinato de a-tocoferilo 26480 pg/mi 1,2

Agua filtrada 504,43

Volumen total = 1575 (ml)

Se recuperan 75 ml de muestras de la reserva previa para ei
ensayo

Volumen de reserva previa restante = 1500 (ml)
Etapa 2: ahadido a la reserva previa
Emulsion SB62 1500

Volumen total de granel final = 3000 (ml)

(1) La composicion del granel final del tampoén es: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,47 mM,
pH7,4

Vacuna con coadyuvante: LD AS03 1/2 (Tabla 5)

Se afaden PBS mod concentrado 10 veces (pH 7,4 cuando se concentra una vez - véase la composicion anterior)
asi como una mezcla que contiene Tween 80, Triton X-100 y VES (cantidades teniendo en cuenta el detergente
presente en las cepas) al agua para inyectables. Después de 5 a 30 minutos de agitacion, se afiaden 20 ug de HA
por ml de cada cepa H1N1 y H3N2 y 23,32 ug de HA por ml de cepa B con 10 a 30 minutos de agitacion entre cada
adicion. Después de 15 a 30 minutos de agitacion, se descarta un pequefio volumen del denominado "granel
intermedio" para su analisis y se almacena entre +2 y +8°C. El PBS mod se concentra 1 vez en el granel intermedio.
La concentracion de detergentes del objetivo es de 488 ug de Tween 80 por ml, 73,6 ug de Triton X-100 por ml y 66,6
pg de VES por ml.

La formulacion final se prepara a continuacion: se diluye primero SB62 con el tampon de PBS mod y se agita durante
15 - 30 minutos a RT. A continuacion se afiade un volumen igual de este SB62 diluido a cada 250 pl de reserva
previa del granel intermedio. Después de 30 a 60 minutos de agitacion a RT, el pH se controla para que oscile entre
6,8 y 7,5. La formulacion se lava con nitrégeno y a continuacion se almacena entre +2 y 8°C antes del llenado.

El volumen final de ambas formulaciones es de 500 pl por dosis y la concentracion final de HA es de 10 ug de cada
granel monovalente A y de 11,66 ug de granel monovalente B por ml de granel final trivalente. Las concentraciones
objetivo finales de Tween 80, Triton X-100 (residual de la fabricacion de monogranel H3N2) e hidrogenosuccinato de
a-tocoferilo (el hidrogenosuccinato de a-tocoferilo es una forma de éster de RRR (isémero D) -a-tocoferol) son 244
pg/ml, 58,6 ug/mly 33,3 pg/ml, respectivamente.

Tabla 5 Vacuna de dosis baja con coadyuvante AS03 (media dosis de coadyuvante)
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Componente Concentracion Volumen (ml)
Etapa 1: Reserva previa

Etapa 1: Reserva previa

Granel monovalente de A/New Caledonia 104 pg/ml 300,96

Granel monovalente de A/Wisconsin 85 pg/ml 368,24

Granel monovalente de B/Malaysia 110 pg/ml 331,78

PBS mod (1) Véase la leyenda 56,4

Tween 80 48000 ug/ml 5,2

Triton X-100 Residual de la cepa H3N2
Hidrogenosuccinato de a-tocoferilo 26480 pg/mi 1,2

Agua filtrada 501,22

Volumen total = 1565 (ml)
Se recuperan 65 ml de muestras la reserva previa para el ensayo
Volumen de reserva previa restante = 1500 (ml)

Etapa 2: Anadido a la reserva previa

Emulsion SB62 750
PBS mod (1) Véase la leyenda 75
Agua filtrada 675

Volumen total de granel final = 3000 (ml)

(1) La composicion de granel final de tampén es: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na:HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,47 mM,
pH7,4

lll.4.2. Administraciéon de vacunas

La vacuna se carga en jeringas de vidrio estériles Tipo | (Ph. Eur.) de 1,25 ml. Cada jeringa se carga hasta un
objetivo de 0,57 ml (intervalo: 0,54-0,60 ml). Las vacunas se administraron por via intramuscular en la region
deltoidea del brazo no dominante. Todas las vacunas se presentaron como jeringas precargadas (0,5 ml). Con el fin
de asegurar la inyeccion IM adecuada de la vacuna, se utilizd una aguja de al menos 25G y al menos 2,5 cm de
longitud.

lll.5 Resultados de la poblacién de estudio

Se inscribieron un total de 300 sujetos en este estudio: 100 sujetos en cada uno de los 3 grupos. La edad media de la
cohorte total vacunada en el momento de la vacunacién fue de 36,7 afios con una desviacion tipica de 13,67 afos.
La distribucion media por edad y sexo de los sujetos en los 3 grupos de vacuna fue similar.

11l.6 Resultados de inmunogenicidad
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El analisis de inmunogenicidad se realiz6 en la cohorte ATP para la inmunogenicidad (297 sujetos).
Respuesta inmunitaria humoral

Con el fin de evaluar la respuesta inmunitaria humoral inducida por la vacuna candidata contra la influenza de dosis
baja con coadyuvante AS03, se calcularon los siguientes parametros (con intervalos de confianza de 95%) para cada
grupo de tratamiento:

. Titulos medios geométricos (GMT) de los titulos de anticuerpos HI los dias 0 y 21;
. Tasas de seroconversion (SC) los dias 21;

) Factores de conversion el dia 21;

. Tasas de proteccion el dia 0 y 21.

ll.6.1 Titulos medios geométricos (GMT) de HI

Los GMT para los anticuerpos HI con IC de 95% se muestran en la Tabla 10 y en la Figura 1. Las razones de GMT
ajustadas entre los grupos se muestran en la Tabla 11.

Los GMT previos a la vacunacién de los anticuerpos HI para las 3 cepas vacunales se encontraban dentro del mismo
intervalo en los 3 grupos de tratamiento. Los GMT observados el dia 21 para grupos con coadyuvante tienden a ser
mas altos que el grupo de Fluarix para las 3 cepas con una diferencia estadistica (ningiin solapamiento de IC de 95%
y la razén de GMT ajustada no contenia el valor 1) entre FIuLD1/1 y Fluarix para el Cepa de la vacuna A/Wisconsin.
También se observd una diferencia estadistica (la razén de GMT ajustada no contenia el valor 1) entre FIuLD1/2 y
Fluarix para la cepa de la vacuna B/Malaysia.

Tabla 10 - Tasas de seropositividad y titulos medios geométricos (GMT) para anticuerpos anti-HA el dia 0 y 21
(cohorte ATP para inmunogenicidad)

Anticuerpo Grupo Momento N 210 1/DIL GMT Min. |Max

n % |IC95% |1/DL |IC 95%

LL |UL LL UL
FluLD1/1 |PRE 99 80 80,8(71,7/88,0/31,9 /23,5 /43,4 |<10,0(2560,0
PI (D21) 99 99 100 /96,3100 |475,4 |352,2 |641,6 120,0 |7240,0
FluLD1/2 |PRE 99 80 80,8(71,7/88,0/36,1 |26,9 48,5 [<10,0(3620,0
A/New Caledonia
PI (D21) 99 98 99,0(94,5/100 (399,0294,7 1540,2 |<10,0 (7240,0
Fluarix PRE 98 85 86,7(78,4/92,7 /26,1 |20,5 /33,2 (<10,0(1280,0
PI (D21) 98 98 100 /96,3100 |380,6 |274,2 528,4 110,0 |7240,0
FluLD1/1 |PRE 99 61 61,6/51,3/71,2(16,8 13,1 21,5 |<10,0|453,0
Pl (D21) 99 99 100 /96,3100 |276,2|223,5/341,3 /28,0 |5120,0
FluLD1/2 |PRE 99 66 66,7 56,5/75,8/19,9 15,2 25,9 |<10,0|640,0
A/Wisconsin
Pl (D21) 99 99 100 /96,3100 |241,9/192,9 303,4 20,0 |5120,0
Fluarix PRE 98 58 59,2(48,8/69,0 14,7 11,6 18,6 [<10,0(320,0
Pl (D21) 98 97 99,0(94,4 /100 (172,3/136,4 1217,6 |<10,0(5120,0

25



ES 2678 694 T3

Anticuerpo Grupo Momento N 210 1/DIL GMT Min. |Max

n % |IC95% |1/DL |IC 95%

LL |UL LL |UL
FluLD1/1 |PRE 99 72 72,7/62,9(81,2/20,4 15,9 |26,1 |<10,0/453,0
Pl (D21) 99 99 100 (96,3100 |268,6 221,3326,0 (28,0 2560,0
FluLD1/2 |PRE 99 76 76,867,2(84,7 22,2 |17,6 |27,9 <10,0/320,0
B/Malaysia
Pl (D21) 99 99 100 (96,3100 |301,5246,1369,4 (28,0 3620,0
Fluarix PRE 98 76 77,6/68,0(85,4 /26,5 20,9 (33,6 |<10,0/320,0
Pl (D21) 98 97 99,0/94,4(100 219,2|171,4|280,2 <10,05120,0

FluLD1/1 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 uyg HA/cepa) con dosis completa de coadyuvante AS03
FluLD1/2 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 ug HA/cepa) con media dosis de coadyuvante AS03
Fluarix = vacuna Fluarix

GMT = titulo de anticuerpo medio geométrico

N = Numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = numero/porcentaje de sujetos seropositivos (titulo HI> = 1:10)

IC 95% = intervalo de confianza de 95%, LL = limite inferior, UL = limite superior

MIN/MAX = Minimo/Maximo

PRE = Prevacunacion el dia 0

PI (D21) = Posvacunacion el dia 21

TABLA 11 - Proporciones ajustadas de GMT entre los grupos para cada cepa de vacuna el dia 21 (cohorte
ATP para inmunogenicidad)

Anticuerpo Descripcion |N |GMT Descripcion (N |GMT Razon de GMT
del Grupo ajustado |del Grupo ajustado |ajustado

Orden de razén Valor|IC 95%

LL |UL
A/New FluLD1/1 99/472,4 FluLD1/2 99,385,0 FluLD1/1/FluLD1/2 1,23 |0,80/1,88
Caledonia
(1/DIL) FluLD1/1 99/472,3 Fluarix 98/396,9 FluLD1/1/Fluarix 1,19 10,78/1,82
FluLD1/2 99385,0 Fluarix 98/397,0 FluLD1/2/Fluarix 0,97 10,63/1,49
A/Wisconsin |FluLD1/1 99/277,3 FluLD1/2 99230,0 FluLD1/1/FluLD1/2 1,21 |0,90|1,62
(1/DIL)
FluLD1/1 99/277,5 Fluarix 98/180,8 FluLD1/1/Fluarix 1,54 |1,14/2,06
FluLD1/2 99/230,0 Fluarix 98/180,6 FluLD1/2/Fluarix 1,27 |0,95(1,71
B/Malaysia FluLD1/1 99275,1 FluLD1/2 99 303,4 FluLD1/1/FluLD1/2 0,91 |0,68/1,22
(1/DIL)
FluLD1/1 99275,2 Fluarix 98/212,7 FluLD1/1/Fluarix 1,29 |0,96/1,74
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Anticuerpo Descripcion |N |GMT Descripcion (N |GMT Razon de GMT
del Grupo ajustado |del Grupo ajustado |ajustado

Orden de razén Valor|IC 95%
LL UL
FluLD1/2 99303,4 Fluarix 98/212,6 FluLD1/2/Fluarix 1,43 |1,06/1,92

FluLD1/1 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 ug HA/cepa) con dosis completa de coadyuvante AS03
FluLD1/2 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 ug HA/cepa) con media dosis de coadyuvante AS03

Fluarix = vacuna Fluarix

GMT ajustado = titulo medio geométrico de anticuerpos ajustado para el titulo inicial

N = Numero de sujetos con resultados previos y posteriores a la vacunacion disponibles

IC 95% = intervalo de confianza de 95% para la razén GMT ajustada (modelo Ancova: ajuste para el titulo inicial -
varianza agrupada con mas de 2 grupos); LL = limite inferior, UL = limite superior

1ll.6.2 Factores de conversion de los titulos de anticuerpos anti-HI, tasas de seroproteccion y tasas de
seroconversion (se correlaciona con la proteccion como se establecié para la vacuna contra la influenza en
seres humanos)

Los resultados se presentan en la Tabla 6 - Figura 2 para las tasas de seroproteccion, Tabla 7 - Figura 3 para las
tasas de seroconversion y Tabla 8 - Figura 4 para los factores de conversion.

El umbral requerido por las Autoridades Europeas para las tasas de seroproteccion (70%) se alcanzoé en todos los
grupos (al menos 94,9%). Para cada cepa de vacuna, las tasas de seroproteccion el dia 21 para los 3 grupos
estaban dentro del mismo intervalo.

El umbral requerido por las Autoridades Europeas para las tasas de seroconversion (40%) se alcanzoé en todos los
grupos (al menos 65%).

Para la cepa de vacuna A/New Caledonia, la SCR el dia 21 para los 3 grupos estaba dentro del mismo intervalo.

Para la cepa de la vacuna A/Wisconsin, la SCR el dia 21 para el grupo FIuLD1/1 tendid6 a ser mas alta en
comparacion con el grupo de Fluarix. La SCR el dia 21 para el grupo FluLD1/2 estaba dentro del mismo intervalo en
comparacion con el grupo de Fluarix.

Para la cepa de vacuna B/Malaysia, la SCR el dia 21 para el grupo FIuLD1/2 tendi6 a ser mas alta en comparacion
con el grupo de Fluarix. La SCR el dia 21 para el grupo FluLD1/1 estaba dentro del mismo intervalo en comparacion
con el grupo de Fluarix.

El umbral requerido por las Autoridades Europeas para los factores de seroconversion (2,5) se alcanzé en todos los
grupos (al menos 6,2).

Para la cepa de la vacuna A/New Caledonia, el SCF el dia 21 para los 3 grupos parecia estar dentro del mismo
intervalo. El valor observado para el grupo FIuLD1/2 fue menor que el valor observado para el grupo de Fluarix, pero
podria explicarse por la mayor tasa de seroproteccion previa a la vacunacion en el grupo FluLD1/2.

Para la cepa de vacuna A/Wisconsin, el SCF el dia 21 para el grupo FIuLD1/1 tendi6é a ser mas alto en comparacion
con el grupo de Fluarix. EI SCF el dia 21 para el grupo FIluLD1/2 estaba dentro del mismo intervalo en comparacion
con el grupo de Fluarix.

Para la cepa de vacuna B/Malaysia, el SCF el dia 21 para los dos grupos con coadyuvante tendié a ser mayor en
comparacion con el grupo de Fluarix.
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TABLA 6 - Tasas de seroproteccion (SPR) para el titulo de anticuerpo Hl el dia 0 y el dia 21 (cohorte ATP para
la inmunogenicidad)

Cepa de vacuna Grupo Momento N SPR
n IC 95%
% LL UL
A/New Caledonia FluLD1/1 PRE 99 41 41,4 31,6 51,8
Pl (D21) 99 95 96,0 90,0 |98,9
FluLD1/2 PRE 99 55 55,6 45,2 |65,5
Pl (D21) 99 97 98,0 (92,9 99,8
Fluarix PRE 98 35 35,7 26,3 46,0
Pl (D21) 98 93 949 (88,5 (98,3
A/Wisconsin FluLD1/1 PRE 99 32 32,3 23,3 (425
Pl (D21) 99 97 98,0 (92,9 99,8
FluLD1/2 PRE 99 37 374 279 (47,7
Pl (D21) 99 97 98,0 (92,9 99,8
Fluarix PRE 98 25 255 (17,2 353
Pl (D21) 98 93 949 |* *
8,5
B/Malaysia FluLD1/1 PRE 99 31 31,3 1224 (414
Pl (D21) 99 97 98,0 (92,9 99,8
FluLD1/2 PRE 99 39 39,4 29,7 49,7
Pl (D21) 99 98 99,0 94,5 [100
Fluarix PRE 98 44 44,9 |34,8 55,3
Pl (D21) 98 94 959 (89,9 (98,9

FluLD1/1 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 uyg HA/cepa) con dosis completa de coadyuvante AS03
FluLD1/2 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 ug HA/cepa) con media dosis de coadyuvante AS03
Fluarix = vacuna Fluarix

N = Numero de sujetos con resultados disponibles

n/% = Numero/porcentaje de sujetos seroprotegidos (titulo HI> =40 1/DIL)

IC 95% = intervalo de confianza de 95%, LL = limite inferior, UL = limite superior

PRE = Prevacunacion el dia 0

PI (D1) = Posvacunacion el dia 21

Fuente de datos = Tabla IlIA del apéndice
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TABLA 7 - Tasa de seroconversion (SCR) para el titulo de anticuerpos HI el dia 21 (cohorte ATP para la
inmunogenicidad)

Cepa de vacuna Grupo N SCR
n % IC 95%
LL UL
A/New Caledonia FluLD1/1 99 69 69,7 59,6 78,5
FluLD1/2 99 64 64,6 54,4 74,0
Fluarix 98 66 67,3 57,1 76,5
A/Wisconsin FluLD1/1 99 88 88,9 81,0 94,3
FluLD1/2 99 79 79,8 70,5 87,2
Fluarix 98 73 74,5 64,7 82,8
B/Malaysia FluLD1/1 99 76 76,8 67,2 84,7
FluLD1/2 99 82 82,8 73,9 89,7
Fluarix 98 65 66,3 56,1 75,6

FluLD1/1 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 uyg HA/cepa) con dosis completa de coadyuvante AS03
FluLD1/2 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 ug HA/cepa) con media dosis de coadyuvante AS03

Fluarix = vacuna Fluarix

Seroconversion definida como:

Para sujetos inicialmente seronegativos, titulo de anticuerpos > = 40 1/DIL después de la vacunacion

Para sujetos inicialmente seropositivos, el titulo de anticuerpos después de la vacunacion > = 4 veces el titulo de
anticuerpos previos a la vacunacién

N = Numero de sujetos con resultados previos y posteriores a la vacunacion disponibles

n/% = Numero/porcentaje de sujetos seroconvertidos

IC 95% = intervalo de confianza de 95%, LL = limite inferior, UL = limite superior

TABLA 8 - Factor de seroconversion (SCF) para el titulo de anticuerpos HI el dia 21 (cohorte ATP para la
inmunogenicidad)

Cepa de vacuna Grupo N SCF
Valor IC 95%
LL UL

A/New Caledonia FluLD1/1 99 14,9 10,4 21,3

FluLD1/2 99 11,0 7,7 15,9

Fluarix 98 14,6 9,9 21,6
A/Wisconsin FluLD1/1 99 16,5 13,0 20,9

FluLD1/2 99 12,2 9,2 16,1
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Cepa de vacuna Grupo N SCF
Valor IC 95%
LL UL
Fluarix 98 1,7 8,8 *
B/Malaysia FluLD1/1 99 13,2 10,0 17,4
FluLD1/2 99 13,6 10,2 18,0
Fluarix 98 8,3 6,2 11,0

FluLD1/1 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 uyg HA/cepa) con dosis completa de coadyuvante AS03
FluLD1/2 = Vacuna contra la influenza de dosis baja (5 ug HA/cepa) con media dosis de coadyuvante AS03
Fluarix = vacuna Fluarix

N = Numero de sujetos con resultados previos y posteriores a la vacunacion disponibles

SCF = Factor de seroconversion o razon media geométrica (media [log10 (P1(D21)/PRE)])

IC 95% = intervalo de confianza de 95%, LL = limite inferior, UL = limite superior

lll.7 Conclusiones de seguridad

Una reactogenicidad mayor en términos de sintomas recabados (locales/generales) y no recabados en los grupos de
vacunas con coadyuvante en comparacion con el grupo de Fluarix fue la tendencia global observada en este estudio.

Una reduccion del contenido de AS03 en la vacuna con coadyuvante tiene un impacto significativo en todos los
sintomas generales y locales de grado 3.

La aparicién de sintomas no recabados tendi6 a ser mayor en los grupos de vacuna con coadyuvante (55% y 47% de
los sujetos), en comparacion con el grupo de Fluarix (35%).

A partir de estos resultados, se puede concluir que el perfil de reactogenicidad y seguridad de las vacunas candidatas
es satisfactorio y clinicamente aceptable.

lll.8. Conclusiones generales
1l1.8.1. Resultados de inmunogenicidad

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la respuesta inmunitaria humoral (titulos de anticuerpos anti-HI)
provocada por una vacuna contra la influenza de dosis baja con dos concentraciones diferentes de coadyuvante
ASO03 y por Fluarix.

El dia 21, las tres vacunas excedieron los requisitos de las autoridades europeas para el registro anual de vacunas
de virus de virion fraccionado ("Note for Guidance on Harmonisation of Requirements for influenza Vaccines" para la
evaluacion inmunoldégica de los cambios anuales de cepas - CPMP/BWP/214/96). Los GMT tendieron a ser mas altos
en los grupos con coadyuvante en comparacion con el grupo de Fluarix, con una diferencia estadisticamente
significativa observada para las cepas A/Wisconsin (FIuLD1/1 vs. Fluarix) y B/Malaysia (FIuLD1/2 vs. Fluarix). Se
observaron tasas de seroproteccion similares en los tres grupos de vacunas, que oscilaron entre 94,9% y 99%. Se
observé que las tasas de seroconversion y los factores de seroconversién eran mas altos en los grupos con
coadyuvante que en el grupo de Fluarix. Los datos de esta prueba también revelaron que la inmunogenicidad
inducida por la vacuna con la mitad de la dosis de coadyuvante AS03 era comparable a la inducida con la dosis
completa de coadyuvante.

11l.8.2. Resultados de reactogenicidad y seguridad

La administraciéon de la vacuna candidata de influenza de dosis baja con coadyuvante AS03 fue segura y
clinicamente bien tolerada en la poblacion de estudio, es decir, personas adultas de edades comprendidas entre 18 y
59 afos. La vacuna con media dosis de coadyuvante mostré una marcada disminucioén en la incidencia de sintomas
locales y generales recabados, en comparacion con la vacuna con dosis completa de coadyuvante.
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Ejemplo IV - Evaluacion preclinica de vacunas de influenza fraccionadas con coadyuvante y sin coadyuvante
(que comprenden diversas dosis de coadyuvante AS03) en ratones BALB/c cebados

IV.1. Diseio experimental y objetivo

Los experimentos en ratones cebados con influenza se realizaron con el fin de evaluar el aumento de las respuestas
humorales por AS03 inducidas por las vacunas de influenza formuladas con este coadyuvante de aceite en agua.
Para simular la situacién en seres humanos, se realizé un experimento utilizando ratones cebados con cepas
heterosubtipicas.

IV.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 9)

Se cebaron grupos de 27 ratones BALB/c adultos por via intranasal (20 yl de volumen) el dia 0 con virus de la
influenza trivalente completo, inactivado con formalina (5 yg de HA para cada cepa). Las cepas de cebado
consistieron en variantes de deriva anteriores (5 ug de HA inactivada completa H1N1 A/Johannesburg/82/96, H3N2
A/Sydney/5/97, B/Harbin/7/94) a las incluidas en la vacuna. Veintiocho dias mas tarde, los ratones se vacunaron por
via intramuscular con una dosis Unica de la vacuna en un volumen total de 50 pl. Los ratones se inmunizaron con
formulaciones que contenian antigenos fraccionados solos (simple fraccionado trivalente) o formulaciones que
contenian antigenos fraccionados coadyuvados con dos dosis de AS03 (completa o 1/5). Las cepas utilizadas para
las inmunizaciones incluyeron antigenos virales H1N1 A/New Caledonia/20/99, H3N2 A/Panama/2007/99,
B/Shangdong/7/97 (1,5 ug/cepa, 1/10° de la dosis para seres humanos).

Tabla 9

Gr Antigeno/Formulacion Otro tratamiento

1 Fraccionado trivalente/Simple (sin coadyuvante) Cebado heterélogo DO
2 Fraccionado trivalente/AS03 Cebado heterélogo DO
3 Fraccionado trivalente/AS03 1/5 Cebado heterélogo DO

IV.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna

Se preparé una Premezcla de Tween 80, Triton X100 y Succinato de vitamina E (VES) para alcanzar una
concentracion final en la vacuna de 750 ug/ml de Tween 80, 110 yg/ml de Triton X100 y 100 yg/ml de VES. Las
cantidades utilizadas en la premezcla se calculan teniendo en cuenta las cantidades de detergente y VES ya
presentes en las cepas.

Preparacion de un litro de tampon salino concentrado 10 veces (PBS pH 7,4): a 0,800 | de agua para inyectables,
afnadir 80 g de NaCl, 2 g de KCI, 11,44 g Na;HPO,, 2 gramos de KH2PO4. Después de la solubilizacion, ajustar a 1,0
L con agua para inyectables. El pH sera de 7,4 cuando se haya diluido 10 veces.

Fraccionado trivalente/simple

La formulaciéon de una dosis de 50 ul se prepara extemporaneamente de acuerdo con la siguiente secuencia: Agua
para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4) + Premezcla, 5 min. de agitacion magnética a
temperatura ambiente, + 1,5 ug de HA de la cepa H1N1, agitacion magnética de 10 min. a temperatura ambiente, +
1,5 ug de HA de la cepa H3N2, 10 min. de agitacidon magnética a temperatura ambiente, + 1,5 yg de HA de cepa B,
agitacion magnética de 15 min. a temperatura ambiente. Las formulaciones se inyectan en el plazo de la hora
siguiente al final de su preparacion.

Fraccionado trivalente/ AS03

Se preparé una Premezcla de Tween 80, Triton X100 y Succinato de vitamina E (VES) para alcanzar una
concentracion final en la vacuna de 750 ug/ml de Tween 80, 110 yg/ml de Triton X100 y 100 yg/ml de VES. Las
cantidades utilizadas en la premezcla se calculan teniendo en cuenta las cantidades de detergente y VES ya
presentes en las cepas.

La formulaciéon de una dosis de 50 ul se prepara extemporaneamente de acuerdo con la siguiente secuencia: Agua
para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4) + Premezcla, 5 min. de agitacion magnética a
temperatura ambiente, + 1,5 ug de HA de la cepa H1N1, 10 min. de agitacion magnética a temperatura ambiente, +
1,5 ug de HA de la cepa H3N2, 10 min. de agitacidon magnética a temperatura ambiente, + 1,5 yg de HA de cepa B,
15 min. de agitacion magnética a temperatura ambiente, + 25 ul de emulsién SB62 para la dosis completa de AS03 o
5 pl de emulsiéon SB62 para 1/5 de la dosis de AS03, 15 min. de agitacion magnética a temperatura ambiente. Las
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formulaciones se inyectan en el plazo de la hora siguiente al final de su preparacion.
IV.1.3. Lecturas (Tabla 10)

La respuesta inmunitaria humoral a la vacunacion se midié antes de la inmunizacion (dia 28) y 14 dias después de la
inmunizacion (27 ratones/grupo). Las muestras de suero se sometieron a ensayo mediante el ensayo de inhibicion de
la hemaglutinacion (HI).

Tabla 10
Lectura Punto temporal Tipo de muestra Método de analisis
Respuesta humoral D28, D42 Sueros IHA

IV.2. Resultados
IV.2.1. Inmunidad humoral

Los resultados se presentan en la Figura 5. En este modelo de raton de cebado heterosubtipico seguido de
vacunacion individual, se demostré que AS03 y sus diluciones inducen titulos de HI mas altos en comparacioén con la
vacuna simple. Para todas las cepas de influenza A, se observé un aumento estadisticamente significativo de los
titulos de HI (p <0,05). Para la cepa H1N1, también se observé una diferencia significativa en los titulos de HI entre
AS03 y AS03 1/5 (p <0,05). Una dosis reducida de AS03 no pudo aumentar los titulos de HI para las tres cepas en
comparacioén con la vacuna simple. Se observaron respuestas muy bajas contra la cepa B (B/Shangdong); es
probable que esto se deba a la deriva antigénica significativa entre las cepas B utilizadas para el cebado y la vacuna.

IV.3. Resumen de resultados y conclusiones

En conclusion, se observd un aumento en los titulos de HI en animales cebados con cepas heterosubtipicas cuando
se utilizan vacunas con coadyuvante AS03 en comparacion con la vacuna simple. Una dosis completa de AS03 fue
6ptima para obtener titulos robustos de HI contra las tres cepas de vacuna de influenza.

Ejemplo V - Evaluacion preclinica de vacunas de influenza fraccionadas con coadyuvante y sin coadyuvante
(que comprenden diversas dosis de coadyuvante AS03) en ratones C57BI/6 cebados

V.1. Diseio experimental y objetivo

Los experimentos en ratones cebados con influenza se realizaron con el fin de evaluar el aumento de las respuestas
humorales y celulares mediante vacunas de influenza inducidas con AS03 formuladas con este coadyuvante de
aceite en agua.

Para simular la situacién en seres humanos, se realizé un experimento utilizando ratones cebados con cepas
heterosubtipicas.

V.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 11)

Se cebaron grupos de 25 ratones C57BI/6 hembra adultos por via intranasal (20 yl de volumen) el dia 0 con virus de
la influenza trivalente completo, inactivado con formalina (5 ug de HA para cada cepa). Las cepas de cebado
consistieron en variantes de derivacion anteriores (5 pg de HA para H1N1 A/Beijing/262/95, H3N2
A/Panama/2007/99, B/Shangdong/7/97 inactivadas completas) a las incluidas en la vacuna. Veintiocho dias mas
tarde, los ratones se vacunaron por via intramuscular con una dosis Unica de la vacuna en un volumen total de 100
pl. Los ratones se inmunizaron con formulaciones que contenian antigenos fraccionados solos (simple fraccionado
trivalente) o formulaciones que contenian antigenos fraccionados coadyuvados con tres dosis de AS03 (completo,
1/2 o 1/5). Las cepas utilizadas para las inmunizaciones incluyeron antigenos virales H1N1 A/New Caledonia/20/99,
H3N2 A/Nueva York/55/2004, B/Jiangsu/10/2003 (1,5 pg/cepa, 1/10° de la dosis para seres humanos).

Tabla 11

Gr Antigeno/Formulacion Otro tratamiento

1 Fraccionado trivalente/Simple (sin coadyuvante) Cebado heterélogo DO
2 Fraccionado trivalente/AS03 Cebado heterélogo DO

32



10

15

20

25

30

35

ES 2678 694 T3

Gr Antigeno/Formulacion Otro tratamiento

3 Fraccionado trivalente/AS03 1/2 Cebado heterélogo DO
4 Fraccionado trivalente/AS03 1/5 Cebado heterélogo DO
5 PBS Cebado heterélogo DO

V.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna
Fraccionado trivalente/simple

Las formulaciones para una dosis de 100 ul se preparan extemporaneamente de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4 preparado como se muestra en el
ejemplo 1V) + lote clinico DFLUAO14 de Fluarix (1,5 pg por cepa en la dosis final).

Fraccionado trivalente/ AS03

Las formulaciones para una dosis de 100 ul se preparan extemporaneamente de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4 preparado como se muestra en el
ejemplo V) + lote clinico DFLUAO14 de Fluarix (1,5 pg por cepa en la dosis final) + 25 yl Emulsion SB62 para la
dosis completa o 12,5 pl de emulsién SB62 para 1/2 de dosis o 5 yl de emulsién SB62 para 1/5 de dosis. Las
formulaciones se inyectan en el plazo de la hora siguiente al final de la preparacion.

V.1.3. Lecturas (Tabla 12)

La respuesta inmunitaria humoral a la vacunacion se midié 21 dias después de la inmunizacion (10 ratones/grupo) y
las muestras de suero se sometieron a ensayo mediante el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HI). La
respuesta inmunitaria celular se sometié a ensayo 7 dias después de la inmunizacién mediante tinciéon con citocina
intracelular (ICS).

Tabla 12

Lectura Punto temporal Tipo de muestra Método de analisis
Respuesta humoral D49 Sueros IHA

Respuesta celular D35 PBMC ICS

V.2. Resultados
V.2.1. Inmunidad humoral (10 ratones/grupo).

Los resultados se presentan en la Figura 6. En este modelo de raton de cebado heterosubtipico seguido de
vacunacion individual, se demostré6 que AS03 y sus diluciones (1/2 y 1/5) inducen titulos de HI mas altos en
comparacion con la vacuna simple. Para las tres cepas, no se observo diferencia de titulos de HI entre los ratones
que recibieron la vacuna con coadyuvante con una dosis completa de AS03 o dosis reducidas de AS03.

V.2.2. Inmunidad celular (15 ratones/grupo).

Los resultados se presentan en la Figura 7. Cualquiera que sea la dilucion de AS03, se observaron respuestas de
células T CD4+ superiores en ratones inmunizados con la vacuna fraccionada trivalente con coadyuvante AS03 en
comparacion con ratones inmunizados con la simple fraccionada trivalente. En comparacion con la respuesta
inducida en ratones inmunizados con la fraccionada trivalente coadyuvada con una dosis completa de AS03, se
observé una tendencia a respuestas celulares mas bajas cuando los ratones se inmunizaron con fraccionada
trivalente coadyuvada con dosis mas bajas de AS03.

V.3. Resumen de resultados y conclusiones

En conclusion, se observé un aumento en las respuestas humorales y celulares en animales cebados con cepas
heterosubtipicas cuando se utilizaron vacunas con coadyuvante AS03 en comparaciéon con la vacuna simple. Se
observé una magnitud similar de respuesta humoral entre ratones inmunizados con dosis completa o dosis
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fraccionarias de coadyuvante AS03. Sin embargo, una reduccion de la dosis de coadyuvante se asocié con una
tendencia a la reduccion de la magnitud de la respuesta de las células T CD4+.

Ejemplo VI - Evaluacion preclinica de la respuesta inmunitaria celular inducida por vacunas de influenza
fraccionadas con coadyuvante y sin coadyuvante (que comprenden diversas dosis de coadyuvante AS03 y
antigeno de baja dosis) en ratones C57BI/6 cebados

VI.1. Diseio experimental y objetivo

Se llevaron a cabo experimentos en ratones cebados con influenza para evaluar el aumento de las respuestas
inmunitarias celulares por AS03 inducidas por vacunas contra la influenza que contienen una baja dosis de antigeno
(0,5 pg/cepa, 1/30° dosis para seres humanos) y formulada con este coadyuvante de aceite en agua. Para simular la
situacion en seres humanos, se realizd un experimento utilizando ratones cebados con cepas heterosubtipicas.

VI1.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 13)

Se cebaron grupos de 15 ratones C57BI/6 hembra adultos por via intranasal (volumen de 20 pl) el dia 0 con virus de
la influenza trivalente completo, inactivado con formalina (5 ug de HA para cada cepa). Las cepas de cebado
consistieron en variantes de derivacion anteriores (5 ug de HA de H1N1 A/Beijing/262/95, H3N2 A/Panama/2007/99,
B/Shangdong/7/97 inactivadas completas) a las incluidas en la vacuna. Veintiocho dias mas tarde, los ratones se
vacunaron por via intramuscular con una dosis Unica de la vacuna candidata en un volumen total de 50 pl. Los
ratones se inmunizaron con formulaciones que contenian antigenos fraccionados solos (simple fraccionado trivalente)
o formulaciones que contenian antigenos fraccionados coadyuvados con tres dosis de AS03 (completa, 1/2 o 1/5).
Las cepas utilizadas para las inmunizaciones incluyeron antigenos virales H1IN1 A/New Caledonia/20/99, H3N2
A/Nueva York/55/2004, B/Jiangsu/10/2003 (0,5 pg/cepa, 1/30° de la dosis para seres humanos).

Tabla 13

Gr Antigeno/Formulacion Otro tratamiento

1 Fraccionado trivalente/Simple (sin coadyuvante) Cebado heterélogo DO
2 Fraccionado trivalente/AS03 Cebado heterélogo DO
3 Fraccionado trivalente/AS03 1/2 Cebado heterélogo DO
4 Fraccionado trivalente/AS03 1/5 Cebado heterélogo DO
5 PBS Cebado heterélogo DO

VI.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna
Fraccionado trivalente/simple

Las formulaciones para una dosis de 50 ul se preparan extemporaneamente de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4 preparado como se muestra en el
ejemplo 1V) + lote clinico DFLUAO14 de Fluarix (0,5 pg por cepa en la dosis final).

Fraccionado trivalente/ AS03

Las formulaciones para una dosis de 50 ul se preparan extemporaneamente de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4 preparado como se muestra en el
ejemplo V) + lote clinico DFLUAO14 de Fluarix (0,5 ug por cepa en la dosis final) + 25 yl de Emulsién SB62 para la
dosis completa o 12,5 pl de emulsion SB 62 para 1/2 de dosis o 5 pl de emulsién SB62 para 1/5 de dosis. Las
formulaciones se inyectan en el plazo de la hora siguiente al final de la preparacion.

VI1.1.3. Lecturas (Tabla 14)

La respuesta inmunitaria celular se someti6 a ensayo 7 dias después de la inmunizacion mediante tincion de
citocinas intracelulares.
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Tabla 14
Lectura Punto temporal Tipo de muestra Método de analisis
Respuesta celular D35 PBMC ICS

VI.2. Resultados
VI.2.1. Inmunidad celular

Los resultados se presentan en la Figura 8. Se observaron respuestas de células T CD4+ marginalmente superiores
en ratones inmunizados con vacuna fraccionada trivalente con coadyuvante AS03 (dosis completa o 1/2) en
comparacion con los ratones inmunizados con simple fraccionada trivalente. En comparacién con la respuesta
inducida en ratones inmunizados con simple fraccionada trivalente o coadyuvada con una dosis completa o media
dosis de AS03, se observaron respuestas celulares superiores cuando los ratones se inmunizaron con la fraccionada
trivalente coadyuvada con 1/5 de la dosis de AS03.

VI.3. Resumen de resultados y conclusiones

En conclusiéon, se observd un aumento minimo de las respuestas de células T CD4+ en animales con cebado
heterosubtipico cuando se utilizaron vacunas con coadyuvante AS03 en comparacion con la vacuna simple. No se
observo respuesta a la dosis de coadyuvante en este experimento y, de hecho, 1/5 de la dosis de AS03 indujo
frecuencias mas altas de células T CD4+ especificas de antigeno que las observadas con dosis de coadyuvante mas
altas. En general, estos datos no concuerdan con otros experimentos preclinicos y pueden sugerir un problema
técnico con este experimento en particular.

Ejemplo VIl - Evaluacion preclinica de vacunas de H5N1 fraccionadas con coadyuvante y sin coadyuvante
(que comprenden diversas dosis de coadyuvante AS03 y antigeno) en ratones C57BIl/6 no tratados
previamente

VII.1. Disefio experimental y objetivo

Se realizaron experimentos en ratones no infectados con H5N1 para evaluar el aumento de las respuestas
inmunitarias humoral y celular por AS03 inducido por las vacunas fraccionadas de H5N1 formuladas con este
coadyuvante de aceite en agua. En caso de una pandemia, se espera que toda la poblacion mundial no se haya
expuesto inmunolégicamente con anterioridad a la nueva cepa de influenza pandémica circulante. Debido a este
estado sin exposicion inmunoldgica previa, una vacuna pandémica probablemente requerira dos dosis de vacuna
para proteger a los individuos de infecciones y enfermedades graves causadas por una nueva cepa de influenza.
Para representar esta falta de exposicién previa, se desarrollé un modelo de ratdén que no se habia sometido a
tratamiento previo para evaluar la inmunogenicidad de la vacuna.

VII.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 15)

Se inmunizaron grupos de 15 ratones C57BI/6 sin tratamiento previo hembra adultos los dias 0 y 28 con la vacuna
pandémica H5N1 candidata por via intramuscular en un volumen total de 50 pl. Los ratones se inmunizaron con
formulaciones que contenian antigenos H5N1 fraccionados solos (simple fraccionado H5N1) o formulaciones que
contenian antigenos fraccionados coadyuvados con diferentes dosis de AS03 (doble, completo, 1/2 o 1/5). Las cepas
utilizadas para las inmunizaciones incluyeron el antigeno viral H5N1 A/Vietnam/1194/04 (1,5 o 0,38 ug/cepa
correspondiente a 1/10° de la dosis para seres humanos).

No se realiz6 formulacién con una dosis doble de AS03, sino mas bien una inyeccién concomitante de una dosis de
50 ul de H5N1 fraccionado/AS03 completo + una dosis de 50 ul de AS03.

Tabla 15

Gr Antigeno/Formulacion Dosis de antigeno
1 H5N1 fraccionado/simple (sin coadyuvante) 1,5 ug

2 H5N1 fraccionado/dosis doble AS03 1,5 ug

3 H5N1 fraccionado/AS03 1,5 ug
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Gr Antigeno/Formulacion Dosis de antigeno
4 H5N1 fraccionado/AS03 1/2 1,5 ug

5 H5N1 fraccionado/AS03 1/5 1,5 ug

6 H5N1 fraccionado/Simple (sin coadyuvante) 0,38 ug

7 H5N1 fraccionado/dosis doble AS03 0,38 ug

8 H5N1 fraccionado/AS03 0,38 ug

9 H5N1 fraccionado/AS03 1/2 0,38 ug

10 H5N1 fraccionado/AS03 1/5 0,38 ug

11 PBS

VIl.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna

Preparacion de un litro de Tampoén a Granel Final (PBS pH 7,2 + 0,2): a 0,800 | de agua para inyectables, afadir
NaCl 7,699 g, KCI 0,200 g, MgCl; x 6H20 0,100 g, Na,HPO. x 12 H,O 2,600 g, KH,PO, 0,373 gramo. Después de la
solubilizacion, ajustar a 1,0 L con agua para inyectables.

H5N1 fraccionadolsimple
Preparacion de una dosis de 50 pl:

Se afiaden tiomersal (cantidades teniendo en cuenta su concentracién en la cepa) y Triton X100 al Tampon a Granel
Final. No se afiade Tween 80 ya que el objetivo de contenido en la formulacion se alcanza por la concentracion de
Tween de la cepa. Las concentraciones finales son de 10 pyg/ml para tiomersal, 368 ug/ml para Tween 80 y 35 ug/mi
para Triton X100 en la dosis de formulacién de 1,5 pg. Son de 10 pg/ml para tiomersal, 93 ug/ml para Tween80 y 8,9
pg/ml para Triton X100 en la dosis de formulaciéon de 0,38 ug. Después de 5-30 min. de agitacion magnética se
afaden 1,5 o 0,38 pg de HA (cepa H5N1). Las formulaciones se agitan durante 30-60 min. Se controla el pH. Las
inyecciones se producen en el plazo de la hora siguiente al final de la formulacion.

H5N1 fraccionado/lAS03
Preparacion de una dosis de 50 pl:

Se afiaden tiomersal (cantidades teniendo en cuenta su concentracién en la cepa) y Triton X100 al Tampon a Granel
Final. No se afiade Tween 80 ya que el objetivo de contenido en la formulacion se alcanza por la concentracion de
Tween de la cepa. Las concentraciones finales son de 10 pyg/ml para tiomersal, 368 ug/ml para Tween 80 y 35 ug/ml
para Triton X100 en la dosis de formulacién de 1,5 pg. Son de 10 pg/ml para tiomersal, 93 ug/ml para Tween80 y 8,9
pg/ml para Triton X100 en la dosis de formulacién de 0,38 ug. Después de 5-30 min. de agitacion magnética se
afaden 1,5 0 0,38 ug de HA (cepa H5N1). Después de 30-60 min. de agitacion magnética, se afiaden 250 12,505
pl de emulsion SB62. Las formulaciones se agitan durante 30-60 min. Se controla el pH. Las inyecciones se producen
en el plazo de la hora siguiente al final de la formulacion

VII-1.3. Lecturas (Tabla 16)

La respuesta inmunitaria humoral se midié 14 dias después de la inmunizacién (10 ratones/grupo) mediante titulos de
anticuerpos anti-lg, 1IgG1 e IgG2b (Figura 9, A-F). La respuesta inmunitaria humoral también se midi6 21 dias
después de la inmunizacién (10 ratones/grupo) mediante el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién anti-H5N1
(Figura 10, A-B).

La respuesta inmunitaria celular se sometié a ensayo 6 dias después de la inmunizacion (5 conjuntos de 3 ratones
por grupo) mediante tincién con citocina intracelular (ICS) de células T CD4+ especificas de antigeno numeradas por
citometria de flujo (Figura 11, A-B).
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Tabla 16

Lectura Punto temporal Tipo de muestra Método de analisis
Respuesta humoral D39 Sueros ELISA, isotipos y titulos HI
Respuesta celular D34 PBMC ICS

VIl.2. Resultados
VIl.2.1. Respuesta inmunitaria humoral: ELISA e isotipos.
Los resultados se presentan en la Figura 9.

En cada dosis de vacuna fraccionada de H5N1, todos los grupos con coadyuvante indujeron mayores titulos de
anticuerpos anti-H5N1 Ig, IgG1 e IgG2b en comparaciéon con la vacuna fraccionada sin coadyuvante de H5N1
(Figuras 9A a F).

En cada dosis de vacuna fraccionada de H5N1; la respuesta del anticuerpo IgG1 anti-H5N1 fue 4-5 veces mayor que
la respuesta del anticuerpo IgG2b anti-H5N1 (Figuras 9C a F). Con una dosis de 1,5 ug de HA de vacuna fraccionada
de H5N1 y combinada con cada dosis de coadyuvante, no se observaron diferencias de las respuestas de
anticuerpos Ig, IgG1 e IgG2b anti-H5N1 (Figuras 9-A, Cy E).

Con una dosis de 0,38 pg HA de vacuna fraccionada de H5N1, se obtuvo una tendencia a mayores titulos de Ig anti-
H5N1 después de la inmunizaciéon con vacuna fraccionada de H5N1 coadyuvada con una dosis doble completa en
comparacion con la respuesta inducida por vacuna fraccionada de H5N1 con coadyuvante AS03/2 (p = 0,7315) y
AS03 1/5 (p = 0,9744) (Figura 9-B). Esta tendencia también se observé para la respuesta de anticuerpos 1gG1 anti-
H5N1 (Figura 9-D). Sin embargo, la potencia no fue suficiente para observar una diferencia estadisticamente
significativa (25% de potencia para una diferencia de 1,7 veces, o 47% para una diferencia de 2 veces).

VIl.2.2. Respuesta inmunitaria humoral: titulos de HI.
Con una dosis de 1,5 ug de HAlratones:

A cada dosis de coadyuvante, todos los ratones inmunizados con vacuna fraccionada de H5N1 con coadyuvante
ASO03 indujeron titulos de HI mas altos en comparacion con la respuesta obtenida en ratones inmunizados con la
vacuna fraccionada de H5N1 sin coadyuvante (Figura 10-A). No se observaron diferencias de titulos de HI cuando la
vacuna fraccionada de H5N1 se coadyuvo con un intervalo de dosis de AS03 (Figura 10-A).

Con una dosis de 0,38 ug de HA/dosis

A cada dosis de coadyuvante, todos los ratones inmunizados con vacuna fraccionada de H5N1 con coadyuvante
ASO03 indujeron titulos de HI superiores en comparacion con la respuesta obtenida en ratones inmunizados con la
vacuna fraccionada de H5N1 sin coadyuvante (Figura 10B).

Se observaron titulos de HI significativamente mayores con la vacuna fraccionada de H5N1 coadyuvada con una
dosis doble completa de AS03 en comparacién con la respuesta obtenida con la vacuna fraccionada de H5N1
coadyuvada con AS03/2 (p = 0,032 para una diferencia de 4 veces) (Figura 10B).

No se observo diferencia de titulos de HI en ratones inmunizados con vacuna fraccionada de H5N1 coadyuvada con
una dosis doble completa de AS03 o una dosis completa de AS03 o entre ratones inmunizados con vacuna
fraccionada de H5N1 coadyuvada con AS03/2 o AS03/5 (Figura 10B).

Comparacion entre dosis de antigeno (1,5 ug o 0,38 ug):

No se observaron diferencias de titulos de HI entre ratones inmunizados con cada dosis de HA de vacuna
fraccionada de H5N1 coadyuvada con AS03, AS03/2 o AS03/5, excepto entre ratones inmunizados con 1,5 ug de HA
de H5N1 fraccionada coadyuvada con AS03/5 y ratones inmunizados con 0,38 pyg de HA de H5N1 fraccionada
coadyuvada con una dosis doble completa de AS03 (Figura 10). Los titulos de HI fueron significativamente mas altos
después de la inmunizacién con 0,38 pg de HA de H5N1 fraccionada coadyuvada con una dosis doble completa de
AS03 en comparacion con la dosis de antigeno mayor combinada con dosis de coadyuvante inferior (1,5 ug de HA
con AS03/5, p = 0,0193 para una diferencia de 4 veces) (Figura 10).
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VII.2.3. Respuesta inmunitaria celular
Los resultados se presentan en la Figura 11.

A cada dosis de vacuna fraccionada de H5N1 (1,5 o 0,38 ug) se observaron respuestas de células T CD4+ mas altas
en ratones inmunizados con vacuna fraccionada de H5N1 coadyuvada con varias dosis de AS03 en comparacion con
ratones inmunizados con la vacuna fraccionada de H5N1 no coadyuvada (Figura 11).

A una dosis de 1,5 yg de vacuna fraccionada de H5N1, una reduccion de las dosis de AS03 correspondié a una
disminucion de las frecuencias de las células T CD4+ (Figura 11A). Sin embargo, a una dosis de 0,38 ug de vacuna
fraccionada de H5N1 no se observé diferencia en las respuestas de células T CD4+ entre diferentes dosis de
coadyuvantes en ratones inmunizados con vacunas fraccionadas de H5N1 con coadyuvante AS03 (Figura 11B).

VIL.3. Resumen de resultados y conclusiones

Los estudios de inmunogenicidad en ratones mostraron que la vacuna fraccionada de H5N1 coadyuvada inducia
respuestas humorales (ELISA anti-H5N1 y titulos de HI) y celulares (células T CD4+) significativamente mayores que
las inducidas por la vacuna fraccionada de H5N1 no coadyuvada.

No se observé ningun efecto de respuesta a la dosis antigénica para la respuesta inmunitaria humoral entre ratones
inmunizados con 1,5 ug y 0,38 pg de vacuna fraccionada de H5N1 con coadyuvante, lo que sugiere que en presencia
de coadyuvante se pueden requerir dosis aun menores de HA para observar un efecto de respuesta a la dosis en
este modelo.

Se observé un fuerte aumento en las respuestas de las células T CD4+ en los ratones que no habian recibido
tratamiento previo cuando se utilizaron las vacunas pandémicas de H5N1 con coadyuvante AS03 en comparacion
con la vacuna simple de H5N1. No se observé ningun impacto de la dilucion de AS03 cuando se utilizé una dosis de
0,38 g de vacuna fraccionada de H5N1 como candidato a vacuna, mientras que se observé una disminucion de las
respuestas de células T CD4 cuando 1,5 ug de vacuna fraccionada de H5N1 se coadyuvaron con la dosis reducida
de ASO03.

Como se observo previamente, no se observaron diferencias en las respuestas inmunitarias humorales y celulares
entre ratones inmunizados con vacuna fraccionada de H5N1 (a cualquier dosis de antigeno) coadyuvada con una
dosis completa de AS03 o con AS03/2. Se detectd cierta mejora de la respuesta inmunitaria cuando se utilizé una
dosis doble completa de AS03 en la formulacion de la vacuna y en consecuencia se detectd una disminucién de la
respuesta inmunitaria cuando se utilizé6 AS03/5 en la formulacién de la vacuna.

En general, los datos referidos en aqui respaldan la potencia de este nuevo sistema coadyuvante en esta formulacion
de vacuna.

Ejemplo VIl - Evaluacion preclinica de vacunas contra la influenza con coadyuvante y sin coadyuvante en
cerdos Large White cebados

VIIL.1. Disefo experimental y objetivo

El experimento en cerdos cebados con influenza se realizé con el fin de evaluar el aumento de las respuestas
humorales mediante vacunas contra la influenza inducidas con AS03 formuladas con este coadyuvante de aceite en
agua.

Los cerdos se utilizaron para evaluar un intervalo de dosis de AS03 en un modelo animal cercano a los seres
humanos. Los cerdos muestran una larga lista de analogias biologicas que establecen que este animal es
fisioldgicamente el mas cercano al hombre con muy pocas excepciones (Douglas R., 1972). Ademas, se observa
comunmente la manifestacion de la infeccion de influenza en cerdos.

VIIl.1.1. Tratamiento/grupo (Tabla 17)

Se cebaron grupos de 10 cerdos hembra Large White adultos el dia O con virus de la influenza trivalente completo,
inactivado con formalina (25 pug de HA para cada cepa) por via intranasal en un volumen total de 200 pl. Las cepas
de cebado consistieron en cepas homologas a cepas vacunales (25 ug de HA de H1IN1 A/New Caledonia/20/99,
H3N2 A/Panama/2007/99 y B/Shangdong/7/97 inactivados completos). Veintiocho dias después, los cerdos se
vacunaron por via intramuscular con una dosis Unica de la vacuna candidata en un volumen total de 500 pl. Los
cerdos se inmunizaron con formulaciones que contenian antigenos fraccionados solos (simple fraccionada trivalente)
o formulaciones que contenian antigenos fraccionados coadyuvados con un intervalo de dosis de AS03 (completa,
1/2 o 1/5). Las cepas utilizadas para las inmunizaciones incluyeron antigenos virales H1N1 A/New Caledonia/20/99,
H3N2 A/Panama/2007/99 y B/Shangdong/7/97 (15 ug de HA para las cepas H1N1 A/New Caledonia/20/99, H3N2
A/Panama/2007/99 y 17,5 ug para la cepa B/Shangdong/7/97 como en una dosis para seres humanos).

Grupos (10 cerdos/grupo):
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Tabla 17

Gr Antigeno/Formulacion Otro tratamiento

1 Fraccionado trivalente/Simple (sin coadyuvante) Cebado heterélogo DO
2 Fraccionado trivalente/AS03 Cebado heterélogo DO
3 Fraccionado trivalente/AS03 1/2 Cebado heterélogo DO
4 Fraccionado trivalente/AS03 1/5 Cebado heterélogo DO

VIIl.1.2. Preparacion de las formulaciones de vacuna
Fraccionado trivalentel simple

Se preparé una Premezcla de Tween 80, Triton X100 y Succinato de vitamina E (VES) para alcanzar una
concentracion final en la vacuna de 750 ug/ml de Tween 80, 110 yg/ml de Triton X100 y 100 yg/ml de VES. Las
cantidades utilizadas en la premezcla tienen en cuenta su contenido en las cepas.

La formulacion de una dosis de 500 pul se prepara de forma extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4 preparado como se muestra en el
ejemplo IV) + Premezcla, 5 min de agitacién magnética a temperatura ambiente, + 15 ug de HA de la cepa H1N1, 10
min. de agitacién magnética a temperatura ambiente, + 15 ug de HA de la cepa H3N2, 10 min de agitacion magnética
a temperatura ambiente, + 17,5 g de HA de la cepa B, 15 min. de agitacion magnética a temperatura ambiente. Las
formulaciones se inyectan en el plazo de la hora siguiente al final de su preparacion.

Fraccionado trivalente/ AS03

Se preparé una Premezcla de Tween 80, Triton X100 y Succinato de vitamina E (VES) para alcanzar una
concentracion final en la vacuna de 750 ug/ml de Tween 80, 110 yg/ml de Triton X100 y 100 yg/ml de VES. Las
cantidades utilizadas en la premezcla tienen en cuenta su contenido en las cepas.

La formulacion de una dosis de 500 pl se prepara de forma extemporanea de acuerdo con la siguiente secuencia:
Agua para inyectables + Tampon salino (PBS concentrado 10 veces, pH 7,4 preparado como se muestra en el
ejemplo IV) + Premezcla, 5 min de agitacién magnética a temperatura ambiente, + 15 ug de HA de la cepa H1N1, 10
min. de agitacion magnética a temperatura ambiente, + 15 ug de HA de la cepa H3N2, 10 min. de agitacion
magnética a temperatura ambiente, + 17,5 yg de HA de cepa B, 15 min. de agitacion magnética a temperatura
ambiente, + 250 ul de emulsién SB62 para dosis completa de AS03 o 125 ul de emulsiéon SB62 para 1/2 de la dosis
de ASO03 o 50 pl de emulsion SB62 para 1/5 de la dosis de AS03, 15 min. de agitacién magnética a temperatura
ambiente. Las formulaciones se inyectan en el plazo de la hora siguiente al final de su preparacion.

VIII.1.3. Lecturas (Tabla 18)

La respuesta inmunitaria humoral a la vacunacion se midié antes del cebado intranasal (dia 0), antes de la
inmunizacion (dia 28) y 14 dias después de la inmunizacion (10 cerdos/grupo). Las muestras de suero se analizaron
mediante el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HI).

Tabla 18
Lectura Punto temporal Tipo de muestra Método de analisis
Respuesta humoral DO, D28, D42 Sueros IHA

VIIl.2. Resultados y conclusiones
VIIl.2.1. Inmunidad humoral

Los resultados se presentan en la Figura 12. Cualquiera que sea la dilucién del coadyuvante, las formulaciones
fraccionadas trivalentes con coadyuvante AS03 indujeron una respuesta de HI mas fuerte a todas las cepas que la
formulacion trivalente simple en este modelo de cebado homdlogo, aunque no siempre se alcanzé la significacion
estadistica para las tres cepas. Se observé un efecto de dosis coadyuvante con ligeras diferencias de una cepa a
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otra. Para cepas menos inmunogénicas tales como B/Shangdong, solo la vacuna fraccionada trivalente coadyuvada
con una dosis completa de AS03 fue significativamente diferente de la vacuna simple. En contraste con la vacuna
fraccionada trivalente coadyuvada con una dosis completa de AS03, una dosis reducida de AS03 no pudo aumentar
los titulos de HI para las tres cepas por encima de los observados con la vacuna simple.

Ejemplo IX
Inmunogenicidad de los antigenos dPly-PhtD-PD coadyuvados con AS03 a diferentes diluciones.
IX.1 Experimento Lims 20080257

dPly (neumolisina destoxificada) y PhtD (proteina de la triada de polihistidina D) son proteinas de Steptococcus
neumoniae mientras que PD es la proteina D de Haemophilus influenzae. Se inmunizaron ratones C57bl por via
intramuscular tres veces (Dia 0, 14 y 28) con 1/10 de una dosis para seres humanos de dos lotes clinicos liofilizados
de dPly-PhtD-PD (DSPEAQOO5A y 006A) con coadyuvante AS03A (250 ug de SB62) (Grupos 1y 2). Se utilizoé un lote
preclinico liquido de dPly-PhtD-PD en ASO3A como vacuna de referencia (Grupo 3). También se evaluo el lote clinico
DSPEAOQ05 reconstituido con AS03B (125 ug de SB62) y AS03C (62,5 ug de SB62) (Grupos 4 y 5). Finalmente, los
dos lotes clinicos liofilizados reconstituidos con solucién salina se inyectaron como comparadores para medir €l
efecto del coadyuvante sobre la respuesta inmunitaria inducida contra los antigenos dPly, PhtD y PD (Grupos 6 y 7).

Los ratones se sangraron el dia 42 y se midio la respuesta de anticuerpos dirigida contra cada antigeno mediante
ELISA. Los datos se presentan en la Figura 13 como GMC en pg/ml.

Se demostro la consistencia de los dos lotes clinicos de dPly-PhtD-PD (DSPEAO05A y 006A). No se mostré impacto
de la liofilizacion (Grupo 1 y 2 frente a Grupo 3). Se indujeron titulos de anticuerpos significativamente mayores
contra todos los antigenos mediante las formulaciones de AS03 (Grupos 1 a 5) en comparacion con las
formulaciones sin coadyuvante (Grupos 6 y 7). Excepto por PD en la formulacion AS03C (Grupo 5), no se observé
diferencia significativa en los titulos de anticuerpos inducidos contra cada antigeno por la formulaciéon que contenia
diferentes concentraciones de coadyuvante (Grupos 1, 4 y 5).

IX.2 Experimento Lims 20080334-20080340

Se inmunizaron ratones C57bl por via intramuscular tres veces (Dia 0, 14 y 28) con 1/10 de una dosis para seres
humanos de los lotes clinicos liofilizados dPly-PhtD-PD (DSPEAO06A) a diferentes concentraciones (15-15-15; 30-30-
30 y 60-60-60 ug) y reconstituidos en solucién salina o con coadyuvante AS03A (250 ug de SB62), AS03B (125 ug
de SB62) y AS03C (62,5 ug de SB62). Los ratones se sangraron el dia 42 y se midi6 la respuesta de anticuerpos
dirigida contra cada antigeno mediante ELISA. Los datos se presentan en la Figura 14 como GMC en pg/ml.

Se mostré un aumento significativo de los titulos de anticuerpos dirigidos contra todos los antigenos en la formulacion
que contiene AS03 (Grupos 1 a 9) en comparacion con las formulaciones que contienen solo solucion salina (Grupos
10 a 12). No se observé un impacto claro de la dosis de antigeno en la respuesta inmunitaria dirigida contra cada
antigeno. No se observo un impacto significativo de la dilucion de coadyuvante sobre la respuesta de anticuerpos
dirigida contra dPly y PhtD. Para PD, se observé una diferencia significativa entre ASO3A y C a la concentracion de
antigeno de 3 y 6 ug.

Lista de secuencias

<110> GlaxoSmithKline Biologicals S.A.
<120> Vacuna

<130> VB62920

<160> 6

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Coadyuvante

<400> 1
dtccatgacg ttcctgacgt t 21
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<210> 2

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Coadyuvante

<400> 2

dtctcccage gtgegecat
<210> 3

<211> 31

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Coadyuvante

<400> 3
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19

daccgatgac gtcgccggtg acggcaccac g 31

<210> 4

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Coadyuvante

<400> 4

dtcgtcgttt tgtcgttttg tcgtt
<210>5

<211> 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Coadyuvante

<400> 5

dtccatgacg ttcctgatge t
<210> 6

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Coadyuvante

<400> 6

dtcgacgttt tcggcgegeg ccg

25

21

23
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidon inmunogénica que comprende un PhtD neumocdcico no conjugado y una neumolisina
neumocdcica no conjugada, y una composicion coadyuvante que consiste en una emulsién de aceite en agua, en
donde dicha emulsion de aceite en agua consiste en 2 - 3 mg de aceite metabolizable, 1-3 mg de tocol y 0,1 - 4 mg
de agente emulsionante por dosis para seres humanos y el aceite y el agente emulsionante estan en un vehiculo
acuoso, en donde el volumen de la composicion de vacuna dosis esta entre 0,4 y 1,5 ml.

2. Una composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el volumen de la dosis es de 0,5 ml.

3. Una composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en donde la emulsién de aceite en agua
comprende 0,3-4, 0,4-3, 0,4-1,2 0 2-3 mg de agente emulsionante, por dosis para seres humanos.

4. Una composicion inmunogénica de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, en donde el aceite metabolizable es
escualeno.

5. Una composicion inmunogénica como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, en donde el tocol es
alfa-tocoferol.

6. Una composicién inmunogénica como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, en donde el agente
emulsionante es monooleato de polioxietilensorbitan.

7. Una composicion inmunogénica como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-6 que tiene gotitas de
aceite de las cuales al menos 70%, segun la intensidad, son menores de 500 nm de diametro.

8. Una composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en la
terapia profilactica o la terapia de infeccién neumocdcica o enfermedad neumocadcica.

9. El uso de una composiciéon inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la
fabricacion de un medicamento para su uso en la terapia profilactica o terapia de infeccion neumocdcica o
enfermedad neumocdcica.
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FIG. 1 - Titulos medios geométricos (GMT) para anticuerpos anti-HA en diferentes momentos
puntuales (cohorte ATP para la inmunogenicidad)
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FIG. 2 - SPR para titulo de anticuerpos HI con intervalo de confianza de 95% el dia 0
y el dia 21 (cohorte ATP para la inmunogenicidad)
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FIG. 3 - SCR para titulo de anticuerpos HI con intervalo de confianza de 95% el dia
21 (cohorte ATP para la inmunogenicidad)
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FIG. 4 - SCF para titulo de anticuerpos HI con intervalo de confianza de 95% el dia
21 (cohorte ATP para la inmunogenicidad)
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FIG. 5 Ensayo de Inhibicion de Hemaglutinina (GMT +/- IC95) en ratones BALB/c cebados
con cepas heterosubtipicas (intervalo de dosis AS03)
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Fig. 5B - Titulos de HI Anti-A/Panama/2007/99
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Fig. 5C - Titulos de HI Anti-B/Shandong/7/87
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FIG. 6 Ensayo de Inhibicion de Hemaglutinacion {GMT +/- IC95) en ratones C57Bl/6
cebados con cepas heterosubtipicas (intervalo de dosis A503)
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FIG. 7 Respuesta inmunitaria celular {células T CD4+) en PBMC de ratones C57Bl'6
cebados con cepas heterosubtipicas (intervalo de dosis ASD3)
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FIG. 8 Respuesta inmunitaria celular {células T CD4+) en PBMC de ratones C57BIi6
cebados con cepas heterosubtipicas e inmunizados con antigeno de dosis baja
(0,5 pg ) coathuvados con un intervalo de dosis de AS03
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FIG. 9 Titulos de ELISA de Ig en suero especifica de H5N1 {4 v B) ¥ respuestas isotipicas
de IgG1 (C v D) e lgG2h {E v F) anti-H5N1 el dia 14 después de la inmunizacion
(GMT +i- IC95) para dos dosis de antigeno diferentes: 1,5 pg (4, CyvEj)o 0,38 pg
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Fig. 9C
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Fig. SE

:

Punto medio de ELISA anti-AH5N1: respuesta lgG2h

21N

HE M1 H& M1 HEMNA HE M HE M1 PB
fraccionado faccionado fraccionadoraccionada fracionado
simple 2x AE0E ASDE ADOER  ARDEE

(1.5pg) (,5ug) (1,5pg) (1,5ug) (1.5ug)

:

:

Punto medio de ELISA {GMT +/- IC95)

=

aF

_n
&

30000 Punto medio de ELISA anti-AH5N1: respuesta lgG2b

25000

15000
10000
5000
0 —=

HEM1 HER A HEMA HEM1 HEMA PBS
fraccionado faccionado fracoionado Faccionado fracionado

simple 2w AE0E AG0E AG0E2 ARDEES
(0,38 pug) (0,38 pg) (0,38 pg) (0,38 pg) (0,38 pg)

Punto medio de ELISA {GMT +/- IC95)

51



ES 2678 694 T3

FIG. 10 Ensayo de inhibicidn de hemaglutinacion (GMT +1- 1C95) el dia 21 después
de la inmunizacion (GMT +i- IC95) para dos dosis de antigeno diferentes:
1,5 ug (A)o 0,389 (B)
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FIG. 11 Respuesta inmunitaria celular (células T CD4+) en ratones C57Bl'G
no sometidos a tratamiento previo inmunizados con difrentes dosis de
vacuna HaW1 (1,5 19 o 3,8 P9 ) coachanrada con un intervalo de dosis
de ASO3: (A) 1,5 pg de Ag o (B) 0,38 pg de Ag.
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Fig. 11B
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FIG. 12 Ensayo de Inhibicion de Hemaglutinacion (GMT +i- IC95) en cerdos cebados con
cepas homologas (intervalo de dosis de AS03)
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Figura 13 Resultados de ELISA que muestran una respuesta inmunitaria contra
proteinas de S. pemanonize en diferentes diluciones de AS03
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C. Respuestas inmunitarias contra Pht D
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Figura 14 Resultados de ELISA que muestran respuestas inmunitarias contra proteinas de S. pneumoniae
en diferentes diluciones de AS03
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C. Respuestas inmunitarias contra PhtD

20080340 y 200803340: titulos de anticuerpos anti-PhtD (Post Il1)
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