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Mejoras en la preparacion de antigenos en vacuna de  virus de la gripe

Descripcion

AMBITO TECNICO

[0001] Esta invencién se encuentra en el ambito de la preparacion de la vacuna contra la gripe.
TECNICA ANTERIOR

[0002] Actualmente, las vacunas de uso general contra la gripe se describen en los capitulos 17 y 18 de la referencia
1. Se basan en virus vivos o virus inactivados y las vacunas inactivadas pueden basarse en virus completos, virus
fraccionados o en antigenos de superficie purificados (que contienen hemaglutinina y también, normalmente,
neuraminidasa).

[0003] Se conocen una gran variedad de diferentes procedimientos para la preparacion de ambas vacunas
fraccionadas y contra el antigeno de superficie. Por ejemplo, en las referencias 2-8 se divulgan varios
procedimientos de fraccionamiento y en las referencias 9-14 se divulgan diferentes métodos para la preparacién de
vacunas contra el antigeno de superficie.

[0004] [Pagina 1a]

[0005] Uno de los objetivos de la invencién consiste en proporcionar mas y mejores métodos para la preparacion de
vacunas fraccionadas y contra el antigeno de superficie. [Pagina 1b]

DIVULGACION

[0006] Los avances de los procesos ya existentes para la preparacion de la vacuna contra antigenos, a partir de los
virus desintegrados de la gripe que se divulgan aqui.

Modificacién del momento en el uso del detergente

[0007] En un proceso de purificacion ya existente, los viriones de la gripe se exponen ante un primer detergente
(p.€j., un polisorbato como el polisorbato 80) antes de fraccionarse por un segundo detergente (p.ej., CTAB). El
primer detergente se utiliza antes de la inactivacién del virus mientras que el segundo detergente se afiade después
de la inactivacion. Mas tarde en el proceso, se saca el segundo detergente pero el primer detergente permanece y
de este modo facilita la solubilidad del antigeno.

[0008] En comparacién y segun un aspecto de la presente divulgacion, el primer detergente se utiliza méas tarde en
el proceso y, en particular, después de que el segundo detergente ya haya sido utilizado para el fraccionamiento de
los viriones. Este cambio en el momento y en el orden se ha venido asociando con un incremento de 20 veces en el
rendimiento del antigeno, en particular con un subtipo H5 del virus de la gripe A.

[0009] Por tanto, la divulgaciéon proporciona un proceso para alterar los viriones de la gripe y que comprende las
fases de:

(i) obtencién de una composicion formada por los viriones de la gripe en ausencia de detergente,

(ii) inactivacién de los viriones de la gripe en ausencia de detergente;

(iif) fraccionamiento de los viriones inactivados con un reactivo formado por un primer detergente e

(iv) intercambio del primer detergente por un segundo detergente. La fase del intercambio del detergente puede
producirse en cualquier momento después de la fase del fraccionamiento pero lo ideal es que se produzca antes de
la fase de la captura del virién, p.ej., por un proceso seleccionado a partir de la captura por afinidad, pseudo captura
por afinidad, cromatografia o adsorcion (véase mas abajo). Por tanto, el segundo detergente puede afiadirse
después del fraccionamiento.

[0010] La técnica anterior incluye también el W094/19013. Esto divulga, entre otras cosas, unas posibilidades para
la preparacion de una vacuna contra la gripe de virus fraccionados que comprende las fases de: (i) inoculacion de
los huevos con virus, recogida de fluido alantoideo, obtencion de un sedimento que contiene virus, resuspension de
dicho sedimento, concentracion de virus, adicion de un tampén fosfato; (ii) alteracién de dicho concentrado de virus
completo con sodio deoxicolato, concentracién de hemaglutinina, adicion de un tampo6n fosfato que contiene
tiomersal y Tween 80 para diluir dicha fraccion, filtracion de dicha fracciébn para obtener material de virus
fraccionado; (iii) incubacion que permite la inactivacién de los virus, adicion de un tampon fosfato que contiene
tiomersal y Tween 80 y adicion de formaldehido. Se pueden llevar a cabo mas ultrafiltraciones o filtraciones del
material asi obtenido.

[0011] La técnica anterior incluye también el W0O2007/052059. Esta divulga, entre otras cosas, mas posibilidades
para la preparacion de virus fraccionados de la gripe mediante: (i) la recogida de viriones vy (ii) el tratamiento de los
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viriones con detergente que puede conllevar el uso consecutivo de sodio deoxicolato y formaldehido y donde el
fraccionamiento puede tener lugar durante la purificaciéon inicial de viriones. Los viriones fraccionados pueden
reaccionar en sodio tamponado de fosfato y cloruro sédico isoténico.

RESUMEN DE LA INVENCION
[0012] La presente invencion describe lo siguiente:

1. Un proceso para alterar los viriones de la gripe y que comprende las fases de: (i) obtencion de una
composicion formada por los viriones de la gripe en presencia de un tampon fosfato; (ii) inactivaciéon de los viriones
de la gripe en presencia de un tampon fosfato y (iii) fraccionamiento de los viriones inactivados en presencia de un
tampon fosfato.

2. El proceso del apartado 1 que comprende mas fases de: (i) obtencion de la composicién formada por los
viriones de la gripe en ausencia de detergente; (ii) inactivacion de los viriones de la gripe en ausencia de detergente;
(i) fraccionamiento de los viriones inactivados con un reactivo formado por un primer detergente con una fuerza
i6nica de 100 mM o mas e (iv) intercambio del primer detergente por un segundo detergente.

3. El proceso del apartado 2 donde la fase de la obtencién de la composicion formada por los viriones de la
gripe comprende: (i) la obtencién de un medio liquido que contiene viriones de la gripe; (ii) opcionalmente, la
concentracion del medio; (iii) la diafiltracion del medio liquido para proporcionar un viribn que contenga material
retenido y que incorpore un tampoén de baja conductividad y (iv) captura de viriones del material retenido mediante
un proceso seleccionado a partir de la captura por afinidad, pseudo captura por afinidad, cromatografia o adsorcion.

4. Un proceso para la preparacion de una vacuna contra la gripe que comprenda la alteracién de los viriones
de la gripe, segun el proceso que se recoge en cualquiera de los apartados 1-3.

5. El proceso de cualquier apartado anterior donde los viriones de la gripe proceden del virus de la gripe A.

6. El proceso de cualquier apartado anterior donde los viriones de la gripe proceden del virus de la gripe A de
hemaglutinina del subtipo H5

7. El proceso de cualquier apartado anterior donde los viriones de la gripe se preparan a partir de huevos o de
cultivo de células de mamiferos.

8. El proceso de cualquiera de los apartados del 4 al 7 donde la vacuna es una vacuna trivalente.

9. El proceso de cualquiera de los apartados del 4 al 9 donde la vacuna contiene 7,5 pg de hemaglutinina por
cepa.

10. El proceso de cualquiera de los apartados del 4 al 8 donde la vacuna contiene alrededor de 15 pg de
hemaglutinina por cepa.

11. El proceso de cualquiera de los apartados del 4 al 10 donde la vacuna contiene un adyuvante.

12. El proceso del apartado 11 donde el adyuvante esta formado por una emulsion de aceite en agua.

[0013] Pero antes de la captura del viridon. Tras la captura del virién, pueden afiadirse mayores cantidades del
segundo detergente, especialmente si la cantidad del segundo detergente previamente afiadido fuera inferior a 1,5
g/L.

[0014]Los viriones disgregados obtenidos mediante este proceso pueden utilizarse para la preparacién de vacunas
contra la gripe.

[0015] En un proceso para alterar los viriones de la gripe, la divulgacién también proporciona unos avances
consistentes en: la inactivacion de los viriones de la gripe en ausencia de detergente, el fraccionamiento de los
viriones inactivados con un reactivo formado por un primer detergente y el intercambio, tras el fraccionamiento, del
primer detergente por un segundo detergente.

[0016] En el apartado alternativo del primer aspecto, el segundo detergente se afiade tras la inactivacion pero antes
del fraccionamiento. Por tanto, la divulgacidon proporciona un proceso para alterar los viriones de la gripe que
comprende las fases de: (i) obtencién de una composicion formada por los viriones de la gripe en ausencia de
detergente; (ii) inactivacion de los viriones de la gripe en ausencia de detergente; (iii) adicion de un segundo
detergente sin el fraccionamiento de los viriones inactivados; (iv) fraccionamiento de los viriones inactivados en
presencia del segundo detergente con un reactivo formado por un primer detergente y (v) extraccion del primer
detergente mientras se mantiene el segundo detergente.

[0017] Los viriones disgregados obtenidos mediante este proceso pueden utilizarse para la preparacion de vacunas
contra la gripe.

[0018] En un proceso para alterar los viriones de la gripe, la divulgacién también proporciona unos avances
consistentes en: la inactivacion de los viriones de la gripe en ausencia de detergente, el fraccionamiento de los
viriones inactivados con un reactivo formado por un primer detergente y en presencia de un segundo detergente y la
extraccion del primer detergente tras el fraccionamiento, mientras se mantiene el segundo detergente.

[0019] En otros apartados alternativos con la modificacion del momento en el uso del detergente, se afiade un
detergente antes de la inactivacion del virion pero después de la fase de la ultrafiltracion y diafiltracion realizadas en
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viriones. Por tanto, la divulgacion proporciona un proceso para alterar los viriones de la gripe que comprende las
fases de: (i) obtenciéon de una composicién formada por los viriones de la gripe en ausencia de detergente; (ii)
realizacién de ultrafiltracién y diafiltracion en la composicion que contiene viriones; (iii) adicion de un detergente a la
composicion que contiene viriones filtrados, sin el fraccionamiento de los viriones e (iv) inactivacion de los viriones
de la gripe. El proceso puede incluir otra fase (v) de fraccionamiento de los viriones inactivados con un detergente. El
detergente utilizado en la fase (v) puede ser diferente al detergente utilizado en la fase (iii). Mayores cantidades del
mismo detergente que se utilizé en la fase (iii) pueden afiadirse después de la fase (v), especialmente si la cantidad
de detergente afiadido en la fase (iii) fuera inferior a 1,5 g/L.

[0020] En los apartados donde se afiaden mayores cantidades de detergente, cuando la cantidad previamente
afnadida fuera inferior a 1,5 g/L, la nueva adiciéon puede tener lugar antes de la fase de una mayor ultrafiltracion y
diafiltracion.

Procedimiento de fraccionamiento mejorado

[0021] Los procedimientos de fraccionamiento para las vacunas contra la gripe implican el tratamiento de viriones
con concentraciones solubilizantes de detergentes. Los detergentes adecuados contienen los polisorbatos (Tweens)
[6], Triton X-100 [6,10,15], cetil trimetil amonio bromuro (CTAB) [9,16] y deoxicolato [2,17].

[0022] En un proceso de purificacion ya existente, los viriones de la gripe se fraccionan mediante exposicion a un
detergente en presencia de 20mM Tris/HCI. En comparacion y segun un aspecto de la presente divulgacion, el
detergente se usa en presencia de un tampon con una mayor fuerza iénica. Por tanto, la divulgacién proporciona un
proceso para alterar los viriones de la gripe que comprende las fases de: (i) obtencién de una composicion formada
por viriones de la gripe y (ii) fraccionamiento de los viriones mediante exposicién a un detergente en un tampon con
una fuerza iénica de 100 mM o mas. Este aumento de la fuerza i6nica se ha venido asociando con un incremento de
20 veces en el rendimiento del antigeno, en particular con un subtipo H5 del virus de la gripe A.

[0023] Los viriones disgregados obtenidos mediante este proceso pueden utilizarse para la preparacion de vacunas
contra la gripe.

[0024] Los tampones utiles tienen una fuerza iénica de al menos 100mM e.g. 2200mM, =300mM, =400mM,
=500mM, =600mM,=700mM, =800mM, etc. Esta mayor fuerza ionica puede obtenerse de varias maneras, p.ej.,
utilizando iones monovalentes (p.ej. NaCl), iones divalentes (p.ej. los sulfatos), iones trivalentes (p.ej. los fosfatos),
etc. El uso de iones trivalentes es la manera mas conveniente de incrementar la fuerza iénica. Un tampon adecuado,
especialmente cuando se utiliza en un CTAB basado en un procedimiento de fraccionamiento, contiene 200mM NacCl
en un tampon fosfato de 50mM pH 7.5. Deberia tenerse cuidado cuando se incremente la fuerza idnica durante el
fraccionamiento, especialmente para virus que han crecido en cultivos de células, con el fin de impedir la
solubilizacion de grandes cantidades de ADN que se mantendran durante las siguientes fases del proceso.

[0025] En un proceso para alterar los viriones de la gripe, la divulgacién también proporciona unos avances
consistentes en: el fraccionamiento de viriones utilizando un detergente en un tampdn con una fuerza iénica de 100
mM 0 mas.

Tampén fosfato

[0026] En un proceso de purificacion ya existente, los viriones de la gripe se conservan antes, durante y después del
fraccionamiento en un tampo6n Tris. En comparacion y segun la invencion, los viriones se conservan antes, durante y
después del fraccionamiento en un tampon fosfato. El cambio de este tampén se ha venido asociando con un
incremento de 20 veces en el rendimiento del antigeno, en particular con un subtipo H5 del virus de la gripe A.

[0027] Por tanto, tal y como se enumera en la reclamacion 1, la invencién forma parte de un proceso para alterar los
viriones de la gripe que comprende las fases de:

(i) obtencién de una composicion formada por viriones de la gripe en presencia de un tampon fosfato; (i) inactivacion
de los viriones de la gripe en presencia de un tampon fosfato y (iii) fraccionamiento de los viriones inactivados en
presencia de un tampdn fosfato.

[0028] Los viriones disgregados obtenidos mediante este proceso pueden utilizarse para la preparacion de vacunas
contra la gripe.

[0029] Los tampones fosfato Gtiles tienen un pH entre 6,5y 8,5, p.gj., entre 7,0 y 8,0 o alrededor de 7,5.

[0030] En un proceso para alterar los viriones de la gripe, la divulgacion proporciona unos avances consistentes en:
la inactivacion y el posterior fraccionamiento de los viriones, ambos en presencia de un tampén fosfato.

Membrana de ultrafiltracion
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[0031] En un proceso de purificacion ya existente, los antigenos de superficie de la gripe, semipurificados y
posteriores al fraccionamiento, se purifican mas mediante la ultrafiltracion y diafiltracion, a través de una membrana
de polietersulfona (PES). En comparacién y segn un aspecto de la presente divulgacion, la ultrafiltracion utiliza una
membrana de celulosa. El cambio de esta membrana, la cual reduce la hidrofobicidad y la retencion de proteinas, se
ha venido asociando con un incremento de 20 veces en el rendimiento del antigeno, en particular con un subtipo H5
del virus de la gripe A.

[0032] Por tanto, la divulgacién proporciona un proceso para purificar los virus y las glicoproteinas de superficie de la
gripe a partir de una mezcla formada por dichas glicoproteinas y que comprende una fase de ultrafiltracién de dicha
mezcla a través de una membrana de celulosa. Las glicoproteinas purificadas obtenidas mediante este proceso
pueden utilizarse para la preparacion de vacunas contra la gripe.

[0033] En un proceso para purificar los virus y las glicoproteinas de superficie de la gripe, a partir de una mezcla
formada por dichas glicoproteinas mediante ultrafiltracion, la divulgacién también proporciona unos avances
consistentes en la utilizacion de una membrana de ultrafiltracion de celulosa.

[0034] Se pueden utilizar varios tipos de membrana de celulosa. Estas pueden basarse en la propia celulosa o en
esteres de celulosa (p.ej. un diacetato, un triacetato, un nitrato, etc) o mezclas de los mismos. Por ejemplo, la
referencia 18 describe membranas con una base no fibrosa, polimérica y microporosa, con una membrana formada
por capas a partir de celulosa y/o acetato de celulosa. La capa de membrana puede tener un grosor de entre 1y 20
mm y puede extenderse dentro de la base microporosa entre unos 5-30 mm. La referencia 19 describe las
membranas asimétricas de ultrafiltracion basadas en triacetato de celulosa que puede sustituirse, opcionalmente, por
hasta un 30% de diacetato de celulosa. La referencia 20 describe las membranas de diafiltracién en forma de fibra
hueca, con una cavidad interior continua hecha de acetato de celulosa o de un derivado de acetato de celulosa.

Introduccién de una fase adicional del proceso ante s de la primera fase de cromatografia

[0035] En un proceso de purificacion ya existente, para separar los viriones de la gripe de la fermentacion del cultivo
de células, los viriones de la gripe se capturan a partir de la recolecciéon del cultivo en una resina. Se ha venido
observando que esa unién a la resina esta incompleta para algunas cepas.

[0036] Segun un aspecto de la presente divulgacién, antes de la fase de la captura la recolecciéon del virus esta
sujeta a una fase de ultra/diafiltracion dentro de un tampdn de baja conductividad. Esta fase inicial puede dar como
resultado un incremento de 10 veces en el rendimiento del antigeno en funcién de la cepa del virus de la gripe y es
especialmente Util para viriones que no se unen al agente de captura.

[0037] Por tanto, la divulgacién proporciona un proceso para tratar un medio liquido que contiene viriones de la gripe
y que comprende una fase de diafiltracion del medio liquido para proporcionar un viribn que contenga material
retenido y que incorpore un tampon de baja conductividad. El material retenido puede, entonces, tener un
tratamiento suplementario, p. €j., captura por afinidad, adsorcion, cromatografia, etc.

[0038] En un proceso para separar los viriones de la gripe de un medio liquido que los contenga, la divulgacién
también proporciona las mejoras consistentes en la diafiltracién del medio liquido para proporcionar un virién que
contenga material retenido y que incorpore un tampén de baja conductividad, antes de la separacion.

[0039] La divulgacion también proporciona un proceso para separar los viriones de la gripe de un medio liquido que
contiene los viriones y que comprende las fases de: (i) diafiltracion del medio liquido para proporcionar un virién que
contenga material retenido y que incorpore un tampén de baja conductividad y luego (ii) captura de viriones a partir
del material retenido, mediante un proceso seleccionado a partir de una captura por afinidad o pseudoafinidad,
cromatografia o adsorcién.

[0040] Los materiales retenidos y los viriones obtenidos mediante estos procesos pueden utilizarse para la
preparacion de vacunas contra la gripe.

[0041] La diafiltracion utiliza unos filtros de membrana permeable para separar los componentes de las soluciones y
suspensiones basadas en su tamafio molecular. Los pequefios componentes pueden pasar a través de la membrana
para constituir un filtrado, siempre que esta sea mayor. La diafiltracion puede utilizarse para reducir la concentracién
de sales, solventes u otras especies de bajo peso molecular en un medio liquido y, opcionalmente, para introducir
nuevas especies (p.ej., para intercambiar tampones). La diafiltracion puede ser continua o discontinua. La
diafiltracion continua implica limpiar las especies originales de bajo peso molecular mediante la adicion a la muestra
de agua o de un tampén a, significativamente, el mismo ritmo al que se ha generado el filtrado. Si se utiliza un
tampon para la diafiltracion, entonces la concentracion del nuevo sal tampon en la muestra se incrementa a un ritmo
inversamente proporcional al de la extraccion de la especies. Al utilizar una diafiltracion continua mayor que el 99.5%
de un soluto 100% permeable puede, habitualmente, extraerse mediante el lavado a través del equivalente al
volumen de seis muestras con el tampén de eleccién. La diafiltracion discontinua diluye una muestra con un volumen
de agua o tampodn y luego se vuelve a concentrar con su volumen original. Con la presente invencion es preferible la
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diafiltracion continua. Habitualmente, la diafiltracion del medio implicara al menos dos (p. €j. 3, 4,5, 6,7, 8,9, 100
mas) volumenes de diafiltracion (p.ej., al menos dos veces el volumen de la muestra al principio de la diafiltracion).

[0042] La diafiltracién puede usar cualquier membrana adecuada (p.gj., PES, celulosas, etc, tal y como se explicaba
mas arriba) en cualquier forma que sea adecuada (p.€j., fibra hueca, cassette, espirales, etc.). La membrana tendra
un limite de interrupcion que retiene los viriones, p.ej. 500kDa

[0043] La fase de diafiltracién puede estar precedida de una fase de ultrafiltracion, p.ej., para concentrar el medio
liquido. Tal concentracion tendra normalmente una concentracién de, al menos, el doble, p.ej., >2 veces, >3 veces,
>4 veces, >5 veces, >10 veces, etc. La ultrafiltracion y concentracion, asi como la diafiltracion posterior pueden
realizarse utilizando los mismos equipos. La concentracion anterior a la diafiltracion resulta ventajosa ya que reduce
el volumen del liquido requerido para completar la diafiltracién.

[0044] Tras la diafiltracion, el material retenido incluye un tampdn de baja conductividad. Los tampones adecuados
incluyen tampones fosfato, tampones Tris/HCI, tampones TES, tampones citrato, tampones borato, tampones
acetato, tampones glicina, etc. El material retenido tendra, habitualmente, una conductividad de menos de 20
mS/cm, p.ej., entre 0,5-10 mS/cm o entre 1,0-1,4 mS/cm. Un tampdn fosfato de 10 mM resulta adecuado.

[0045] La captura de viriones a partir de la diafiltracion del material retenido puede utilizar la captura por afinidad,
pseudo captura por afinidad, cromatografia o adsorcién. Se conocen técnicas adecuadas para los virus de la gripe.
Por ejemplo, la captura por afinidad o la pseudo captura por afinidad se conocen por el uso de la lectina Euonymus
europaeus [21], o por el uso del Sulfato de Cellufine (CS) o columnas sulfatadas de Sephadex. La adsorcion puede
utilizarse p. ej., con polielectrolitos [22], con sulfato de bario [23], con sal de fosfato de calcio [24], etc. Para que
resulte mas provechoso, antes de su uso el material de captura se equilibrara con el tampén de baja conductividad
presente en el material retenido. Por tanto, por ejemplo, una resina de captura puede equilibrarse con 10m M de
tampon fosfato. Puede utilizarse el mismo tampén para lavar el material de captura antes de liberar los viriones
capturados.

Los virus de la gripe

[0046] Las doctrinas aqui recogidas pueden utilizarse cuando se preparen antigenos a partir de cualquier virus
adecuado de la gripe, incluyendo los virus de la gripe de tipos A, B y C. Es especialmente util para el uso con cepas
del virus de la gripe A que pueden contagiar a los humanos.

[0047] Las cepas del virus de la gripe para su uso en vacunas cambia de estacion en estacion. En el actual periodo
interpandémico, las vacunas incluyen, habitualmente, dos cepas de la gripe A (HIN1 y H3N2) y una cepa de la gripe
B, ademas es habitual que existan vacunas trivalentes. Las doctrinas aqui recogidas pueden utilizarse con tales virus
interpandémicos pero también pueden utilizarse con virus a partir de cepas pandémicas (p. €j., cepas para las cuales
el receptor de la vacuna y la poblacion humana en general no han sido, desde el punto de vista inmunolégico,
tratados previamente), en particular con el virus de la gripe A. Por tanto, las doctrinas aqui recogidas pueden
utilizarse con cualquiera de los subtipos de hemaglutinina del virus de la gripe A: H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8,
H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 o H16. Los virus pueden tener, adicionalmente, cualquiera de los subtipos NA:
N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 o N9.

[0048] Las doctrinas son especialmente Utiles con las cepas pandémicas de los virus de la gripe A, como por
ejemplo las cepas H5NL1. Las caracteristicas de una cepa pandémica son: (a) que contiene una nueva hemaglutinina
comparada con las hemaglutininas que actualmente circulan en las cepas humanas, p. €j., una que, durante mas de
una década, no ha sido evidente entre la poblacion humana (p.ej. H2) o que no se ha llegado a ver previamente en
toda la poblaciéon humana(p.ej. H5, H6 0 H9 que solo se han encontrado, generalmente, en las poblaciones de aves),
de tal manera que el receptor de la vacuna y la poblacion humana en general no han sido, desde el punto de vista
inmunoldégico, tratados previamente con cepas de hemaglutinina , (b) que es capaz de transmitirse horizontalmente
entre la poblacién humana y (c) es patégeno para los humanos. Los subtipos de cepas pandémicas H2, H5, H7 o
H9, p. €j., las cepas H5N1, H5N3, HIN2, H2N2, H7N1 y H7N7. Dentro del subtipo H5, un virus puede caer dentro de
un namero de clados, p. €j., clado 1 o clado 2. Seis subclados del clado 2 han venido identificandose con los
subclados 1, 2 y 3 con una distribucién geografica distinta y siendo especialmente relevantes debido a su implicacion
en las infecciones humanas.

[0049] Actualmente, los virus de la gripe B no muestran los diferentes subtipos HA pero las cepas del virus de la
gripe B caen dentro de dos estirpes distintas. Estas estirpes surgieron a finales de los 80 y tienen Has, los cuales
pueden distinguirse antigénicamente y/o genéticamente los unos de los otros [25].Las actuales cepas del virus de la
gripe B pueden ser como cualquiera de las siguientes: B/Victoria/2/87 o B/Yamagata/16/88. Normalmente estas
cepas se distinguen antigénicamente pero las diferencias en las secuencias de aminoacidos también han venido
siendo descritas para distinguir las dos estirpes, p. ej, B/Yamagata/16/88, como las cepas que a menudo tienen
(pero no siempre) HA proteinas con eliminaciones en 164 residuos de aminoacidos, cuya numeracion se refiere a la
secuencia "Lee40" HA [26]. Las doctrinas aqui recogidas pueden utilizarse con antigenos a partir de un virus B de
cualquier estirpe.
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[0050] Los virus de la gripe pueden mitigarse. Pueden ser sensibles a la temperatura y pueden adaptarse al frio. Sin
embargo, estas tres propiedades son mas habituales cuando se preparan virus vivos como un antigeno de vacuna.

[0051] Los virus de la gripe pueden ser resistentes a la terapia antiviral (p. €j., resistentes al Oseltamivir [27] y/o al
Zanamivir), que contienen cepas pandémicas resistentes [28].

[0052] Un virus de la gripe puede ser una cepa recombinante y puede haberse venido obteniendo mediante técnicas
de genética inversas. Las técnicas de genética inversas [p.ej., 29-33] permiten que los virus de la gripe con los
segmentos del genoma deseado puedan prepararse in vitro, utilizando para ello plasmidos. Habitualmente, esto
implica que se manifiesten: (a) unas moléculas de ADN que codifican las moléculas virales ARN deseadas, p. €j., a
partir de los promotores de la encuesta o de los promotores del ARN bacteriéfago polimerasa y (b) unas moléculas
de ADN que codifican las proteinas virales, p. €j., a partir de los promotores de la encuesta, de tal manera que
ambos tipos de ADN se manifiestan en unos plomos celulares para el montaje de un virién infeccioso completo e
integro. El ADN proporciona, preferiblemente, todos los ARN virales, asi como proteinas pero también es posible
utilizar un virus ayudante para proporcionar algunos de los ARN y proteinas.

[0053] Los métodos basados en plasmidos que utilizan plasmidos divididos para producir cada ARN viral pueden
utilizarse [34-36] y estos métodos implicaran también el uso de plasmidos para manifestar todas o algunas de las
proteinas virales (p.gj., solo las proteinas PB1, PB2, PA y NP), llegando a utilizarse hasta 12 plasmidos en algunos
métodos. Para reducir el nimero de plasmidos necesarios, un enfoque reciente [37] combina una pluralidad de
casetes de transcripcién de ARN polimerasa | (para la sintesis de ARN viral) en el mismo plasmido (por ejemplo,
secuencias que codifican 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o todos los 8 segmentos de la gripe A de ARNv), y una pluralidad de
regiones codificantes de proteinas con la RNA polimerasa Il promotores en otro plasmido ( e. g. secuencias que
codifican 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o los 8 influenza A transcritos de ARNm). Los aspectos preferidos del método de
referencia 37 se refieren a: (a) PB1, PB2 y regiones en un unico plasmido PA mRNA que codifica; y (b) todos los 8
segmentos de ARNv de codificacién en un solo plasmido. Incluyendo los segmentos NA y HA de un plasmido y los
otros seis segmentos en otro plasmido también puede facilitar las cosas.

[0054] Promotores Poli tienden a ser especificos de especie, y por lo tanto el promotor puede ser elegido para que
coincida el tipo de célula en el que la genética inversa se lleva a cabo por ejemplo en células caninas se prefiere
utilizar un promotor Poli canino [38,39]. Como una alternativa al uso de promotores Poli para codificar los segmentos
de ARN virales, sin embargo, es posible utilizar promotores de polimerasa de bacteriéfago [40]. Por ejemplo, se
pueden usar convenientemente promotores para la SP6, T3 o T7 polimerasas. Debido a la especificidad de especie
de los promotores de Poli continuacion, promotores de bacteriéfagos pueden ser mas convenientes para algunos
tipos de células, aunque una célula también debe ser transfectadas con un plasmido que codifica la enzima
polimerasa exégena.

[0055] En otras técnicas, es posible utilizar dos promotores y encuestadores para codificar simultaneamente los
ARN virales y los ARNm expresables desde una Unica plantilla [41,42].

[0056] Asi, un virus de influenza A puede incluir uno o mas segmentos de ARN de un / PR / 8/34 del virus A
(normalmente 6 segmentos de A/ PR/ 8/34, con segmentos HA y N siendo de una cepa de vacuna, es decir, un 6: 2
recombinante). También puede incluir uno o0 mas segmentos de ARN de virus A/ WSN / 33 A, o de cualquier otra
cepa del virus Utiles para generar virus reordenados para la preparacion de vacunas. Un virus de influenza A puede
incluir menos de 6 (es decir, 0, 1, 2, 3, 4 0 5) segmentos virales de un /6/60 del virus influenza AA (A / Ann Arbor /
6/60). Un virus de la influenza B puede incluir menos de 6 (es decir, 0, 1, 2, 3, 4 0 5) segmentos virales de un / 1/66
virus de la gripe AA (B / Ann Arbor / 1/66). Tipicamente, una vacuna protege contra una cepa que es capaz de la
transmisiéon de persona a persona, y asi el genoma de la cepa normalmente incluird al menos un segmento de ARN
que se origino el virus de la gripe en un mamifero (por ejemplo, en un ser humano). Puede incluir segmento NS que
se origind en un virus de influenza aviar.

El crecimiento del virus Influenza y la purificacion del virién

[0057] Procesos de la descripcion pueden ser realizados en un material de partida que contiene viriones de la
gripe. Estos viriones pueden ser el producto de crecimiento del virus o bien en huevos (por ejemplo, huevos libres de
patégenos especificos) o en cultivo celular. El método estandar actual para el crecimiento de virus de la gripe utiliza
huevos de gallina embrionados, con el virus se purifico a partir de los contenidos de los huevos (fluido
alantoideo). Mas recientemente, sin embargo, los virus han crecido en cultivo de células animales y, por razones de
velocidad y las alergias del paciente, se prefiere este método de crecimiento.

[0058] Una linea celular usada para cultivar virus de la gripe sera tipicamente de origen mamifero. Células de
mamifero adecuadas de origen incluyen, pero no se limitan a, hAmster, ganado vacuno, primates (incluidos los seres
humanos y monos) y células de perro, aunque no se prefiere el uso de células de primates. Varios tipos de células
se pueden usar, tales como células renales, fibroblastos, células de la retina, células pulmonares, etc. Ejemplos de
células de hamster apropiadas son las lineas celulares que tienen los nombres BHK21 o HKCC. Células de mono
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adecuados son, por ejemplo células de mono verde africano, como las células renales como en la linea celular Vero
[43-45]. Células perro adecuados son, por ejemplo, células de rifién, como en las lineas celulares CLDK y MDCK.

[0059] Por lo tanto lineas celulares adecuadas incluyen, pero no se limitan a:
MDCK; CHO; CLDK; HKCC; 293T; BHK; Vero; MRC-5; PER.C6 [46]; FRhL2; WI-38; etc. lineas celulares adecuadas
estan ampliamente disponibles por ejemplo, de la American Type Culture celular (ATCC) de recogida [47], a partir de
los Coriell Cell Repositories [48], o de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC). Por ejemplo, el ATCC
suministra varias células Vero diferentes con los nimeros de catalogo CCL-81, CCL-81.2, CRL-1586 y CRL-1587, y
suministra células MDCK con el nimero de catdlogo CCL-34. PER.C6 esta disponible en la ECACC bajo el nUmero
de depdsito 96022940.

[0060] Las lineas celulares mas preferidas son aquellas con tipo de mamifero glicosilacién. Como una alternativa
menos preferida a las lineas celulares de mamifero, el virus se puede cultivar en lineas celulares aviares [por
ejemplo, refs. 49-51], incluidas las lineas celulares derivadas de patos (por ejemplo, la retina de pato) o
gallinas. Ejemplos de lineas celulares aviares incluyen células de aves madre embrionarias [49,52] y células de la
retina pato [50]. Las células madre embrionarias aviares adecuados, incluyen la linea celular EBx derivado de
células madre embrionarias de pollo, EB45, EB14 y EB14-074 [53]. Fibroblastos de embrién de pollo (CEF) también
se pueden utilizar. En lugar de utilizar células de aves, sin embargo, el uso de células de mamiferos significa que las
vacunas pueden estar libres de ADN y proteinas de huevo aviar (tales como ovoalbimina y ovomucoide),
reduciendo asi la alergenicidad.

[0061] Las lineas celulares mas preferidos para los virus de influenza en crecimiento son lineas de células MDCK
[54-57], derivados de Madin Darby de rifion canino. La linea original de células MDCK esta disponible en la ATCC
como CCL-34, pero los derivados de esta linea celular también se pueden utilizar. Por ejemplo, la referencia 54
desvela una linea celular MDCK que fue adaptada para el crecimiento en cultivo en suspension (‘(MDCK 33016',
depositado como DSM ACC 2219). Del mismo modo, la referencia 58 describe una linea celular MDCK-derivada que
crece en suspension en cultivo libre de suero ("B-702 ', depositado como FERM BP-7449). La referencia 59 divulga
células MDCK no tumorigénicas, incluyendo 'MDCK-S' (ATCC PTA-6500), 'MDCK-SF101' (ATCC PTA-6501),
'MDCK-SF102' (ATCC PTA-6502) y '"MDCK-SF103 '(PTA-6503). Referencia 60 da a conocer lineas celulares MDCK
con alta susceptibilidad a la infeccién, incluyendo células MDCK.5F1 '(ATCC CRL-12042). Cualquiera de estas
lineas de células MDCK se puede utilizar.

[0062] El virus puede obtenerse en células en cultivo adherente o en suspensién. Culturas microportadores también
se pueden utilizar. En algunas realizaciones, las células asi se pueden adaptar para el crecimiento en suspension.

[0063] Las lineas celulares se cultivan preferentemente en medio de cultivo libre de suero y / o proteina de medios
libres. Un medio se conoce como un medio libre de suero en el contexto de la presente invencién en la que no hay
aditivos de suero de origen humano o animal. Las células que crecen en tales cultivos contienen proteinas naturales
si mismos, sino un medio libre de proteinas, se entiende uno en el que la multiplicacién de las células se produce
con exclusién de proteinas, factores de crecimiento, otros aditivos de proteinas y proteinas no séricas, pero pueden
incluir opcionalmente proteinas tales como tripsina u otras proteasas que puedan ser necesarias para el crecimiento
viral.

[0064] Las lineas celulares que soportan la replicacion del virus de la gripe se cultivan preferentemente por debajo
de 37 °C [61] (por ejemplo, 30 a 36 °C, o en alrededor de 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C) durante la
replicacion viral.

[0065] Los métodos para la propagacion de virus de la gripe en células cultivadas generalmente incluye las etapas
de inocular un cultivo de células con un indculo de la cepa para ser cultivadas, el cultivo de las células infectadas
durante un periodo de tiempo deseado para la propagacién de virus, tales como, por ejemplo, como se determina
por el titulo de virus o la expresion de antigenos (por ejemplo, entre 24 y 168 horas después de la inoculacion) y
recogiendo el virus propagado. Las células cultivadas se inoculan con un virus (medido por PFU o TCID s0) a la
celda proporcion de 1: 500 a 1: 1, preferiblemente de 1: 100 a 1: 5, mas preferiblemente 01:50-01:10. El virus se
afade a una suspension de las células o se aplica a una monocapa de las células, y el virus se absorbe en las
células durante al menos 60 minutos pero normalmente menos de 300 minutos, preferiblemente entre 90 y 240
minutos a 25 °C a 40 °C, preferiblemente de 28 °C a 37 °C. El cultivo celular infectado (por ejemplo, monocapas)
puede ser removido ya sea por congelacion-descongelacion o por accién enzimatica para aumentar el contenido
viral de los sobrenadantes de cultivo cosechados. Los fluidos son cosechados a continuacién, ya sea inactivado o
almacenado congelado. Las células cultivadas pueden ser infectadas a una multiplicidad de infeccién ("moi") de
aproximadamente 0,0001 a 10, preferiblemente de 0,002 a 5, mas preferiblemente de 0,001 a 2. Aun mas
preferiblemente, las células se infectaron a una MOI de aproximadamente 0,01. Las células infectadas se pueden
cosechar de 30 a 60 horas después de la infeccién. Preferiblemente, las células se recogen 34-48 horas después de
la infeccién. AUn mas preferiblemente, las células se recogen de 38 a 40 horas después de la infeccion. Las
proteasas (tipicamente de tripsina) se afiaden generalmente durante el cultivo celular para permitir la liberacion viral,
y las proteasas se pueden afiadir en cualquier etapa adecuada durante el cultivo por ejemplo, antes de la
inoculacion, al mismo tiempo que la inoculacién, o después de la inoculacién [61].
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[0066] En aspectos preferidos, particularmente con células MDCK, una linea celular no es transcurrida desde el
banco celular dominante de células mas alla de 40 niveles de poblacién de duplicacion.

[0067] Elindculo viral y el cultivo viral son preferiblemente libre de (es decir, se han probado para garantizar y dado
un resultado negativo de la contaminacién por) el virus del herpes simple, virus sincitial respiratorio, virus para
influenza 3, SARS coronavirus, adenovirus, rinovirus, reovirus, poliomavirus, bimaviruses, circovirus y / o parvovirus
[62]. Particularmente, se prefiere la ausencia de virus herpes simple.

[0068] Después del crecimiento del virus de la influenza, ya sea en huevos o en cultivo celular, un fluido que
contiene el virién estara disponible. La divulgacion se puede utilizar para preparar antigenos de tales fluidos, y un
primer paso tipica sera para purificar (0 concentrado) los viriones del fluido. Esta purificacion se puede lograr por
varios métodos [63,64]. Por ejemplo, centrifugacion zonal [65] se puede utilizar por ejemplo, utilizando una solucion
de gradiente lineal de sacarosa. Gradiente de densidad de centrifugacion puede utilizar los tipos de zonales o de
flujo continuo rotores [66]. Los métodos de precipitacion se pueden utilizar también por ejemplo, utilizando
polietilenglicol [67].Affinity o captura pseudo-afinidad se pueden utilizar, por ejemplo, como se describe
anteriormente. Antes de tales métodos de purificacion de un fluido que contiene el viriébn puede ser sometido a
filtracion (por ejemplo, para eliminar los desechos celulares) y / o ultrafiltracién (tipicamente con un gran peso
molecular de corte por ejemplo =2300kDa, 2500kDa, o0 mas) y / o diafiltracién como se describe anteriormente.

Inactivacion de virus

[0069] Los procesos de la divulgacion incluiran tipicamente una etapa en la que los virus son inactivados para
eliminar su infectividad. Medios quimicos para la inactivacion de un virus incluyen el tratamiento con una cantidad
eficaz de uno o mas de los siguientes agentes: detergentes, formaldehido (por ejemplo, como formalina), B-
propiolactona, azul de metileno, psoraleno, carboxifulereno (C60) o una combinacién de cualquiera de los
mismos. Otros métodos de inactivacion viral se conocen en la técnica, tales como por ejemplo etilamina binario,
etilenimina acetilo, o irradiacion gamma, o la luz UV.

[0070] El tratamiento con B-propiolactona es particularmente (til, como se describe en la referencia 68. En algunas
realizaciones de la invencion, la B-propiolactona puede estar presente en un tampén de fosfato.

[0071] En la etapa que precede a la inactivacion, viriones por lo general se concentrardn como se describe
anteriormente.

Division

[0072] Dividir viriones se obtienen mediante el tratamiento de viriones purificados con detergentes (iénicos o no
i6nicos) y / o disolventes para producir preparaciones de sub-viriones. Como se mencioné anteriormente, los
métodos de virus de influenza de divisiobn son bien conocidos en la técnica, incluyendo el método de "Tween-
éter". La division se lleva a cabo tipicamente en viriones completos, que pueden ser infecciosas o no infecciosas. La
interrupcion resulta en una solubilizacion total o parcial de las proteinas del virus, la alteracion de la integridad del
virus. EI BEGRIVAC ™, Fluarix ™, Fluzone ™ y FluShield ™ productos se dividen vacunas.

[0073] Agentes de fraccionamiento adecuados incluyen, pero no se limitan a: éter etilico, polisorbato 80,
desoxicolato, tri- N fosfato de butilo, alquilglicésidos, alkylthioglycosides, azlcares acilo, sulfobetainas, betainas,
polyoxyethylenealkylethers, N, N-dialquil-glucamidas, Hecameg, alquilfenoxi -polyethoxyethanols, compuestos de
amonio cuaternario, sarcosil, bromuros de cetil trimetil amonio (por ejemplo, Cetavion ™), tri- N -butilo de fosfato,
sales de miristiltrimetilamonio, lipofectina, lipofectamina, y DOT-MA, los octil- o nonilfenoxi polioxietanoles (por
ejemplo, los tensioactivos Triton, tal como Triton X-100 o Triton N101), nonoxinol 9 (NP9) Sympatens-NP / 090),
ésteres de sorbitdn de polioxietileno (los tensioactivos Tween), éteres de polioxietileno, ésteres de
polyoxyethlene, etc. Un procedimiento de division util utiliza los efectos consecutivos de sodio desoxicolato y
formaldehido, y la division pueden tener lugar durante la purificacién de viriones inicial (por ejemplo, en una solucién
de sacarosa gradiente de densidad).

[0074] Agentes de fraccionamiento preferidos son (por ejemplo, catiénicos) detergentes ionicos, tales como bromuro
de cetil trimetil amonio (CTAB).

[0075] La divisiéon puede tener lugar en presencia de un tampén, tal como un tampon fosfato. El tampdn puede de
manera util tener un pH ligeramente acido, por ejemplo entre 7,1y 9,0, entre 7,2 y 8,0, 0 aproximadamente 7,5.

[0076] La division tendra lugar generalmente en una solucién acuosa, tal como una solucion acuosa
tamponada. Como se mencion6 anteriormente, la solucién puede tener una fuerza iénica de 100 mM o mayor, por
ejemplo 2200mM, =300mM, 2400mM, =500mM, =2600mM, =700mM, =2800mM, etc.

Intercambio de detergente
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[0077] Después de una etapa de division es comuin para el detergente division a ser eliminado por adsorcién. Por
ejemplo, la referencia 14 informes de que Amberlite XAD-4 (un polimero aromatico reticulado macrorreticular) se
afade después de un paso de division CTAB / Tween a fin de eliminar los detergentes. El polimero es entonces si
eliminé por filtracion.

[0078] En algunas circunstancias es deseable que el detergente permanezca en una formulacién farmacéutica
final por ejemplo, para solubilizar ciertos ingredientes activos. En este caso, los procesos anteriores para la
preparacion de antigenos de la gripe a partir de viriones han afiadido un detergente no i6nico (por ejemplo, un
polisorbato) antes de o con un agente de divisién detergente ionico (por ejemplo, CTAB). El detergente iénico
entonces se quita totalmente (por ejemplo, por adsorcién Amberlite), pero el detergente no idnico se quede atras
para fines de solubilizacion. El detergente no idénico también puede ser usado para solubilizar los antigenos de modo
gue no se adsorben durante la eliminacion del detergente iénico por ejemplo, para asegurar que la adsorcion
Amberlite elimina CTAB y no hemaglutinina.

[0079] Un problema con este enfoque es que es muy dificil de alcanzar una concentracién final deseada de
detergente no idnico, porque la cantidad de detergente no iénico que permanece en solucion después de la division
depende de la cantidad de proteina, lipido, etc. que es presente antes de la etapa de divisiéon: un bajo nivel de
material de entrada dara lugar a una concentracion residual superior del detergente no i6nico, y viceversa.

[0080] Para evitar este problema, en algunos aspectos de los viriones de divulgacién no estan expuestos a
detergente antes de la etapa de division. La division expone los viriones a un primer detergente (por ejemplo, un
detergente iénico, tal como CTAB) a una concentracién deseada. Se retira el primer detergente a continuacion, pero
se sustituye por un segundo detergente (por ejemplo, un detergente no iénico, tal como polisorbato 80), es decir, el
primer detergente se intercambia por el segundo detergente. Este paso puede implicar: la eliminacién simultanea de
la primera detergente y la adicién de la segunda detergente; Ademas de la segunda detergente y la posterior
eliminacion de la primera detergente; o la eliminacion de la primera detergente y posterior adicion de la segunda
detergente. La cantidad de segundo detergente que esta presente después del intercambio puede ser inferior,
superior o igual a la cantidad de detergente primero que estaba presente antes del intercambio. Es importante
destacar, sin embargo, la concentracién de la segunda detergente que queda después de este paso puede ser
controlada y definido (por ejemplo, respecto a la cantidad de antigeno de la gripe), mientras que la adiciéon anterior
del segundo detergente puede resultar en cantidades variables de que quedan después de la separacién de
detergente se elimina.

[0081] Intercambio de detergente no tiene que ocurrir inmediatamente después de dividir. Por ejemplo, es posible
para una purificacién adicional del antigeno que se produzca después de la division, pero antes de cambio de
detergente por ejemplo, antigenos de superficie se puede purificar a partir de los viriones de division (ver mas abajo)
antes del intercambio.

El tratamiento adicional de los viriones fraccionado S

[0082] La descripcién proporciona varias mejoras en los procedimientos de division de virus de la gripe, y por lo
tanto se puede utilizar en la produccion de vacunas de virus fraccionados. Ademas, sin embargo, los viriones de
division que se preparan de acuerdo con la divulgacién pueden ser tratados adicionalmente para proporcionar
antigenos de superficie del virus de la gripe por ejemplo purificados (hemaglutinina y, normalmente, también
neuraminidasa). Como se mencioné anteriormente, a procedimientos para la preparacion de vacunas de este tipo
son bien conocidos en la técnica, y la FLUVIRINT ™, productos CHIROFLU ™ y INFLUVAC ™ son tales
vacunas. Por ejemplo, la ultracentrifugacion de viriones de division puede ser utilizada para preparar antigenos de
superficie purificados. Del mismo modo, zonal centrifugacion en gradiente de viriones de division puede ser utilizado
(véase el ejemplo 1 de referencia 9).

[0083] Asi, un proceso de la divulgacién para interrumpir viriones de la gripe se puede utilizar como parte de un
proceso general para la preparacion de una vacuna de virus fraccionado o para la preparacion de una vacuna de
antigeno de superficie purificada. En este proceso una preparacion de antigeno que contiene hemaglutinina-se
obtiene a partir de un virus por un proceso en el que los viriones de la gripe se rompen mediante un proceso como
se describe en el presente documento. La preparacion de antigeno que contiene hemaglutinina-A continuacion, se
utiliza para preparar la vacuna, también como se describe en el presente documento.

[0084] HA es el inmundgeno principal en las vacunas antigripales inactivadas actuales, y las dosis de vacunas estan
estandarizados en funcién de los niveles de HA, medidos tipicamente por SRID. Las vacunas existentes tipicamente
contienen aproximadamente 15ug de HA por cepa, aunque dosis mas bajas se pueden utilizar por ejemplo para los
nifios, o en situaciones de pandemia, o cuando se usa un adyuvante. Dosis fraccionadas tales como de ¥ (es
decir, HA por cepa 7.5ug), Y2 y % se han utilizado, al igual que las dosis mas altas (por ejemplo, 3x 0 9x dosis
[69,70]). Asi, las vacunas pueden incluir entre 0,1 y 150ug de HA por cepa de influenza, preferiblemente entre 0,1 y
50ug por ejemplo 0.1-20ug, 0.1-15pg, 0.1-10yg, 0.1-7.5pg, 0.5-5pg, etc. dosis particulares incluyen, por
ejemplo, alrededor de 45, aproximadamente 30, aproximadamente 15, aproximadamente 10, aproximadamente 7,5,
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aproximadamente 5, aproximadamente 3,8, aproximadamente 1,9, aproximadamente 1,5, etc. por cepa. Una dosis
de 7.5ug por cepa es ideal para su uso en nifios.

[0085] Una vacuna puede incluir antigeno (s) de uno o mas (por ejemplo 1, 2, 3, 4 o mas) cepas del virus de la
influenza, incluyendo el virus de la gripe Ay / o virus de la gripe B. Cuando una vacuna incluye mas de una cepa de
la gripe, las diferentes cepas se cultivan normalmente por separado y se mezclan después de que los virus se han
recolectado y se han preparado los antigenos. Para una vacuna que contiene el antigeno a partir de mas de una
cepa de la gripe a continuacién, un proceso de la descripcion puede ser utilizado durante la preparacion de un
antigeno a granel monovalente, y multiples a granel monovalentes puede entonces ser mezclado para preparar una
vacuna multivalente. Asi, un proceso de la descripciébn puede incluir la etapa de mezclar los antigenos
(preparaciones de antigeno que contiene hemaglutinina-) de méas de una cepa de la gripe.

[0086] HA utiliza con la divulgacion puede ser una HA naturales que se encuentran en un virus, o puede haber sido
modificado. Por ejemplo, se sabe modificar HA para eliminar determinantes (por ejemplo, regiones hiper-basicos
alrededor del sitio de escision entre HA1 y HA2) que causan un virus que sea altamente patégena en especies de
aves, como de lo contrario estos determinantes pueden evitar que un virus se crecido en los huevos.

[0087] Una vacuna puede incluir proteina de la matriz, con el fin de beneficiarse de los epitopos de células T
adicionales que se encuentran dentro de este antigeno. Asi, una vacuna que incluye la hemaglutinina y la
neuraminidasa puede incluir adicionalmente y / o proteina de la matriz M1 M2. Fragmentos de matriz (tiles se
describen en la referencia 71. Nucleoproteina también puede estar presente.

Los adyuvantes

[0088] Las composiciones de vacuna pueden incluir un adyuvante, que puede funcionar para mejorar la respuesta
inmune (humoral y / o celular) suscité en un paciente que recibe la composicién. Adyuvantes de vacunas que se
pueden utilizar incluyen, pero no se limitan a:

J Una composicion que contiene minerales, incluyendo las sales de calcio y sales de aluminio (0 mezclas de
los mismos). Las sales de calcio incluyen fosfato de calcio (por ejemplo, las particulas "de la PAC" divulgado de ref.
72). Las sales de aluminio incluyen hidroxidos, fosfatos, sulfatos, etc., con las sales que toman cualquier forma
adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.). Se prefiere la adsorcion a estas sales. La composiciones que
contienen minerales también pueden formularse como una particula de sal metdlica [73]. Los adyuvantes conocidos
como hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio se pueden utilizar.Estos nombres son convencionales, pero se
utilizan sélo para la comodidad, ya que ni es una descripcion precisa del compuesto quimico real que esta presente
(por ejemplo, véase el capitulo 9 de la referencia 157). La invencion puede utilizar cualquiera de los "hidréxido" o
"fosfato” adyuvantes que son de uso general como adyuvantes. Los adyuvantes conocidos como "hidréxido de
aluminio" son tipicamente sales de oxihidréxido de aluminio, que normalmente son al menos parcialmente
cristalino. Los adyuvantes conocidos como "fosfato de aluminio” son tipicamente hidroxifosfatos de aluminio, a
menudo también contiene una pequefia cantidad de sulfato (es decir, sulfato hidroxifosfato de aluminio). Se pueden
obtener por precipitacion, y las condiciones de reaccion y las concentraciones durante la precipitacion influyen en el
grado de sustitucion de fosfato por hidroxilo en la sal. Una mezcla de ambos un hidroxido de aluminio y un fosfato de
aluminio puede ser utilizado. En este caso puede haber mas de fosfato de aluminio que el hidréxido de por
ejemplo una relaciéon en peso de al menos 2: 1, por ejemplo 25: 1, 26: 1, 27: 1, 28: 1, 29: 1, etc. El concentracion de
Al ™" en una composicién para administracién a un paciente es preferiblemente menor que 10 mg / ml por ejemplo<5
mg / ml, <4 mg / ml, <3 mg / ml, £2 mg / ml, <1 mg / ml, etc. Un intervalo preferido es de entre 0,3 y 1 mg / ml. Se
prefiere un maximo de 0,85 mg / dosis.

J Las saponinas [capitulo 22 de ref. 157], que son un grupo heterélogo de glucésidos de esterol y glucésidos
triterpenoides que se encuentran en la corteza, hojas, tallos, raices e incluso flores de una amplia gama de especies
de plantas. La saponina de la corteza del quillay saponaria Molina arbol han sido ampliamente estudiado como
adyuvantes. La saponina también se puede obtener comercialmente de Smilax ornata (sarsaprilla), Gypsophilla
paniculata (velo de novia) y Saponaria officianalis (root jabdn).Formulaciones de adyuvante de saponina incluyen
formulaciones purificadas, tales como QS21, asi como formulaciones lipidicas, tales como ISCOM. QS21 se
comercializa como Stimulon ™.Composiciones de saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Fracciones
purificadas especificas que utilizan estas técnicas han sido identificados, incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-
A, QH-B y QH-C. Preferiblemente, la saponina es QS21. Un método de produccion de QS21 se describe en la ref.74.
formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol, tal como colesterol [75]. Las combinaciones de
saponinas y colesteroles pueden utlizarse para formar particulas UGnicas denominadas complexos
inmunoestimulantes (ISCOM) [capitulo 23 de ref. 157]. ISCOM tipicamente incluyen también un fosfolipido tal como
fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Cualquier saponina conocida puede utilizarse en los ISCOM. Preferiblemente,
el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC. ISCOM se describen adicionalmente en las referencias. 75-
77.0pcionalmente, los ISCOM pueden estar desprovistos de detergente adicional [78]. Una revisién del desarrollo de
adyuvantes de saponina basado se puede encontrar en las refs. 79 y 80.

J Toxinas de ribosilacion de ADP bacterianas (por ejemplo, la E. colienterotoxina termolabil "LT", la toxina del
célera "CT", o toxina pertussis "PT"), y, en particular derivados desintoxicados de los mismos, tales como las toxinas

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2535101 T3

mutantes conocidos como LT-K63 y LT-R72 [81] o CT-E29H [82]. El uso de toxinas de ribosilacion de ADP
desintoxicados como adyuvantes de la mucosa se describe en la ref. 83 y como adyuvantes parenterales en ref. 84.

J Los bioadhesivos y mucoadhesivos, tales como microesferas de acido hialurénico esterificado [85] o
quitosano y sus derivados [86].
J Las microparticulas ( es decir, una particula de ~100nm a ~150um de didmetro, mas preferiblemente a

~200nm ~30um de diametro, o0 ~500nm a ~10um de diametro) formadas a partir de materiales que son
biodegradables y no toxicos (por ejemplo, un poli (a- hidroxi acido), un acido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un
polianhidrido, una policaprolactona, etc.), con poli (lactida-co-glicolida) preferidos, opcionalmente tratada para tener
una superficie cargada negativamente (por ejemplo con SDS) o una positivamente -charged superficie (por
ejemplo, con un detergente catiénico, tal como CTAB).

J Los liposomas (capitulos 13 y 14 de la ref. 157). Ejemplos de formulaciones de liposomas adecuados para
su uso como adyuvantes se describen en las refs. 87-89.
J Los péptidos de muramilo, tales como N-acetiimuramil-L-treonil-D-isoglutamina ("thr-MDP"), N-acetil-

normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetylglucsaminyl-N-acetilmuramil -L-A1-D-isoglu-L-Ala-dipalmitoxy
propilamida ("DTP-DPP", o "Theramide ™), ("MTP-PE").

J Un polimero polioxidonio [90,91] u otro derivado de polietileno-piperazina N-oxidado.
J Metil inosina 5'-monofosfato ("MIMP") [92].
J Un compuesto polyhydroxlated pirrolizidina [93], tales como uno que tiene la férmula: donde R se

selecciona del grupo que comprende hidrégeno, lineal o ramificado, no sustituido o sustituido, saturado o insaturado,
acilo, alquilo (por ejemplo, cicloalquilo), alquenilo, alquinilo y arilo grupos, o una sal farmacéuticamente aceptable o
derivado de la misma. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a: casuarina, casuarina-6-a-D-glucopiranosa, 3-
epi -casuarine, 7- epi -casuarine, 3,7- diepi -casuarine, etc.

HO H O
RO OH
CH,OM
J Un ligando de CD1d, tal como un a-glucosilceramida [94-101] (por ejemplo, a-galactosylceramide), a-

glicosilceramidas que contiene fitoesfingosina, OCH, KRN7000 [(2S, 3S, 4R) -1-O- (a-D- galactopiranosil) -2- (N-
hexacosanoilamino) 1, 3, 4-octadecanetriol], compinche-101, 3 "-O-sulfo-galactosylceramide, etc.

J Una inulina gamma [102] o un derivado del mismo, tal como algammulin.

. Una emulsion de aceite-en-agua. Varios tales emulsiones son conocidas, y tipicamente incluyen al menos
un aceite y al menos un tensioactivo, con el aceite (s) y tensioactivo (S) que es biodegradable (metabolizable) y
biocompatible. Se dan mas detalles a continuacion.

J Un oligonucleétido inmunoestimulador, tal como uno que contiene un motivo CpG (una secuencia de
dinucledtido que contiene un residuo de citosina no metilada unida por un enlace fosfato a un residuo de guanosina),
o un motivo CPI (que contiene una secuencia de dinucle6tido de citosina vinculados a inosina), o una doble ARN de
cadena, o un oligonucledtido que contiene una secuencia palindromica, o un oligonucleétido que contiene una
secuencia (dG) poli. Oligonucle6tidos inmunoestimuladores pueden incluir modificaciones / analogos de nucleétidos
tales como modificaciones de fosforotioato y pueden ser de doble cadena o (a excepciéon de ARN) de cadena
sencilla. Referencias 103, 104 y 105 describen posibles sustituciones analdgicas por ejemplo, sustitucion de
guanosina con 2'-desoxi-7-desazaguanosina. EI efecto adyuvante de oligonucleétidos CpG se discute
adicionalmente en las referencias. 106-111. Una secuencia CpG puede dirigirse a TLR9, como el motivo GTCGTT o
TTCGTT [112].La secuencia CpG puede ser especifica para inducir una respuesta inmune Thl, tal como un CpG-A
ODN (oligodesoxinucleétido), o puede ser mas especifica para inducir una respuesta de células B, un CpG-B ODN
tales. CpG-A y CpG-B ODN se analizan en refs.113-115. Preferiblemente, el CpG es un CpG-A ODN.
Preferiblemente, el oligonucledtido CpG se construye de manera que el extremo 5 'es accesible para el
reconocimiento del receptor. Opcionalmente, dos secuencias de oligonucleétidos CpG pueden estar unidos en su 3
‘extremos para formar "inmundémeros". Véase, por ejemplo, las referencias 112 y 116-118. Un adyuvante CpG (util es
CpG7909, también conocido como ProMune ™ (Coley Pharmaceutical Group, Inc.). Otra es CpG 1826. Como una
alternativa, 0 ademas, al uso de secuencias CpG, TpG secuencias se puede utilizar [119], y estos oligonucleétidos
pueden estar libres de motivos CpG no metilados. El oligonucleétido inmunoestimulador puede ser rico en
pirimidina. Por ejemplo, puede comprender mas de un nucleétido de timidina consecutivo (por ejemplo, TTTT, como
se describe en la ref. 119), y / o puede tener una composicion de nucledtidos con> 25% de la timidina (por
ejemplo, > 35%,> 40%,> 50 %,> 60%,> 80%, etc.). Por ejemplo, puede comprender mas de un nucledtido de citosina
consecutivo (por ejemplo, CCCC, como se describe en la ref. 119), y / o puede tener una composicién de nucleétidos
con> 25 % citosina (por ejemplo .> 35%,> 40%,> 50%,> 60%,> 80%, etc. ) . Estos oligonucleétidos pueden estar
libres de motivos CpG no metilados. Oligonucleétidos inmunoestimulantes tipicamente comprenderan al menos 20
nucleétidos. Pueden comprender menos de 100 nucleétidos.
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[0089] Un adyuvante particularmente (til en torno a los oligonucleétidos inmunoestimulantes se conoce como IC31
™ [120]. Asi, un adyuvante utilizado con la invencién puede comprender una mezcla de (i) un oligonucleétido (por
ejemplo, entre 15-40 nucledtidos) incluye al menos una (y preferiblemente mdltiple) motivos IPC, y (ii) un polimero
policationico, tal como un oligopéptido (por ejemplo, entre 5-20 aminoacidos) que incluye al menos una (y
preferiblemente multiple) secuencia de tripéptido Lys-Arg-Lys (s). El oligonucleétido puede ser un desoxinucleétido
gue comprende la secuencia de 26-mer 5 '- (IC) 13 -3 ".El polimero policatiénico puede ser un péptido que comprende
11-mer secuencia de aminoacidos KLKLLLLLKLK.

. 3-O-desacilado monofosforil lipido A ('3dMPL', también conocido como 'MPL ™") [121-124]. En condiciones
acuosas, 3dMPL puede formar agregados micelares o particulas con diferentes tamafios, por ejemplo con un
didmetro de <150 nm o> 500 nm. Uno o ambos de estos pueden ser utilizados con la invencion, y las mejores
particulas se pueden seleccionar mediante ensayo de rutina. Las particulas mas pequefias (por ejemplo,
suficientemente pequefio para dar una suspension acuosa clara de 3dMPL) se prefieren para uso de acuerdo con la
invencién debido a su actividad superior [125]. Las particulas preferidas tienen un diametro medio inferior a 220 nm,
mas preferiblemente menos de 200 nm o menor que 150 nm o menor que 120 nm, e incluso pueden tener un
diametro medio inferior a 100 nm. En la mayoria de casos, sin embargo, el diametro medio no serd menor que 50
nm.

J Un compuesto de imidazoquinolina, tales como Imiquimod ("R-837") [126127], Resiquimod ("R-848") [128],
y sus analogos; y sales de los mismos (por ejemplo, las sales de clorhidrato). Mas detalles sobre imidazoquinolinas
inmunoestimulantes se pueden encontrar en las referencias 129-133.

o Un compuesto tiosemicarbazona, tales como los descritos en la referencia 134. Los métodos de
formulacion, fabricacién, y la deteccion de compuestos activos también se describen en la referencia 134. Las
tiosemicarbazonas son particularmente eficaces en la estimulacion de células mononucleares de sangre periférica
humanas para la produccién de citoquinas, tales como TNF-a.

. Un compuesto tryptanthrin, tales como los descritos en la referencia 135. Los métodos de formulacion,
fabricacion, y la deteccion de compuestos activos también se describen en la referencia 135. Las tiosemicarbazonas
son particularmente eficaces en la estimulacion de células mononucleares de sangre periférica humanas para la
produccién de citoquinas, tales como TNF-a.

. Un analogo de nucleo6sido, tales como: (a) Isatorabine (ANA-245; 7-tia-8-oxoguanosina):

(o}
S
N
I)k/[ =0
NAN N
o)

y profarmacos de los mismos; (B) ANA975;(C) ANA-025-1; (D) ANA380; (E) los compuestos descritos en las
referencias 136 a 138Compounds que contienen lipidos ligados a un esqueleto aciclico que contiene fosfato, como

el antagonista de TLR4 E5564 [139,140]:
o, mmnz
/WNH o o M/tﬂlﬂ:ﬂh
o\/\/(ﬂh)nﬁh
J Un urea sustituida o compuesto de férmula I, Il o lll, 0 una sal del mismo:
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tal como se define en la referencia 141, como "ER 803058", "ER 803732", "ER 804053 ', ER 804058", "ER 804059',
'ER 804442 "," ER 804680 "," ER 804764', ER 803022 0 "ER 804057 ' por ejemplo .:
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o}
. Los derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174 (descrito en refs. 142 y 143).
J Loxoribine (7-alil-8-oxoguanosina) [144].
J Compuestos descritos en la referencia 145, incluyendo: compuestos de acilpiperazina, compuestos

Indoledione, Tetrahydraisoquinoline (THIQ), compuestos Benzocyclodione, compuestos Aminoazavinyl,
aminobenzimidazol quinolinona (ABIQ) compuestos [146,147], compuestos Hydrapthalamide, compuestos de
benzofenona, compuestos de isoxazol, compuestos de esterol, compuestos Quinazilinone , compuestos de pirrol
[148], compuestos antraquindnicos, compuestos de quinoxalina, compuestos de ftriazina, compuestos
Pyrazalopyrimidine y compuestos benzazol [149].

. Un derivado de fosfato de aminoalquil glucosaminida, tales como RC-529 [150151].

J A fosfaceno, tal como poli [di (carboxilatofenoxi) fosfaceno] ("PCPP") como se describe, por ejemplo, en las
referencias 152 y 153.

[0090] Estas y otras sustancias adyuvantes activo se discuten en mas detalle en las referencias 157 y 158.
[0091] Las composiciones pueden incluir dos 0 mas de dichos adyuvantes. Adyuvantes individuales pueden inducir
preferentemente ya sea una respuesta Thl o una respuesta Th2, y combinaciones Utiles de adyuvantes pueden

incluir tanto un adyuvante de Th2 (por ejemplo. una emulsién de aceite-en-agua o0 una sal de aluminio) y un
adyuvante Thl (por ejemplo, 3dMPL, una saponina o un oligonucleétido inmunoestimulante). Por ejemplo, las
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composiciones pueden comprender ventajosamente: tanto una sal de aluminio y un oligodesoxinucledtido
inmunoestimulante; tanto una sal de aluminio y un compuesto de formula I, Il o lll; tanto una emulsién de aceite-en-
agua y un compuesto de féormula I, Il o Ill; tanto una emulsién de aceite-en-agua y un oligodesoxinucle6tido
inmunoestimulante; tanto una sal de aluminio y una a-glucosilceramida; tanto una emulsion de aceite-en-agua y una
a-glucosilceramida; tanto una emulsion de aceite-en-agua y 3dMPL; tanto una emulsién de aceite-en-agua y una
saponina; etc. mezclas de 3dMPL y emulsiones aceite-en-agua son muy Uutiles.

[0092] Los adyuvantes preferidos para uso con la invencion son emulsiones de aceite en agua, que se han
encontrado que son particularmente adecuados para uso en potenciar con adyuvante las vacunas de virus de la
gripe. Varios tales emulsiones son conocidas, y tipicamente incluyen al menos un aceite y al menos un tensioactivo,
con el aceite (s) y tensioactivo (s) que es biodegradable (metabolizable) y biocompatible. Las gotitas de aceite en la
emulsion son generalmente menos de 5um de diametro, y lo ideal seria tener un didmetro inferior a la micra, con
estos pequefios tamafios se consiguen con un microfluidizador para proporcionar emulsiones estables. Se prefieren
las gotas con un tamafio inferior a 220 nm, ya que pueden ser sometidos a un filtrado de esterilizacion.

[0093] La emulsion puede comprender aceites tales como los de una fuente vegetal y animal (tales como pescado)
0. Las fuentes de aceites vegetales incluyen nueces, semillas y granos. El aceite de cacahuete, aceite de soja,
aceite de coco y aceite de oliva, los mas comunmente disponibles, ejemplifican los aceites de frutos secos. El aceite
de jojoba se puede utilizar por ejemplo obtenido de la semilla de jojoba. Los aceites de semillas incluyen aceite de
cartamo, aceite de semilla de algodén, aceite de semilla de girasol, aceite de semilla de sésamo y similares. En el
grupo de los granos, el aceite de maiz es el mas facilmente disponible, pero el aceite de otros granos de cereales
tales como trigo, avena, centeno, arroz, grano integral, triticale y similares también se puede utilizar. Esteres de
acidos grasos 6-10 de carbono de glicerol y 1,2-propanodiol, aunque no se producen de forma natural en los aceites
de semillas, se pueden preparar mediante hidrdlisis, separacién y esterificacion de los materiales apropiados a partir
de los aceites de frutos secos y de semillas. Grasas y aceites de la leche de mamiferos son metabolizables y por lo
tanto se pueden usar en la practica de esta invencién. Los procedimientos para la separacion, purificacion,
saponificacion y otros medios necesarios para obtener aceites puros de fuentes animales se conocen bien en la
técnica. La mayoria de los peces contienen aceites metabolizables que pueden ser recuperados facilmente. Por
ejemplo, el aceite de higado de bacalao, aceites de higado de tiburdn, y el aceite de ballena tal como esperma de
ballena ejemplifican varios de los aceites de pescado que se pueden usar en el presente documento. Una serie de
aceites de cadena ramificada se sintetizan bioquimicamente en unidades de isopreno de 5 carbonos y se denominan
generalmente como terpenoides. Aceite de higado de tiburdn contiene un radical terpenoides, insaturados conocidos
como escualeno, 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno, que es particularmente preferido en
el presente documento. Escualano, el analogo saturado al escualeno, también es un aceite preferido. Los aceites de
pescado, incluidos el escualeno y escualano, estan facilmente disponibles de fuentes comerciales o pueden
obtenerse por métodos conocidos en la técnica. Otros aceites preferidos son los tocoferoles (véase mas
adelante). Las mezclas de aceites se pueden utilizar.

[0094] Los tensioactivos pueden ser clasificados por su "HLB" (equilibrio hidréfilo / lipéfilo). Los tensioactivos
preferidos de la invencién tienen un HLB de al menos 10, preferiblemente al menos 15, y mas preferiblemente al
menos 16. La invencidn se pueden usar con tensioactivos que incluyen, pero no se limitan a: los tensioactivos de
ésteres de sorbitdn de polioxietileno (cominmente conocida como la Tweens), especialmente polisorbato 20 y
polisorbato 80; copolimeros de 6xido de etileno (EO), 6xido de propileno (PO), y / o 6xido de butileno (BO), que se
vende bajo el nombre comercial DOWFAX ™, tales como copolimeros de bloque EO / PO lineales; octoxinoles, que
pueden variar en el nimero de repeticién de etoxi (oxi-1,2-etanodiilo) grupos, con octoxinol-9 (Triton X-100, o t-
octilfenoxipolietoxietanol) siendo de particular interés; (Octilfenoxi) polietoxietanol (IGEPAL CA-630 / NP-
40);fosfolipidos tales como fosfatidilcolina (lecitina); etoxilatos de nonilfenol, tales como la serie Tergitol ™
NP; éteres grasos de polioxietileno derivados de laurilo, cetilo, estearilo y oleilo alcoholes (conocidos como
tensioactivos Brij), tales como éter monolaurilico de trietilenglicol (Brij 30); y ésteres de sorbitdn (cominmente
conocidos como los tramos), tales como trioleato de sorbitan (Span 85) y monolaurato de sorbitan. Se prefieren los
tensioactivos no ionicos. Los tensioactivos preferidos para incluir en la emulsion estan Tween 80 (monooleato de
sorhitan de polioxietileno), Span 85 (trioleato de sorbitan), lecitina y Triton X-100.

[0095] Las mezclas de tensioactivos se pueden utilizar por ejemplo Tween 80 / Span 85 mezclas. Una combinacién
de un éster de sorbitan de polioxietileno, tales como monooleato de polioxietileno sorbitdn (Tween 80) y un octoxinol
tal como t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100) también es adecuado. Otra combinacién util comprende éster de
sorhitan de polioxietileno 9 mas un laureth y / 0 un octoxinol.

[0096] Las cantidades preferidas de tensioactivos (% en peso) son: ésteres de sorbitan de polioxietileno (tales como
Tween 80) 0,01 a 1%, en particular aproximadamente 0,1%; octil- 0 nonilfenoxi polioxietanoles (tales como Triton X-
100, u otros detergentes de la serie Triton) 0,001 a 0,1%, en particular desde 0,005 hasta 0,02%; éteres de
polioxietileno (tales como laureth 9) 0,1 a 20%, preferiblemente de 0,1 a 10% y en particular de 0,1 a 1% o
aproximadamente 0,5%.
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[0097] Adyuvantes de emulsion preferidos tienen un tamafio promedio de las gotitas de <1um por ejemplo <750nm,
<500nm, <400nm, <300nm, <250nm, <220nm, <200nm, 0 mas pequefio. Estos tamafios de gota convenientemente
se pueden lograr mediante técnicas tales como la microfluidizacién.

[0098] Adyuvantes utiles especificos de emulsion de aceite-en-agua incluyen, pero no se limitan a:

J Una emulsiéon submicrométrica de escualeno, Tween 80, y Span 85. La composicion de la emulsiéon en
volumen puede ser de aproximadamente 5% de escualeno, aproximadamente 0,5% de polisorbato 80 y
aproximadamente 0,5% de Span 85. En términos de peso, estas relaciones se convierten en 4,3% de escualeno,
0,5% de polisorbato 80 y 0,48% de Span 85. Este adyuvante se conoce como 'MF59' [154-156], como se describe
en mas detalle en el capitulo 10 de ref. 157 y en el capitulo 12 de la ref. 158. La emulsién MF59 incluye
ventajosamente citrato de iones por ejemplo, 10 mM de tamp6n de citrato de sodio.

. Una emulsion de escualeno, un tocoferol y polisorbato 80 (Tween 80). La emulsiéon puede incluir solucién
salina tamponada con fosfato. También puede incluir Span 85 (por ejemplo, al 1%) y / o lecitina. Estas emulsiones
pueden tener de 2 a 10% de escualeno, de 2 a 10% de tocoferol y de 0,3 a 3% de Tween 80, y la relacién en peso
de escualeno: tocoferol es preferentemente <1 ya que esto proporciona una emulsion mas estable. El escualeno y
Tween 80 pueden estar presentes en una relaciéon en volumen de aproximadamente 5: 2 0 en una relacién en peso
de aproximadamente 11: 5. Una de tales emulsiénes se pueden hacer mediante la disolucién de Tween 80 en PBS
para dar una solucién al 2%, después mezclando 90 ml de esta solucidon con una mezcla de (5 g de DL-a-tocoferol y
escualeno 5 ml), a continuacién, microfluidising la mezcla. La emulsién resultante puede tener gotas de aceite
submicrénicas por ejemplo, con un diametro medio de entre 100 y 250nm, preferiblemente de aproximadamente
180nm. La emulsién puede incluir también un monofosforil lipido A 3-acilado-de-O (3D-MPL). Otra emulsion util de
este tipo puede comprender, por dosis humana, 0,5-10 mg de escualeno, 0,5 a 11 mg de tocoferol, y 0,1-4 mg de
polisorbato 80 [159].

J Una emulsion de escualeno, un tocoferol y un detergente Triton (por ejemplo. Triton X-100). La emulsién
también puede incluir un 3d-MPL (ver abajo). La emulsion puede contener un tampén de fosfato.
J Una emulsiébn que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por

ejemplo Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de a-tocoferol). La emulsion puede incluir estos tres
componentes en una proporcién de masas de 75:11:10 (por ejemplo, 750ug / ml polisorbato 80, 110ug / ml de Triton
X-100 y 100ug / ml succinato de a-tocoferol) estas concentraciones, y debe incluir cualquier contribuciéon de estos
componentes de antigenos. La emulsién también puede incluir escualeno. La emulsion también puede incluir un 3d-
MPL (ver abajo). La fase acuosa puede contener un de tampdén fosfato.

J Una emulsion de escualeno, polisorbato 80 y poloxamero 401 ("Pluronic ™ L121"). La emulsion puede ser
formulada en tampdn fosfato salino, pH 7,4. Esta emulsién es un vehiculo de administracion util para dipéptidos de
muramilo, y se ha utilizado con treonil-MDP en el adyuvante "SAF-1" [160] (0,05-1% Thr-MDP, 5% escualeno, 2,5%
de Pluronic L121 y 0,2% polisorbato 80).También se puede utilizar sin la Thr-MDP, como en el adyuvante "AF" [161]
(5% de escualano, 1,25% de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80). Se prefiere microfluidizacion.

. Un comprende escualeno emulsién, un disolvente acuoso, un alquilo de polioxietileno tensioactivo no iénico
hidrofilo éter (por ejemplo polioxietileno (12) éter cetoestearilico) y un agente tensioactivo no iénico hidréfobo ( por
ejemplo . un éster de sorbitan o éster de manida, tal como monooleato de sorbitan o "Span 80 '). La emulsion es
preferiblemente termorreversible y / o tiene al menos 90% de las gotitas de aceite (en volumen) con un tamafio
inferior a 200nm [162]. La emulsién también puede incluir uno o mas de: alditol; un agente crioprotector (por
ejemplo, un azucar, tal como dodecilmaltésido y / o sacarosa); y / o un alquilpoliglicésido. La emulsién puede incluir
un agonista de TLR4 [163]. Tales emulsiones pueden ser liofilizadas.

J Una emulsién de escualeno, poloxamero 105 y Abil-Care [164]. La concentracion final (peso) de estos
componentes en vacunas adyuvadas es 5% de escualeno, 4% de poloxamero 105 (poliol pluronic) y 2% Abil-Care
85 (Bis-PEG / PPG-16/16 PEG / PPG-16/16 dimeticona; caprilico / caprico).

J Una emulsién que tiene 0,5 a 50% de un aceite, 0,1-10% de un fosfolipido, y 0,05-5% de un tensioactivo no
i6nico. Como se describe en la referencia 165, los componentes fosfolipidos preferidos son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, esfingomielina y
cardiolipina. Tamafios de gota Submicron son ventajosas.

. A submicron emulsién de aceite-en-agua de un aceite no metabolizable (tal como aceite mineral ligero) y al
menos un tensioactivo (tal como lecitina, Tween 80 o Span 80). Se pueden incluir aditivos, tales como saponina
QuilA, colesterol, un conjugado de saponina-lipéfilo (tal como GPI-0100, descrito en la referencia 166, producida por
adicion de amina alifatica a desacilsaponina a través del grupo carboxilo de &cido glucurénico), bromuro de
dimethyidioctadecylammonium y / o N, N-dioctadecil-N, N-bis (2-hidroxietil) propanodiamina.

J Una emulsion en la que una saponina (por ejemplo, QuilA 0 QS21) y un esterol (por ejemplo colesterol) se
asocian como micelas helicoidales [167].
. Una emulsion que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lipéfilo no iénico, y un agente

tensioactivo hidrofilo no iénico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y / o copolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [168].
. Una emulsién que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidréfilo no iénico, y un agente
tensioactivo lipéfilo no iénico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y / o copolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [168].

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2535101 T3

[0099] En algunos aspectos una emulsion puede mezclarse con antigeno extemporaneamente, en el momento de la
entrega, y por lo tanto el adyuvante y el antigeno se puede mantener por separado en una vacuna envasada o
distribuida, preparada para la formulacion final en el momento de uso. En otros aspectos de una emulsiéon se mezcla
con el antigeno durante la fabricacion, y por lo tanto la composicién se envasa en una forma con adyuvante liquido,
como en el producto FLUAD ™. El antigeno estara generalmente en una forma acuosa, de tal manera que la vacuna
se prepara mezclando finalmente dos liquidos. La relacion de volumen de los dos liquidos para mezclar puede
variar (por ejemploentre 5: 1 y 1: 5), pero es generalmente de aproximadamente 1: 1. Cuando se dan las
concentraciones de los componentes en las descripciones anteriores de emulsiones especificas, estas
concentraciones son normalmente para una composicion sin diluir, y la concentracién después de la mezcla con una
solucién de antigeno se lo tanto disminuir.

[0100] Un antigeno y la emulsion en una composicion seran tipicamente en mezcla, a pesar de que inicialmente se
pueden presentar en la forma de un kit de componentes separados para mezclar extemporanea. Las composiciones
generalmente estaran en forma acuosa cuando se administra a un sujeto.

[0101] Después de que el antigeno y adyuvante se han mezclado, antigeno hemaglutinina permanecera por lo
general en solucién acuosa, pero puede distribuirse por todo el interfaz aceite / agua. En general, poco o ningin
hemaglutinina entrara en la fase oleosa de la emulsion.

[0102] Cuando una composicién incluye un tocoferol, cualquiera de la a, B, y, 9, € tocoferoles o ¢ se pueden usar,
pero se prefieren a-tocoferoles. El tocoferol puede tomar varias formas, por ejemplo, diferentes sales y / o
isdbmeros. Las sales incluyen sales organicas, tales como succinato, acetato, nicotinato, etc. D-a-tocoferol y DL-a-
tocoferol puede tanto ser utilizado. Los tocoferoles se incluyen ventajosamente en vacunas para su uso en pacientes
de edad avanzada (por ejemplo. de 60 afios o mayores) porque la vitamina E se ha informado que tienen un efecto
positivo sobre la respuesta inmune en este grupo de pacientes [169]. También tienen propiedades antioxidantes que
pueden ayudar a estabilizar las emulsiones [170]. A a-tocoferol preferida es el DL-a-tocoferol, y la sal preferida de
este tocoferol es el succinato. La sal de succinato se ha encontrado para cooperar con ligandos relacionada con el
TNF in vivo. Ademas, succinato de a-tocoferol es conocido por ser compatible con vacunas contra la gripe y para ser
un conservante Gtil como alternativa a los compuestos mercuriales [5].

Las composiciones farmacéuticas

[0103] Las composiciones para la administracion a pacientes sean farmacéuticamente aceptables. Ellos pueden
incluir componentes ademas del antigeno por ejemplo, que tipicamente incluyen uno o mas vehiculo farmacéutico
(s) y / o excipiente (s). Una discusion detallada de estos componentes esta disponible en la ref. 171.

[0104] Una composicién puede incluir conservantes tales como tiomersal o 2-fenoxietanol. Se prefiere, sin embargo,
que la vacuna debe estar sustancialmente libre de (es decir, menos de 5ug / ml) de material mercurial por ejemplo,
tiomersal [172173]. Las vacunas que contienen mercurio no son mas preferidas, y succinato de a-tocoferol se
pueden incluir como una alternativa a los compuestos mercuriales [5]. Las vacunas sin conservantes son las mas
preferidas.

[0105] Para controlar la tonicidad, se prefiere incluir una sal fisioldgica, tal como una sal de sodio. Se prefiere el
cloruro de sodio (NaCl), que puede estar presente en entre 1 y 20 mg / ml. Otras sales que pueden estar presentes
incluyen cloruro potasico, dihidrogeno fosfato de potasio, dihidrato fosfato disédico, cloruro de magnesio, cloruro de
calcio, etc.

[0106] Las composiciones generalmente tendran una osmolaridad de entre 200 mOsm / kg y 400 mOsm / kg,
preferentemente entre 240-360 mOsm / kg, y caeran mas preferiblemente dentro del intervalo de 290-310 mOsm /
kg. Osmolaridad ha sido previamente informado para no tener un impacto en el dolor causado por la vacunacién
[174], pero manteniendo la osmolaridad de este rango es sin embargo preferido.

[0107] Las composiciones pueden incluir uno o mas tampones. Tampones tipicos incluyen: un tampoén fosfato; un
tampon Tris; un tampdén borato; un tampdn succinato; un tampon de histidina (en particular con un adyuvante de
hidréxido de aluminio); o un tampdn citrato. Los tampones tipicamente se incluyen en la gama 5-20MM.

[0108] EI pH de una composicion estard generalmente entre 5,0 y 8,1, y mas tipicamente entre 6,0 y 8,0, por
ejemplo 6,5y 7,5, o entre 7,0 y 7,8.Por tanto, un procedimiento de la invencién puede incluir una etapa de ajustar el
pH de la vacuna a granel antes del envasado.

[0109] La composicion es preferiblemente estéril. La composicion es preferentemente no pirégeno por ejemplo, que

contiene <1 UE (unidad de endotoxina, una medida estandar) por dosis, y preferiblemente <0,1 UE por dosis. La
composicion esta preferiblemente libre de gluten.
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[0110] La composiciéon puede incluir material para una Unica inmunizaciéon o puede incluir material para multiples
inmunizaciones (es decir. un kit 'multidosis’). Se prefiere la inclusion de un conservante en las disposiciones
multidosis. Como alternativa (0o ademas) a la inclusién de un conservante en composiciones de dosis multiples, las
composiciones pueden estar contenidas en un recipiente que tiene un adaptador aséptica para la eliminacion de
material.

[0111] Las vacunas de influenza se administran tipicamente en un volumen de dosis de aproximadamente 0,5 ml,
aunque una dosis media (es decir, aproximadamente 0,25 ml) se puede administrar a nifios de acuerdo con la
invencion.

[0112] Las composiciones y los kits se almacenan preferiblemente entre 2 °C y 8 °C.Ellos no deben
congelarse. Deben mantenerse idealmente fuera de la luz directa.

[0113] Si el virus se cultiva sobre una linea celular a continuacién, es una practica estandar para minimizar la
cantidad de ADN linea celular residual en la vacuna final, con el fin de minimizar cualquier actividad oncogénica del
ADN. Por lo tanto una composicion de vacuna preparada de acuerdo con la invencion contiene preferiblemente
menos de 10ng (preferiblemente menos de 1 ng, y mas preferiblemente menos de 100pg) de ADN de la célula
huésped residual por dosis, aunque pequefias cantidades de ADN de la célula huésped pueden estar presentes.

[0114] Las vacunas que contienen <10 ng (por ejemplo, se prefieren <1 ng, <100 pg) de ADN de la célula huésped
por 15ug de hemaglutinina, como son las vacunas que contienen <10ng (por ejemplo, <1 ng, <100 pg) de ADN de la
célula huésped por volumen 0,25 ml. Las vacunas que contienen <10 ng (por ejemplo, se prefieren mas <1 ng,
<100pg) de ADN de la célula huésped por 50ug de hemaglutinina, como son las vacunas que contienen <10 ng (por
ejemplo, <1 ng, <100 pg) de ADN de la célula huésped por volumen de 0,5 ml.

[0115] Se prefiere que la longitud media de cualquier ADN de la célula huésped residual es de menos de 500 pb por
ejemplo, menos de 400 pb, a menos de 300 pb, a menos de 200 pb, a menos de 100 pb, etc.

[0116] ADN contaminante puede eliminarse durante la preparacion de la vacuna usando procedimientos de
purificacién convencionales, por ejemplo, cromatografia, etc. La eliminacion del ADN de la célula huésped residual
puede potenciarse mediante tratamiento con nucleasas, por ejemplo, mediante el uso de una DNasa. Un método
conveniente para la reduccion de la contaminacion del ADN de la célula huésped se da a conocer en las referencias
175 y 14, que implica un tratamiento de dos etapas, primero utilizando un DNasa (por ejemplo, Benzonase), que
puede ser utilizado durante el crecimiento viral, y luego un detergente catiénico (por ejemplo, CTAB), que puede ser
utilizado durante la interrupcién del virion. La eliminacion mediante tratamiento B-propiolactona también puede ser
utilizado [68].

[0117] Medicién de ADN de la célula huésped residual es ahora un requisito reglamentario de rutina de los
productos biolégicos y esta dentro de las capacidades normales de la persona experta. El ensayo utilizado para
medir el ADN sera tipicamente un ensayo validado [176177]. Las caracteristicas de rendimiento de un ensayo
validado puede ser descrito en términos matematicos y cuantificables, y se han identificado las posibles fuentes de
error. El ensayo por lo general ha sido probado para caracteristicas como la exactitud, la precision, la
especificidad. Una vez que un ensayo ha sido calibrado (ej. contra cantidades estandar conocidas de ADN de la
célula huésped) y mediciones de ADN luego cuantitativos probados se puede realizar de forma rutinaria. Tres
técnicas principales para la cuantificacion de ADN se pueden utilizar: métodos de hibridacion, tales como
transferencias Southern o borrones de ranura [178]; métodos de inmunoensayo, tales como el Sistema de Threshold
™ [179]; y PCR cuantitativa [180]. Estos métodos son familiares para la persona experta, aunque las caracteristicas
precisas de cada método puede depender de la célula huésped en cuestidon por ejemplo, la eleccién de sondas para
la hibridacion, la eleccion de los cebadores y / o sondas para la amplificacion, etc. El sistema Threshold ™
de Molecular Devices es un ensayo cuantitativo de los niveles de picogramos de ADN total, y se ha utilizado para el
seguimiento de los niveles de contaminacién de ADN en los productos biofarmacéuticos [179]. Un ensayo tipico
implica la no especifica de la secuencia formacion de un complejo de reaccién entre una proteina de unién
biotinilado ssSADN, un anticuerpo anti-ssADN-ureasa conjugado, y el ADN. Todos los componentes del ensayo se
incluyen en el Kit de Ensayo completa de ADN total disponible del fabricante. Varios fabricantes comerciales ofrecen
ensayos de PCR cuantitativa para la deteccion de ADN de la célula huésped residual por ejemplo. AppTec ™
Servicios de Laboratorio, BioReliance ™, Althea Technologies, etc. Una comparacion de un ensayo de hibridacion
quimioluminiscente y el sistema ™ Umbral ADN total para medir la contaminacion de ADN de la célula huésped de
una vacuna viral humana se puede encontrar en la referencia 181.

Kits
[0118] Las vacunas pueden ser preparadas de forma extemporanea, en el momento de la entrega, particularmente
cuando se utiliza un adyuvante. Asi, la descripcién proporciona kits que incluyen los diversos componentes listos

para mezclar. El kit permite que el adyuvante y el antigeno que se le mantenga separado hasta el momento de
uso. Esta disposicion puede ser util cuando se utiliza un adyuvante de emulsién de aceite-en-agua.
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[0119] Los componentes estan separados fisicamente entre si dentro del kit, y esta separacion se puede lograr de
varias maneras. Por ejemplo, los dos componentes pueden estar en dos recipientes separados, tales como viales. El
contenido de los dos viales a continuacion, se puede mezclar, por ejemplo, mediante la eliminacion de los
contenidos de un vial y la adicién de ellos al otro vial, o0 mediante la eliminacién por separado el contenido de ambos
viales y mezclandolos en un tercer recipiente.

[0120] En una disposicion preferida, uno de los componentes del kit esta en una jeringa y el otro esta en un
recipiente tal como un vial. La jeringa se puede utilizar (por ejemplo con una aguja) para insertar su contenido en el
segundo recipiente para la mezcla, y la mezcla puede entonces ser retirada dentro de la jeringa. Los contenidos
mezclados de la jeringuilla pueden administrarse a un paciente, normalmente a través de una aguja nueva
estéril. Embalaje un componente en una jeringa elimina la necesidad de usar una jeringa separada para la
administracion al paciente.

[0121] En otra disposicién preferida, los dos componentes del kit se mantienen juntos pero por separado en la
misma jeringa, por ejemplo una jeringa de doble camara, tales como los descritos en las referencias 182-
189 etc. Cuando se acciona la jeringa (por ejemplo, durante la administracion a un paciente) a continuacion, los
contenidos de las dos camaras se mezclan. Esta disposicién evita la necesidad de una etapa de mezcla separada en
el momento de uso.

[0122] Los componentes del kit estaran generalmente en forma acuosa. En algunas disposiciones, un componente
(normalmente un componente antigeno en lugar de un componente adyuvante) esta en forma seca (por ejemplo. en
una forma liofilizada), con siendo el otro componente en forma acuosa. Los dos componentes se pueden mezclar
con el fin de reactivar el componente seco y proporcionar una composicién acuosa para la administracion a un
paciente. Un componente liofilizado normalmente se encuentra dentro de un vial en lugar de una jeringa.
Componentes secos pueden incluir estabilizantes tales como lactosa, sacarosa 0 manitol, asi como mezclas de los
mismos, por ejemplo lactosa / mezclas de sacarosa, sacarosa / manitol mezclas, etc. una posible disposicion utiliza
un componente adyuvante acuoso en una jeringa precargada y un componente antigeno liofilizado en un vial.

Envasado de las composiciones o componentes del kit

[0123] Los recipientes adecuados para las composiciones de la invencion (o componentes del kit) incluyen viales,
jeringas (por ejemplo, jeringas desechables), aerosoles nasales, etc. Estos recipientes deben ser estériles.

[0124] Cuando una composicion / componente se encuentra en un vial, el vial se hace preferiblemente de un
material de vidrio o de plastico. El vial se esteriliza preferiblemente antes de afiadir la composicion a la misma. Para
evitar problemas con los pacientes sensibles al latex, los viales se sellan preferiblemente con un tapén de latex, y se
prefiere la ausencia de latex en todo el material de embalaje. El vial puede incluir una sola dosis de vacuna, o puede
incluir mas de una dosis (un vial "multidosis"), por ejemplo 10 dosis. Viales preferidos son de cristal incoloro.

[0125] Un vial puede tener una tapa (por ejemplo una cerradura Luer) adaptada de tal manera que una jeringa
precargada puede insertarse en la tapa, el contenido de la jeringa pueden ser expulsados en el vial (por ejemplo.
para reconstituir el material liofilizado en el mismo), y el contenido del vial se pueden eliminar de nuevo en la
jeringa. Después de la retirada de la jeringa del vial, una aguja puede entonces ser unido y la composicion se puede
administrar a un paciente. La tapa se encuentra preferentemente dentro de un sello o cubierta, de modo que el sello
o cubierta tiene que ser eliminado antes de acceder a la tapa. Un vial puede tener una tapa que permite la extraccion
aséptica de su contenido, particularmente de los viales multidosis.

[0126] Cuando un componente se empadqueta en una jeringa, la jeringa puede tener una aguja unida a ella. Si una
aguja no esta conectada, una aguja separada puede ser suministrada con la jeringa para el montaje y uso. Una
aguja de este tipo puede ser enfundada. Se prefieren las agujas de seguridad. 1 pulgada de calibre 23, de 1 pulgada
de calibre 25 y 5/8 pulgadas agujas calibre 25 son tipicos. Las jeringas pueden estar provistos de etiquetas
desprendibles en los cuales la fecha el nUmero de lote, la temporada de la gripe y de caducidad de los contenidos
puede ser impreso, para facilitar el mantenimiento de registros. El émbolo de la jeringa tiene preferiblemente un
tapon para evitar que el émbolo se extraiga accidentalmente durante la aspiracion. Las jeringuillas pueden tener una
tapa de goma latex y / o émbolo. Jeringuillas desechables contienen una dosis Unica de vacuna. La jeringa tendra
generalmente un tapon de punta para sellar la punta antes de la fijacion de una aguja, y la tapa de punta se hace
preferiblemente de un caucho de butilo. Si la jeringa y la aguja se envasan por separado a continuacion, la aguja
esta equipada preferiblemente con un escudo de caucho de butilo. Jeringas Utiles son los comercializados bajo el
nombre comercial "Tip-Lok" ™,

[0127] Los contenedores pueden ser marcados para mostrar un volumen de dosis media por ejemplo, para facilitar

la entrega a los nifios. Por ejemplo, una jeringa que contiene una dosis de 0,5 ml puede tener una marca que
muestra un volumen de 0,25 ml.
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[0128] Donde (un recipiente de vidrio por ejemplo. una jeringa o un vial) se utiliza, a continuacion, se prefiere utilizar
un recipiente hecho de un vidrio de borosilicato en lugar de un vidrio de sosa y cal.

[0129] Un kit o una composiciéon pueden envasarse (gj. en la misma caja) con un folleto incluyendo los detalles de la
vacuna, por ejemplo instrucciones de administracion, detalles de los antigenos en la vacuna, etc. Las instrucciones
pueden también contener advertencias, por ejemplo, para mantener una solucién de adrenalina facilmente disponible
en caso de reaccion anafilactica después de la vacunacion, etc.

Los métodos de tratamiento, y la administracién de la vacuna

[0130] Las vacunas son adecuadas para la administracion a pacientes humanos, y la descripcién proporciona un
método de elevar una respuesta inmune en un paciente, que comprende la etapa de administrar una composicion al
paciente.

[0131] La descripcién proporciona un kit 0 composicién para su uso como un medicamento. La descripcion también
proporciona los usos médicos discutidos anteriormente.

[0132] Estos métodos y usos se utlizardn generalmente para generar una respuesta de anticuerpos,
preferiblemente una respuesta protectora de anticuerpos. Métodos para evaluar las respuestas de anticuerpos,
neutralizando la capacidad y la proteccién después de la vacunacion virus de la gripe son bien conocidos en la
técnica. Los estudios en humanos han demostrado que los titulos de anticuerpos contra hemaglutinina del virus de la
gripe humana se correlacionan con la proteccién (una muestra de suero inhibicién de la hemaglutinacion titulo de
aproximadamente 30-40 da alrededor de 50% de proteccién contra la infeccién por un virus homélogo) [190]. Las
respuestas de anticuerpos se miden tipicamente mediante inhibicién de la hemaglutinacién, por microneutralizacién,
por inmunodifusién radial simple (SRID), y / o por hemdlisis radial simple (SRH). Estas técnicas de ensayo son bien
conocidas en la técnica.

[0133] Las composiciones se pueden administrar de diversas maneras. La ruta de inmunizacién mas preferida es
mediante inyeccion intramuscular (por ejemplo. en el brazo o la pierna), pero otras vias disponibles incluyen
inyeccion subcutanea, intranasal [191-193], oral [194], intradérmica [195,196], transcutanea, transdérmica [197], etc.

[0134] Las vacunas pueden usarse para tratar tanto nifilos como adultos. Vacunas contra la gripe se recomienda
actualmente para su uso en la inmunizacién pediatrica y de adultos, desde la edad de 6 meses. Asi, el paciente
puede ser menos de 1 afio de edad, 1-5 afios, 5-15 afios, 15-55 afios de edad, o al menos 55 afios de edad. Los
pacientes preferidos para recibir las vacunas son las personas mayores (por ejemplo =50 afios, 260 afios de edad,
preferiblemente 265 afios), los jévenes (por ejemplo =5 afios de edad), pacientes hospitalizados, trabajadores de la
salud, el servicio armado y personal militar , las mujeres embarazadas, los enfermos crénicos, inmunodeprimidos,
pacientes que han tomado un compuesto antiviral (por ejemplo, un oseltamivir 0 zanamivir compuesto;. ver mas
abajo) en los 7 dias antes de recibir la vacuna, las personas con alergia al huevo y las personas que viajan al
extranjero. Las vacunas no son adecuadas Unicamente para estos grupos, sin embargo, y pueden ser utilizados mas
generalmente en una poblacién. Para cepas pandémicas, se prefiere la administracion a todos los grupos de edad.

[0135] Las composiciones preferidas de la invencion satisfacer 1, 2 o 3 de los criterios para la eficacia del CPMP
adulto para cada cepa de la gripe, a pesar de que se administran a los nifios. Estos criterios son: (1) 270% de
seroproteccion; (2) 240% de seroconversion o aumento significativo; y / o (3) un aumento de GMT de 2.5 veces. En
personas de edad avanzada (> 60 afios), estos criterios son: (1) 260% de seroproteccion; (2) la seroconversion
230%; y / o (3) un aumento de GMT de =2 veces. Estos criterios se basan en estudios abiertos con al menos 50
pacientes.

[0136] EI tratamiento puede ser por un programa de dosis Unica 0 un programa de dosis mdltiple. En cualquier
temporada de gripe en particular (por ejemplo, en un periodo dado 12 meses, por lo general en otofio o invierno) un
paciente puede recibir asi una dosis Unica de una composicién o mas de una dosis (por ejemplo, dos dosis). Una
sola dosis puede elevar una respuesta inmune contra el subtipo H3N2 util de virus de influenza A, mientras que dos
dosis pueden ser obligados a proporcionar, ademas, una respuesta inmune contra el subtipo H1IN1 dtil de virus de
influenza A y contra el virus de la gripe B. En un programa de dosis multiples las diversas dosis pueden
administrarse por la misma o diferentes vias, por ejemplo un impulso de primera y de la mucosa parenteral, un
impulso de primera y parenteral mucosal, etc. Tipicamente sera dada por la misma ruta. Las dosis mltiples se
administraran tipicamente al menos 1 semana de diferencia (por ejemplo aproximadamente 2 semanas, 3 semanas,
aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6 semanas, alrededor de 8 semanas, alrededor de 12 semanas,
aproximadamente 16 semanas, etc.). Dando dos dosis separadas por 25 a 30 dias (por ejemplo, 28 dias) es
particularmente Uutil.

[0137] Las vacunas se pueden administrar a los pacientes sustancialmente al mismo tiempo que (por
ejemplo, durante la misma consulta médica o visita a un centro profesional de la salud o de la vacunacion) otras
vacunas , por ejemplo sustancialmente al mismo tiempo como una vacuna contra el sarampién, una vacuna contra
las paperas, una vacuna contra la rubéola, una vacuna MMR, una vacuna contra la varicela, una vacuna MMRYV, una
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vacuna contra la difteria, una vacuna contra el tétanos, una vacuna contra la tos ferina, una vacuna DTP, un
conjugado de H. influenzae tipo b vacuna, una vacuna contra el virus de la polio inactivada, vacuna de virus de la
hepatitis B, una meningocdcica vacuna conjugada (tal como una vacuna tetravalente AC-W135-Y), una vacuna
neumocdcica conjugada, etc.

[0138] Del mismo modo, las vacunas se pueden administrar a los pacientes sustancialmente al mismo tiempo que
(por ejemplo durante la misma consulta médica o visita a un profesional sanitario) un compuesto antiviral, y en
particular un compuesto antiviral activo contra el virus de la gripe (por ejemplo oseltamivir y / o zanamivir). Estos
antivirales incluyen inhibidores de la neuraminidasa, tales como un acido (3R, 4R, 5S) -4-acetilamino-5-amino-3 (1-
etilpropoxi) acido -1-ciclohexeno-1-carboxilico o acido, incluyendo ésteres de los mismos (por ejemplo, los ésteres
de etilo) y sales de los mismos (por ejemplo, las sales de fosfato). Un antiviral preferido es (3R, 4R, 5S) -4-
acetilamino-5-amino-3 (1-etilpropoxi) acido -1-ciclohexeno-1-carboxilico, éster etilico, fosfato (1: 1), también conocido
como oseltamivir fosfato (TAMIFLU ™).

Aspectos combinados.

[0139] La descripcién proporciona una serie de mejoras en los procesos existentes para la preparacion de
antigenos de la vacuna del virus de la gripe desintegrados. Ademas de ser utilizado por separado, estas mejoras se
pueden utilizar en combinacién. Interrumpir viriones obtenidos por procesos que incluyen tales combinaciones se
puede usar para la preparacion de vacunas contra la gripe.

[0140] La descripcion proporciona un proceso para la preparacion de viriones de la gripe deteriorados, que
comprende las etapas de: (i) obtencién de una composicion que comprende viriones de la gripe en ausencia de
detergente y, preferiblemente, en presencia de un tampoén de fosfato; (ii) inactivar los viriones de la gripe en ausencia
de detergente y, preferiblemente, en presencia de un tampdén de fosfato; (iii) la division de los viriones inactivados
con un reactivo que comprende un primer detergente en un tampoén (preferiblemente un tampén de fosfato) que tiene
una fuerza iénica de 100 mM o mayor; y (iv) el intercambio de la primera detergente por un segundo detergente.

[0141] El material obtenido después del intercambio de detergente se puede purificar adicionalmente, incluyendo el
uso de ultrafiltracion a través de una membrana de ultrafiltracion de celulosa.

[0142] La descripcion proporciona un proceso para la preparacion de viriones de la gripe deteriorados, que
comprende las etapas de: (i) obtener un medio liquido que contiene viriones de la gripe; (i) opcionalmente
concentrar el medio; (iii) diafiltrar el medio liquido para proporcionar un retenido que contiene viriones incluyendo, un
tampodn de baja conductividad; (iv) la captura de los viriones de la retenido por un proceso seleccionado de captura
por afinidad, captura de pseudo-afinidad, cromatografia o adsorcion; (V) la inactivacion de los viriones de la gripe en
ausencia de detergente y, preferiblemente, en presencia de un tampén de fosfato; (Vi) la division de los viriones
inactivados con un reactivo que comprende un primer detergente en un tampon (preferiblemente un tampoén de
fosfato) que tiene una fuerza i6nica de 100 mM o mayor;y (vii) el intercambio de la primera detergente por un
segundo detergente. El material puede, como anteriormente, ser purificado adicionalmente.

General

[0143] EI término "que comprende" abarca "entre ellos", asi como "que consisten en" ej. una composicién "que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional por ejemplo X + Y.

[0144] La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente” por ejemplo una composicion que es
"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra
"sustancialmente" puede omitirse.

[0145] EIl término "aproximadamente" en relacion con un valor numérico x significa, por ejemplo, x + 10%.

[0146] A menos que se indique especificamente, un procedimiento que comprende una etapa de mezclar dos o mas
componentes no requiere ningdn orden especifico de mezcla. Asi, los componentes se pueden mezclar en cualquier
orden. Donde hay tres componentes a continuacion, dos componentes se pueden combinar entre si, y entonces la
combinacién puede combinarse con el tercer componente, etc.

[0147] Cuando los animales (y particularmente bovinos) materiales se utilizan en el cultivo de células, deberan
obtenerse de fuentes que estén libres de encefalopatias espongiformes transmisibles (EET), y, en particular libres de
encefalopatia espongiforme bovina (EEB). En general, se prefiere cultivar células en ausencia total de materiales
derivados de animales.

[0148] Cuando un compuesto se administra al cuerpo como parte de una composicion a continuacién, que el
compuesto, alternativamente, puede ser reemplazado por un profarmaco adecuado.
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[0149] Cuando se utiliza un sustrato de células para la recombinacién o revertir los procedimientos de genética, es
preferiblemente uno que ha sido aprobado para su uso en la produccion de vacunas humanas, por ejemplo como en
Ph Eur capitulo general 5.2.3.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0150] Las figuras 1 y 2 muestran ambos analisis SDS-PAGE de cinco etapas durante la purificacion del
antigeno. Los cinco carriles, de izquierda a derecha, proteinas muestran presentes en las siguientes etapas: (i)
después de la inactivacion B-propiolactona; (i) después de CTAB desdoblamiento; (iii) después de 15 horas de
extraccién CTAB por adsorcién; (iv) después de la adsorcion es completa; y (v) después del post-adsorcion filtracion
estéril.

MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

[0151] Una cepa H5N1 del virus de influenza A se cultiva con éxito en células MDCK. Un intento inicial para
preparar glicoproteinas de superficie purificados de esta cepa utiliza un proceso que previamente habia sido utilizado
con éxito con una cepa H1N1, pero el proceso lleva a cabo muy mal. Mas del 95% de HA viral se habia perdido
después de la etapa de division basado en CTAB, y la etapa se usa para eliminar CTAB también eliminado mas del
75% de HA. Por otra parte, la final de HA se antigénicamente dafiado y gran parte de ella no era detectable por
SRID. De este modo se modifico el proceso de HIN1.

[0152] EI crecimiento del virus y la cosecha no se modificaron. Después de la cosecha, sin embargo, se us6
ultrafiltracién para concentrar los viriones de 5 veces (de membrana de fibra hueca de PES, 500 kDa de corte), y
luego la suspensién de viriones concentrada se sometié a diafiltracion en un tampén de fosfato 10 mM (pH 7,0 +
0,1). Los viriones se purificaron (concentrado) usando una resina de CS (equilibrada en el mismo tampon fosfato 10
mM). En otra ultrafiltracién / diafiltracién paso se utilizé un nuevo buffer. En lugar de utilizar un tampén de Tris, como
en el proceso de HIN1, se utilizé un tampon de fosfato (tampdn ‘A" fosfato 50 mM, pH 7,5) para el equilibrado y
diafiltracion. Por otra parte, a diferencia del proceso de H1IN1 este bufer no incluyé polisorbato 80.

[0153] Viriones purificados se inactivan a continuacién utilizando B-propiolactona. A diferencia del proceso HIN1,
sin embargo, la B-propiolactona se prepard en tampoén 'A'.

[0154] Viriones inactivados se dividieron usando CTAB, pero de nuevo el CTAB se prepar6 en tampoén 'A'. Por otra
parte, en lugar de realizar la divisidn en una baja concentracion de tampon Tris, se realizé en 200 mM NaCl con
fosfato 50 mM, pH 7,5. Asi, el sistema de la fuerza iénica y el tampén utilizado durante la division se cambié tanto.

[0155] La ultracentrifugacion se utiliz6 para preparar antigenos de la superficie de la misma manera como el
proceso HIN1, pero se alter6 un paso subsiguiente de extraccion CTAB (por adsorcion). Considerando que el
adsorbente CTAB en el proceso de H1N1 se equilibré en un tampon de Tris, para H5N1 se equilibré en tampén 'A',
complementado con 2,5 g / L de polisorbato 80. La adicion de polisorbato 80 en esta etapa sustituida por la adicion
de pre-inactivacion de polisorbato 80 en el proceso de HIN1.

[0156] Etapas de purificacién posteriores fueron las mismas, excepto que de nuevo tampones Tris fueron
reemplazados por buffer 'A’, y que la membrana de ultrafiltracion final se cambié para reducir la hidrofilicidad y para
disminuir su limite de exclusién de tamafio, con una membrana de acetato de celulosa hidréfilo con baja adsorcién
de proteinas intrinseca caracteristicas siendo seleccionados.

[0157] Las figuras 1 y 2 muestran los efectos de estos cambios en la purificacion de antigenos. Mientras que en la
Figura 1, que muestra los resultados de usar el proceso de H1IN1 del virus H5N1, la cantidad de antigeno HA se
reduce enormemente después de la divisién, la misma caida no se ve en la Figura 2. Ademas, los altos niveles de
HA permanecen presentes durante el etapas de purificacion posteriores.

[0158] Considerando que el proceso H1N1 dio una concentracion final de HA de <10ug / ml cuando se realiza en el
virus H5N1, el proceso modificado proporciona una concentracion final de 505ug / ml es decir .a> la mejora de 50
veces. La recuperacion total HA, seguin lo medido por SRID, se evalu6 como 36%.HA pureza era muy
bueno. Concentracion de CTAB residual era <0.05ug por g de HA.

[0159] El mismo proceso también es util para el tratamiento de otros virus de influenza A por ejemplo, cepas
H1IN1. Un proceso modificado también es util, en el que el polisorbato 80 se afiade después de la etapa de
cromatografia CS pero antes de la division, o después de la division, pero antes de la extraccion CTAB. Si la
cantidad de polisorbato 80 afiadié en cualquiera de estos pasos fue de menos de 1,5 g / L a continuacién, mas
polisorbato 80 se afiade en las etapas de purificacion posteriores, pero antes de la ultrafiltracion final.
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Reivindicaciones

1. Un proceso para interrumpir viriones de la gripe, que comprende las etapas de: (i) obtenciéon de una composicién
gue comprende viriones de la gripe en presencia de un tampdn de fosfato; (ii) inactivar los viriones de la gripe en
presencia de un tampén de fosfato; y (iii) la division de los viriones inactivados en presencia de un tampoén de
fosfato.

2. El proceso de la reivindicacion 1, que comprende ademas las etapas de: (i) obtener la composicion que
comprende viriones de la gripe en ausencia de detergente; (ii) inactivar los viriones de la gripe en ausencia de
detergente; (iii) la division de los viriones inactivados con un reactivo que comprende un primer detergente que tiene
una fuerza iénica de 100mM o mayor; y (iv) el intercambio de la primera detergente por un segundo detergente.
3. El proceso de la reivindicacion 2, en el que la etapa de obtencién de la composicién que comprende viriones de la
gripe comprende: (i) la obtencion de un medio liquido que contiene viriones de la gripe; (ii) opcionalmente concentrar
el medio; (iii) diafiltrar el medio liquido para proporcionar un retenido que contiene virién, incluyendo un tampoén de
baja conductividad; y (iv) la captura de los viriones de la retenido por un proceso seleccionado de captura por
afinidad, captura de pseudo-afinidad, cromatografia o adsorcién.

4. Un procedimiento para preparar una vacuna contra la gripe, que comprende alteradores viriones de la gripe de
acuerdo con el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que los viriones de la gripe son de un virus de influenza.

6. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que los viriones de la gripe son de un virus de influenza
de hemaglutinina H5 subtipo.

7. El proceso de cualquier reivindicacion precedente, en el que los viriones de la gripe se preparan a partir de huevos
o cultivo de células de mamifero.

8. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde la vacuna es una vacuna trivalente.

9. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que la vacuna contiene hemaglutinina en 7.5ug
por cepa.

10. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que la vacuna contiene hemaglutinina a
aproximadamente 15ug por cepa.

11. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10, en el que la vacuna contiene un adyuvante.

12. El proceso de la reivindicacion 11, en el que el adyuvante comprende una emulsiéon de aceite-en-agua.
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