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FORMULATION IMMUNOGENE

La présente divulgation concerne des

de compositions immunogénes. En particulier,

divulgation concerne des formulations de
y - +- T ~ 5 T & N N oo
immuncgenes contenant une ou plusieurs souches

de la dengue purifiés et inactivés.

formulat
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Lla pregsente

compositions

VIiIrus

Les wvirus de la dengue (DEN ou DENV) sont des
membres de la famille des flaviviridae. Comme le

prototype de la famille, le virus de la
(YF), les virus de la dengue sont des virus

£ 2
fiev

rre jaune

enveloppés

a4 ARN gimple brin ayant une taille dfenviron 0 nm
(description détaillée dans Henchal and Putnak, Clin.

dengue, on trouve guatre sérotypes, la

la
la

cengue ae

dengue de type 4 (dengue-4 ou DEN4).

similarité et antigén

exlste aucune

(Calisher

- Taa -1 B oo T AT
par Les moustiques, €en provo

aigué., La maladie virale de la dengue est

(D
n
QL

régions subtropica.

L"un guelcongque des
DENV peut provoguer une infection

non spécifique,

~lassique de la dengue ou une maladie grave de
avec tendance hémorragique. Bien qu’

ue considé

neutr

asymptomatique,

exlste
rable

aJ_LQaVL on

Gen. Virol.

quatre sérotypes de
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Apres une infection avec un sérotype du virus de la

dengue, les humains gui sont une nouvelle foisg infectés

v
la dengue

par un gérotype différent du wvirus de
présentent un risgue accru de développer une maladie
grave, Les mécanismes esponsables du  renforcement
ultérieur de la maladie ne sont pas bilen compris (voir,
par exemple, Halstead, Rev. Infect. Dis. 11 : Suppl 4 :

SE30-5839 (1989) ; Rothman, Nat. Rev. Immuncl. 11 : 532~

543 {2011y, Guzman and Isturiz, Int. J. Antimicrob.

tte contre une maladie humaine
provoguée par le virus de la dengue sont principalement
réalisées, a 1’heure actuells, par le contrdle du vecteur
gu’est le moustigue. Par conséqguent, i1l reste un besocoin
pour des wvaccins slrs et efficaces contre tous les

. . ‘ . . L Lo
seérotypes du virus de la dengue, et des procédés pour

Le développement d'un wvaccin efficace contre la
dengue a été entravé 2 cause de probléemes de stabilité

des préparations virales apres la purification du virus.

\.\

En particulier, le sérotype DEN4 présente une stabili

/\

trature ambiante {(par rapport aux autres

fficulté de préparation
du PIV DEN4 sous la forme d’un composant vaccinal en
vrac. Il existe un Ppesoin pour des formulzations

immuncgénes comprenant DEN4 qui gont stables pendant
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Un aspect de la ©présente invention est une

composition immunogeéne comprenant un virus de la dengue

de sérotype 4 inactivé et pu urn agent tampon, un

tensgiocactif et un excipient améliorant la stabilité,
Nang 13 asopect suppléme 1 e or= I “nricoanto
ans un aspelt SUPP émentaire ae ia cresente

invention, 1'excipient améliorant a stabilité est

Dang un aspect supplémentaire de la présente
invention, 1'excipient améliorant la stabilité est
choisi parmi MgS0O, a une concentraticon dfau moeins ou

dfenviron 1,8 mM, d’au moing ou dfenvircn 3,75 mM, d’au

meinsg ou d’environ 7,5 mM, dfau moins ou dfenviron 15 mM,

)

n

d’au moinsg ou d'environ 30 mM, et dfau moing ou dfenviron

-

N
H

™ . . 3. T mrar it AT
wans un asgpect S ;}C‘Ol(}fﬂ@l’ln arre ae tfinvention,

3 - o " - - SN s s RS - ~ o s

Lfezcipient améliorant la stabi est choisi parmi

7au moins ou dfenviron 3,75 mM, dfau moins ou dfenviron
;5 mM, d’au moins ou d’environ 15 mM, dfau moins ou
Jd’environ 30 mM, et d’au moing ou dfenviron 45 mM.

Jil

une concentration d’au moins ou d’environ 8 %  en
poids/volume {(p/v), ou d’a
p/v.

Dans un aspect supplémentaire, la composition
immuncgéne de 1’ invention comprend du saccharose et au

moins un excipient gsupplémentaire choisi parmi CaCl, et
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Dans un aspect supplément: de 1'invention, la
composition comprend en outre un adjuvant. LMadjuvant
peut étre un adiuvant sans aluminium, ou un sel

dfaluminium, xyde d’aluminium ou le

que hydro ou
phosphate dfaluminium
Dans un aspect supplémentaire de 17invention, la
composition comprend en outre au ing un sérotype

supplémentaire de virus de la dengue inactivé et purifié,
Dang un asgpect supplémentaire de 17 invention, la
composition comprend un virus de la dengue de sérotype
1 inactivé et purifié (PIV DEN1), un virus de la dengue
de sérotype 2 inactivé et purifié (PIV DEN2) et un virus
de la dengue de sérotvpepe 3 inactivé et purifié (PIV DEN3)
Un aspect supplémentaire de 17 invention est un
procédé de formulation d’une préparation en vrx de vizru
de la dengue inactivé et purifié ou d’une formulation
vaccinale finie de celle-ci, comprenant la fourniture

Corn vt de 1lfeau stérile,

prenan

~
[

ensicactif et un excipient améliorant

7

stapilité ; et 1fajout a la solution dfun virus de 1a
dengue inactivé et purifié.

La figure 1 est un graphigue représentant les
résultats DLS pour une formulation de PIV DEN4 complétée
avec les exciplents testés énumérés dans le tableau 1,
au temps 0. L7axe des Y es la taille moyenne 7 des

o

particules wvirales en nanoméetre (nm). Le s

PR} est la formulation de base contenant la substance
médicamenteuse PIV DEN4 (sans auc excipient testé).
La figure 2 est un graghique reprégsentant les
résultats DLS pour une formulation de PIV DEN4 complétée
avec les excipilents ftestés énumérés dans le tableau 1,

BE2016/5950
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aprés stockage pendant 48 heures a 25 °C (T48h25 °C).
Les unités de 1l7axe des Y et le témoin (CTRL PB) sont
comme sur la figure 1.

La figure 3 est un graphigue représentant la

récupération HP-SEC-UV pour une formulation de PIV DEN4

tableau 1, aprés 48 heures de stockage a 25 7

étalon. Les témoins sont la formulation de base contenant

la substance médicamenteus PIV  DENA4 {sang auc

&)

(’)\

excipient test
La figure 4 est un graphigue représentant les
résultats DLS pour une formulation de PIV DEN4 complétée
avec les excipients testés énumérés dans le tableau 2,
axe des Y est la taille moyenne 7 des
particules rales en nanometre {(nm). Le témoin {(CTRL
PB) est la formulation de base contenant la substance
médicamenteuse PIV DEN4 (sans aucun excipient testé).

La figure 5 est un graphigue représentant les

résultats DLS pour une formulaticn de PIV DEN4 complétée
avec les excipients testés énumérés dans le tableau 2,
aprés stockage pendant 48 heures a 25 °C (T48h25 °Cy.

Les unités de 1l7zaxe des Y et le témoin (CTRL PB) sont

La figure 6 est un graphigue représentant la

récupération HP-SEC-UV pour une formulation de PIV DEN4

des Y est le % de récupération par rapport a la courbe
étalon., Les témoing sont le PIV DENZ formulé sans aucun

excipient testé (formulation de baszse).
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mulation de PIV DEN4 complétée

dans le tableau 3,
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taille moyenne 2 des particules virales en nanométre
{(rm}, Le témoin (CTRL PB} est la formulation de base
contenant la substance médicamenteuse PIV DEN4 (sans
aucun excipient testé).

La figure 8 est un graphicgue représentant les

: - - - -~ S N T o e 2 A O .
apres stockage pendant 7 jours a 25 "C. Les unités ds
17axe des Y et le témoin sont comme sur la figure 7.

La figure 9 est un graphigue représentant les

régultats de néphélométrie sur une formulation de PIV
DEN4 complétée avec les excipients testés énumérés dans
le tableau 3, aprés 48 heures de stockage & 25 °C. Les

UTN signifie unité de urbidité néphélométrigque. Le
témoin (PB) est la formulation de

excipient testé (formulation de base).

résultats de néphélométrie sur une formulation de PIV

DEN4 complétée avec les excipients
le tableau 3, apres 7 Jours de stockage a 25 "C. Les

e témoin sont comme sur la figure 9.

Z

complétée avec lesg exciplents testés énumérés dans le
tableau 3, aprés 48 heures de stockage a 25 °C. L'axe

Ies e P 2. - AT TN 1 - A PN PRSI 1
des Y est le % de récuperation par rapport a la courbe

BE2016/5950
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Le témoin (PB) est la formulation de

saneg aucun excipient testé (formulation de base).
La figure 12 est un graphique représentant les
résuitats de HP-SEC-UV sur une formulation de PIV DEN4

complét avec les excipients testés énumérés dans le
tableau 3, aprés 7 jours de stockage a 25 °C. L'axe des
Y est le % de récupération par rapport a la courbe étalon
Le témoin (PB) est la formulation de PIV DEN4 sans aucun

excipient testé (formulation de base).

Lz figure 13 est un graphigue représentant les
résultats d’un test ELISA sur une formulation de PIV
DEN4 complétés avec les exciplents testés énumérés dans
le tableau 3, aprés 48 heures de stockage a 25 °C. L’axe
des Y est le % de récupération par rapport a

[Yantigénicité théorique quil devrait étre trouvée sur la
base du facteur de dilution appligué. Le témoin (PB) a3t

la formulation de PRI DEN4 sans aucun excipient testé
{(formulation de base}.
a figure 14 est un graphigque représgentant les

résultats dun test ELISA sur une formulation de PIV

DEN4 complétée avec les excipilents testés énumérés dans
le tableau 3, aprés 7 jours de stockage a 25 °C. Lfaxe

des Y est le % de récupération par rappor a
I7antigénicité théorique qui devrait étre trouvée sur la
base du facteur de dilution appligué. Le témoin (PB) est
la formulation de PIV DEN4 sans aucun excipient testé
(formulation de base).

Lz figure 15 est un graphique représentant les
résultats Jd’un IF sur une formulation de PIV DEN4
complétée avec les excipients testés énumérés dans le
tableau 3, aprés 48 heures de stockage a 25 °C. L’axe

BE2016/5950
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I o AV - 7 [ B Loy oy -y v n o o et S T - PR
des Y est le $ de récupération par rapport a la courbe

étalon. Le témoin (PB) est la formulation de PIV DEN4
gans aucun excipient testé (formulation de base).
La figure 16 est un graphique représentant les

sur une formulation de FIV DEN4

Le témoin (PR) est la formulation de FIV DEN4 sans aucun

5
}
L

excipient testé (formulation de base).
La figure 17 est un graphique représentant les

2travalente de base

f_)\

Sl ob oo+ T Q0 vt 11 g - -
résultats DLS pour uns formulation té

contenant les PIV DEN complétée avec du CaCl, a des

NNV N t S AN o 7 ~q A ~ ~ Moy Q P d, ~ O 4—1..«#-: ATy
concentrationg variées, du Mol 3 5 concentrationg

[ON

o P e 3 y A ) - ~ R

variées, ou du saccharose a 8 %, apres 6 Jours de
P . A SR 9 T - A L, ~ e - £ - T a1
stockage a 2b "C. Le témoin est la formulation

tétravalente sans excipient ajoutée (formulation de base).

5
H
1.

L’axe des Y est la taille moyenne Z des particules
virales en nanometre

La figure 18

=

résultat dfun test chtenus avec les

—

a. 1 ons v:—é*i—*r:.x
d el ) Lellialv

Hh
Q
4

I

Hh
f

igure 17. L'axe des Y = 2 % a récupératicn par

-~
RN

et

t a 17antigéni qui devrait étre

a

'O

jote,
trouvée sur la base du facteur de dilution applicué.

Lz figure 19 est un graphigque représentant les
SA sur DRENZ2 obtenus avec les
formulations tétravalentes, comme decrites pour la
figure 17. L7axe des Y est le % de récupération par
rapport & lfantigénicité théorique qui devrait &tre

trouvée sur la base du facteur de dilution appliqgué.
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formulations tétravalentes sans adiuvant, comme décrites
pour la figure 22.
La figure 26 est un graphique représentant les

résultats d’une analyse DLS des formulations
tétravalentes sans adiuvant, comme décrites pour la
figure 22, mesurés apres sept Jjours de stockage a
différentes températures (4 °c, 25 °c, et 37 °Cy.

« Fraiche » indique la formulat évaluée a TO.

La figure 27 est un graphigue de la teneur en

protéines des formulations

comme décrites pour la figure 22, évaluée par SEC CLHP
avec détection UV (résultats fournis sous la forme du %

ration

a 1

L‘v

compare

rifiée en vrac).

pu
Lz

figure 28 est un graphigque de

ations tétr

formul

néphélométrie sur les

adiuvant comme décrites

i’axe des Y sont UN (u

a figure 29 présente les résultats d’une diffusion
statigque de lumiere (S8SLS) pour mesurer les particules
< 10 pm, dans des formulations tétravalentes avec

9]

La figure 30 présente les résultats d’une diffusio
statique de lumiere (SLS) pour mesurer les particules
< 100 um, dans des formulations tétravalent avec
A1 {CH)s comme adjuvant.

La figure 321 est un graphique représentant les
rézulitats d’une analyse DLS {moyenne Z sur 1’axe des V)
d’une DS DEN4 avec Mg$S0,; a divers moments temporels (T0,
1 semaine) et dans diverses conditions (22 °C, 30 °C, et

BE2016/5950
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X “ ] \ 3 AT o /1A T
apres 1, 2 ou 3 cycles de congélation/décongélation). Le

témoin (CTRL) est une composition de DEN4 sans MgSOs.
Vue densemble de la vaccination contre la dengue

La présente divulgation concerne des formulations
de compositions immuncgenes. En particulier, la prészente

divulgation concerne des formulations de compositions,
telles que des préparations vaccinales en vrac et des
formulations vaccinales finies, contenant une ou

rus de la dengue inactivé et

,_x -

plusieurs souches de vi
purifié (PIV DEN). Les formulations divulguées dans le
présent document augmentent la récupération et la
stabilité de FPIV DEN dans les compositions immunogénes,

5
H
1.

ce qui faci le stockage et la
distribution de ces compositions. La récupération et 1
stabilité accrues des formulationg divulguées dans le
présent document s’appliquent a tous les gstades du
procédé de fabrication du vaccin, v compris aux
préparations vaccinales en vrac et aux formulations
vaccinales finies.

Une vaccination

peut provoquer une maladie humaine, et

T

sérotypes de DENV sont souvent présents dans une seul
zone geéographigue. En outre, le sérotype prédominant

peut varier selon le moment et Liemplacement

Plusieurs wvaccins candidats a DENV atténué wvivant

=3
i

ont été décrits (Wallace et al., Curr. OQOpinion i

[P B 2. PLEe B S0 2N T K 1 .
Virxology 3 : 2b2-5¢6 (2013) ; H Vaccine 3 :
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4501-07 (2013), Thomas et al., Am. J. Trop. Med Hyg 88 :
73-88 (2013) ; Bauer et al., Am J. Trop Med. Hyg. 14-
0625 (juillet 2015 epub), Watanaveerade] et al., Am J.
Trop. Med. Hyg. 91(1} : 119-28 (2014)). Un vaccin a sous-
unité de DENV recombinant non réplicatif a également été
décrit. Coller et al., Vaccine 29 : 7267-7275 (2011).
Un vaccin tétravalent inactivé et pur contre la
dengue (PIV TDEN) sg‘est avéaré induire des réponses de
type anticorps protecteur contre une provocation avec

DENV chez les macagques rhésus. Fernandez et al., Am. J.
Trop. Med. Hyg. 92({(4) : 698-708 (2015).
Stabilisgation de DEN4

Dans un aspect, la présente divulgation concerne
des procédés permettant Jdfaugmenter la stabilitée de
composition comprenant des sérotypes e virus de la
dengue inactivés et purifiés, comme FIV DEN4, par la
formulation du cu des virus inactivés de la dengue avec

des excipients améliorant la stabilité, comme décrit
dans le présent document.

Dans un autre aspect, la présente divulgation
concerne un pProcédé permettant "amé&liorer la
récupération d’un virus inactivé de la dengue {ou d'une

pluralité de ceux-ci) a antigénicité préservés, dans une

mposition le contenant, par la formulation du ou des
virus 1inactivés de la dengue avec des excipients
améliorant la stabilité, comme décrit dans le preésent
document.

Tel gu'utilisé dici, on mesure la stabilité d’une
formulation de PIV de la dengue par le changement de la
taille moyvenne des particules virales au cours du temps

BE2016/5950
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{agrégation ou floculation du virus). Par conséquent,

-3
T
WL

Vv de la dengue

stabilité dfune formulation de virus P

peut &tre évaluée en mesurant toute augmentation de la

(agrégation ou floculation). Une autre mesure de la
' 3= A N . < 7Ty A PR J DT - P N . N
stabilité d'une formulation de PIV de la dengue est le

diminution de 17antigénicité. Ainsi, une formulation
« moins stable » est une formulation dans laquelle 1a
taille moyvenne des particules virales augmente et/ou
dont I7antigénicité diminue, par rapport &  une
formulation de comparaison dans des conditions
identigues ou similaires et pendant des péricdes de temps
identigues ou similaires. Un excipient gul stabilise une

£ - - 1 N oy - A 3 et 5o Ay ooy 4 =L
formulation est un excipient qui diminue 17agrégation au

cours du temps et/cu qui maintient 17antigénicité au
cours du temps, par rapport & une formulation identigue

m

Q

is qul ne contient pas 1’excipient ou quil contient
Ifexcipient en une moindre guantité., Dans un mode de
réaligation de la présente invention, les gstabilités de
deux formulations sont comparées apres un stockage de 48
heures & 25 °C ; dans un autre mode de réalisation, les
formulations sont comparées apres un stockage de six

jours a 25 °C, dans un autre mode de réalisation, les

Un premier aspect de la présente divulgation

BE2016/5950
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ou plusieurs virus de la dengue inactivés et

en combinaison avec au moins un excipient. De telles
compositions peuvent étre des préparations en vrac de
virus de la denguse inactivé et purifié (PIV DEN)
produites a une échelle commerciale, et appropriées pour
une formulation en compositions pharmaceutiques (pazr

exemple, des wvaccinsg servant révenir une infection

Q)
T

T
A

.
{0
[o2
—
jo”
o
o
—
-
“
<

par et/ou une maladi:

[92]

de la dengue) ; ou

-

VoL

des formulations vaccinales finies (produit

médicamenteux). L'ajout d'un excipient sélectionné, tel
gue divulgué ici, améliore la stabilité de la composition,
par rappoert aux formulaticns qui ne contiennent pas
I7excipient sélectionné ou gui contiennent 1fexciplent
lectionné a des taux significativement inférieurs. Ces

formulations contenant un excipient sélectionné

possedent comme caractéristique favorable le fait de

b

réduire 17agrégation du virus inactivé, par exemple

au cours du temps (les deux étant comparés a une
formulation gqui ne contient pas 17 excipient sélectionné
ou qui contient 1'excipient sélectionné a des taux

significativement inférieurs. Tel gu’uti

[N

o9

moitié, inférieur a 40 %, inférieur a 25 % ou inf
a 20 % d’un taux de comparailson.

Par conséquent, un mode de réalisation de la
présente invention est une composition immunogene

. a3

comprenant un ou plusieurs sérotypes de virus de 1la

O

dengue inactivés et purifiés, la composgition immuncgéne

comprenant en outre un exciplent améliorant la stabilite

ou un sel qui
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fournit un ion divalent en solution. Les exciplier

appropriés comprennent aCl, et MgSQCs.

L"agrégation des particules virales diminue dans
les compositions immuncgenes de la présente invention
{(par rapport & des formulations ne contenant pas
IMexcipient amé&licorant la stabilité), par exemple apres
un stockage a 25 °C pendant 48 heures, et/ou aprés un
stockage & 25 °C pendant six jours, et/ou aprés un
stockage a 25 °C pendant sept Jjours. L’agrégation des
particules virales peut &tre mesurée par n’ importe quel
procédé approprié connu dans 17art.

En variante ou en plus, Ifantigénicité est
présexrvée dans les compositions immunogeénes de  la

présente invention {par rapport a des formulations ne
contenant pas 1l’excipient améliorant la stabilité), par
exemple aprés un stockage a 25 °C pendant 48 heures,

et/ou aprés un stockage a 25 °C pendant six jours, et/ou
aprés un stockage & 25 °C  pendant sept Jjours.
L7antigénicité peut étre mesurée par tTout procédé
approprié connu dans 17art, comme un dosage ELISA.

En variante ou en plus, la récupération du virus de

la dengue inactivé et purifié {(ou des antigénes viraux)

est améliorée dans compositions

présente invention, par exemple plusg de 50 %, 60 %, 70 %,

30 %, 90 %, (ou plus de 95 %) du matériel viral sont
récupérés dans la préparation finale aprés un stockage

a 25 °C pendant 48 heures, et/ou aprés un stockage a
25 °C pendant six jours, et/ou aprés un stockage a 25 °C
pendant sept Jjours.

sation de la présente invention
1’ est 1 saccharcse, et la

BE2016/5950
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concentration finale en saccharose est présente dans la

composition immunogene {(par exemple, la préparvation en

O~
~

un niveau élev

vrac ou la formulaticn vaccinale
par exemple d’au moins ou d’'environ 10 % en poids/volume

(p/v), ou d’au moinsg ou d'envivron ¢ % en p/v, ou dfau

<o - = Q. - e 3 noQ /en . TR S N o,
environ 5 % et environ 20 % en /v ; entre environ 6 %

et environ 10 % en p/v, ou entre environ 7 % et environ

O
6]
}—J
(
k
v

9 % en p/v. Dans un aspect supplémentaire, la compe
immunogéne de 17invention comprend du saccharose et au
moing un excipient supplémentaire choisi parmi CaCl. et

MgSOs.
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alisation de la présente invention,

17 excipient sélectionnég est CaCl et est présent dans

la préparation

,D,
=
@

la composition immunoge (par exemple,
en vrac ou la formulation wvaccinale finie) & une

concentration finale d'au moins ou dfenviron 5 mM, dau

moing ou dfenvireon 10 mM, dau moins ou dfenviron 15 mM,
d’au moing ou d’environ 20 mM, d’au moins ou d’environ
30 mM, ou dfau moins ou d'environ 45 mM. Le CaCl, peut
8tre fourni scus la forme de chlorure de calcium
éshvydraté {CaCly.2Hy0) . Dans certains modas de
lisation, la concentration finale en CaCl; est située
entre environ 1 mM et environ 50 mM ; entre envircon 5 mM
et environ 25 mM ; ou entre environ 10 mM et environ
20 mM. Dans un mode de réalisation supplémentaire, 1a
compogition immunogéne de 17 invention comprend CaCl, et
au moins un excipient supplémentaire choisi parmi 1le

saccharose et MgS0Os.
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Dang un mode de réalisgation de la p:
1’excipient sélectionné est MgSOs, et

5
H

la composition immunogene (par exemple,

en  vrac ou la formulation wvaccinale finie) & une
concentration finale d’au moins ou dfenviron 5 mM, d’au
moins ou d'environ 10 mM, d'au moins ou dfenviron 15 mM,
dfau moins ou dienviron 20 mM, d’au moins ou d’environ
30 mM, ou dfau moins ou d’environ 45 mM. La guantiteée de
MgS0Os peut étre ajustée en fonction de la quantité de
“antigéne présent dans la composition, afin d’obtenir
une stabilité en utilisant une guantité appropriée de
MgSQ0,. MgS0: peut étre fourni scus la forme de sulfate

heptahydraté {(MgSO..7H,0). Dans certains

ce mag nésg

lisation, la concentration finale en MgSO:

cst située entre environ 1 mM et environ 50 mM ; entre

environ 5 mM et environ 25 mM ; ou entre envivon 10 mM
et environ 20 mM. Dans un  moede de réalisation
supplémentaire, la composition immunogene de 1finvention
comprend MgSCs et au moins un excipient supplémentaire
choisi parmi le saccharose et CalCl;.

Un mode de réalisation de 17invention est une

composition immunogeéne comprenant un virus inactivé et

purifié des guatre sérotypes viraux de la dengue (une
compogsition tétravalent de PIV DEN} comprenant en

outre un excipient choisi parmi CaCls;, MgS0O,, et le

J

Sa

I

on, l’excipient est

ct

-~
®
[
M
»
-

saccharose. Dans un mode ¢

MgS0Os a une concentration finale d’au moins ou d’environ

d’environ 230 mM, ou d’au moing ou dfenviron 45 mM. La
composition immunogéne peut en outre é&tre adijuvantée,

par exemple avec un adjuvant a base d’al:
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Un mnmode de éalisgsation de 1finvention est une

w

osition immunogéne comprenant le DEN-4 inactivé et
purifié, comprenant en outre au moins un excipient choisi
parmi CaCl,, MgS0,, et le saccharose. Dans un mode de

réaligation, 17excipient est Mg3C, & une concentration

;5
ey
J
s

finale d"au moing ou dfenviron 7,5 mM, d'au moi
"environ 15 mM, d’au moins d'environ 30 mM, ou dfau
moing cu dfenviron 45 mM. La composgition immunogene peut

2tre adiuvantée, par exemple avee un adjuvant

Les compositions divulguées dans le présent

document peuvent comprendre un ou plus d’un sérotypse du
virus de la dengue. DRans un mode de réalisation, les
compositions comprennent au moins DEN-4. Généralement,

rennent une pluralité de virus de

1 . 2 A~ p
lesg compositions comp

t=r

b " S e o 3. T 11 SO S - SN Fome b e N e 1o

la dengue issus de plus d'un sérctype, c’est-a-dire le
£y wm g~ e 3 1 - - T AN g e x e Y - . N

sérotype 1 de la dengue, le sérotype 2 de la dengue, le

(DEN-1, DEN-2Z, DEN-3 et/ou DEN-4, respectivement). Par
exemple, la compoesition peut comprendre deux, trols ou
guatre sérotypes différents du virus de la dencue. Dans

un mode de réalisation, la composition comprend des virus

= o

(D\

de la dengue inactivés et purifiés des quatre sérotypes,

et déclenche une réponse immunitaire diricgée contre

®

chacun parmi DEN-1, DEN-2, DEN-3 et DEN-4. Le ou les

virus peuvent é&tre choisis parmi les virus de type

choisis parmi des virus atténués, des virus recombinants

et/ou des virus chiméres. Une seule
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comprendre un ou plusieurs virus de type sauvage, un ou

plusieurs wvirus atténués, un  ou plusieurs virus
recombinants et/ou un ou plusieurs virus chimeres, dans
n’importe quelle combinaison.

Le virus purifié de la dengue peut &tre inactivé en
utilisant un agent chimigue, un agent physique et/ou un
rayonnement inactivant, seul ou dans n’importe quelle
combinaiscon. Le virus purifié de la dengue peut étre

inactivé par exposition au fo

o e
H
B
Q)
-
o,
N
=)
&
o)
)
~

au fermol, a la

Ty

oy

tapropiolactone (BPL), au peroxyde d'hydrogéns, & un

(

rayonnement ultraviclet et & un rayonnement gamma, ou a
une combinaison de 17une quelconque de cesg technigues.
Des descriptions de ces procédés peuvent &tre trouvées,

par exemple, dans la demande PCT publide

Y

o
Y

318

.
H
)
-

3\
7

No. WO Z010/094 663 (publication US No. 201 .
4

1
et dans la publication US No. 2007 0 031 451, qui sont

incorporées a la présente a titre de référence pour
illustrer desz exemples de procédés d’inactivation des

Traditionnellement, une dose humaine de la

composition immunogene contient une guantité de PIV DEN
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d’immunisation. Tel gu’utilisé ici, immunoprotecteur
n‘exige pas une protection complete contre une

infecti
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mesurée par la teneur totale en protéines en ung d’un
antigene viral purifié cu partiellement purifié, ou par

des procédés immunclogigues, par exemple par ELISA, ou

par un procadé Jdf immuncprécipitation gquantitative, tel

gue f’“’mHQUGJi*uSL“L radiale.
' A Ly - + - . + ey ey S ~ ~T o ~
Généralement, on s'attend a ¢ gue chague dose

humaine comprenne au moins ou environ 0,1 ug, au moins

ou environ 0,2 ug, au meins ou enviren 0,25 ug, au moins
ou environ 0,3 ug, au moins ou environ (,23 pg, au moinsg

au moins ou environ 0,5 ug, au moins

ou environ 0,4 pg
ou environ 1,0 pg, au moins ou environ 2,0 ug
ou environ 3,0 npg, au moins ou environ 4,0 pg, au moins

9

ou environ 5,0 pg, au moins ou environ 8,0 ug
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n’importe quelle guantité située entre 0,1 et 20,0 ug)

de chaque sércotype de virus. Généralement, une seule

dose humaine de la composition immunogeéne contient au
plus 100 png de chague sérotype de virus, par exemple, au

plus 20 pg, ou au plus 80 pg, ou auv plus 75 pg, ou au
plus 70 pg, ou au plus 60 pg, ou au plus 50 ug, ocu au
plus 40 pg, ou au plus 30 pg, ou auv plus 20 upg, ou au
plus 10 ng, ou au plus 8 ug, ou au plus 4 ug, ou au plus
2 ng {ou n’importe quelle guantité située entre 2 et
100 pg) de chaque sérotype de virus. Dans certainsg modes
de réalisgation, la composition Iimmunogéne pour une

utilisation chez les humains est une formu

| -
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ct
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—
—
—
i e
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e
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M
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par exemple une solution ou une suspension. Dans d'autres

modes de réalisation, la composition

®

st préparée,

lyophilisée et remise en suspension avant dfétre

administrée au sujet.
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adultes, des nourrissons). Une quantité optimale pour
une composition particuliére peut &tre déterminée gréce
études classiques impliguant 17observation des

titres d’anticorps et d’autres réponses chez les sujets.
Dans certains modes de réalisation de la présente
invention, la composition immunogéne comprend un ou
plusieurs sérotypes de PIV DENV et un ad
"adjuvant eut étre un sel d’'zluminium. Les sels
aluminium appropriés comprennent 1" hydroxyde

d’aluminium hydraté (AL (OH)s;), le phosphate dfaluminium

)
ct

(ALPO;), 1'hydroxyde d’oxyde d’aluminium {(ALO{CH})

5

I"hydroxyphosphate d’aluminium. Dans certains modes

Q.
o)

N

£i

l“

réaligation, le virus de la dengue inactivé et pu
est adsorbé sur les sels d’aluminium. Quand une pluralité
de virus de la dengue est incluse dans la composition,

chacun peut &tre adscrbé sur le méme sel d'aluminium, ou

aQ

différents virus peuvent étre adsorbés sur d S
d’aluminium différents. Quand de 17 aluminium est présent
a quantité est généralement située entre environ 100 ug

200
03¢

comme d’environ 100 pg, a environ

comme environ 500 ug par dosge. Dans les formulations
dans lesquelles un sel dfaluminium est utilisé, le ou

étre préalablement adsorbés sur le sel d'aluminium avant
la formulation dans les compositions divulguées ici.
Alternativement, le sel dfaluminium peut étre ajoutéd a

5

une composition ligquide, ou inclus dans le liguide dans

BE2016/5950
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L"adjuvant peut alternativement etre une
formulation lipocsomique df immunostimulants. Unea
formulation liposomique appropriée de ce type est le
uvant AS0L (GlaxoSmithKli , gqui ceontient le
monophosphoryl-lipide A (MPL, un

saccharidigue (LPS) détoxifié) et le

extraite de 17é&corce de lfarbre Quillaja
Voir, par exemple, les documents WO 94/00 153

(PCT/EP 93/01 524y, WO 94/21 292 (PCT/EP 94/00 818),

WO 07/068 907 (PCT/GR

(PCT/EP 96/01 464)). Lfadj peut étre une émulsion
huile~dans-eau, comme le systeme adjuvant ASO03

-

{(GlazoSmithKline) contenant de 17 alpha-tocophércocl et du
squaleéne (voir, par exemple, les documents WO 95/17 21

(PCT/EP 94/04 2406), WO 08/043 774 (PCT/EP 07/060 743)).
La composition peut étre sans aluminium, ou peut
comprendre a la fois un adjuvant de type sel d’aluminium
2T un autre adjuvant non—alun {comme un
lipopolysaccharide, une saponine, oul un oligo-
nucléotide). Dans un mode de réalisation, la composition
immunogéne comprend un PIV DENV des guatre sérotypes, et

un adiuvant {(par ezemple, un  vaccin adijuvanté

tétravalent a base de PIV DEN) Dansg un mode de
réalisation, le wvaccin adjuvanté tétravalent & base de

PIV DEN comprend un adjuvant a base d'aluminium, comme

Les compositicons immunogenes divulguges ici peut

sont connus dans 17art, pour une
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utilisation dans les formulations pharmaceutigues.
-
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&tre approprié pour une administration & un su

articulier un sulet humai Dans Certalns modes de
rarticuiier un sujet Oumain. Al s cer L,d nes nocde s =

réalisation, le tensiocactif est choisi de maniére a &tre
approprié pour une administration parentérale, pazr

D

exemple pour une administration intramusculair

, Ssous-
cutanée, transcutanée ou intradermigue. Les tensicactifs
appropriés pour les compositions de dengue divulguées
ici comprennent les tensicactifs de type poloxzamére, les

tensicactifs de type polysorbate, les tensicactifs de

type octoxincl, les tensiocactifs de tvee polidocancl,

leg tensioactifs de type polyoxylstéarate,

tensicactifs de type huile de ricin polyoxyliée, les

tensiocactifs de type N-octyl-glucoside, le
hydroxystéarate de macrogel, et leurs combinaisgons. Dans
certains modes de réalisation, les tengicactifs de tvpe
oxamére sont particuliérement appropriés pour
formulations dans lesquelles le ou les virus de la dengue
inactivés et purifiés ne sont pas adsorbés sur un sel
d’aluminium.

Les tensioactifs de

0
o.
®

copolymeres linéaires

choigi parmi un copolymere de volyéthyléene-poly~-
propylene glycol ayant un poids meoléculaire moyen d’au
moins envircen 1000 kD, et un poids moléculaire movyen

dfau plus envivon 15 000 kD. Dans un mode de réalisation
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noms commerciaux de Plurcnic™ PF-63, Lutrol™ I'-68, et

Kolliphor™ P188, qui posséde un poids moléculaire moven

polyoxypropy
polvoxvéthyléene de 80 %.
Les compositions immuncgenes divulguéses ici peuvent

comprendre en outre un ou plusieurs agents tampons. Le

b e £ £ ~ . -
ou les agents tampons sont généralement choisis de

le pH de la composition

cgal au pH neutre, par exemple a un

i — v R 3 a7 A $- oo O
pH physioclogigue de 7,4, et dans certains

oy P 117 e Aev o N1 ~ A g + A 7R eyt
cas, a un pH égal ou supérieur a /,>, comme €gal ou

supérieur a §&,0, égal ou supérieur a 8,3, ou égal ou
Les agents tawmpons appropriés comprennent les

iy I

tartrate, ainsi que des agents tampons

(
=
O
ja))
)
;
o
o
0
K]
I
o
&}

complexes. Dang certains exemples, 17agent tampon
comprend un agent tampon phosphate qui contient du
prhosphate de szodium et/ou du phosphate de potassium,.
Généralement, un tel agent tampon, ou systeme tampon,

comprend a la fois du phosphate de sodium et du phosphate

e
formulé de maniére a obtenir le pH scuhaité. Des procédes
de formulation de tampon pour cbtenir le pH gouhaité

gont bien connus de 1 homme du métier, et une composition
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appropriée peut &tre déter

?'\
R}
=
.

~

3
’L
0]

sans expérimentation
excessive aur

Les compositions Iimmunogeénes (par exemple, les
préparations en vrac et les formulations wvaccinales
finies) divulguées dans le présent document peuvent

comprendre des composants supplémentaires, comme un ou

et

fisotonie ou proche de 171sotonie. La gquantité

eére en fonction des autres composants

f
dans la formulation, et peut é&tre déterminée sans

ces sels minéraux appropriés est le NaCl. Dfautres sels

galement étre uti
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exemple des sels de potassium, de calcium, de magnésium,
de manganese, de zinc, tout comme dfautres sels et ions

pharmaceutigquement acceptables.

; y taa o . ; e
discutés en détail, par exemple, dJdans

[P - P fa) 3 - - i - > L~
Salts : Properties, Selection, and Use, 2eéme éditicn

Les compositicons immunogenes (par exemple, les
at

ions waccinales

finies) divulguées dans le présent document peuvent
comprendre en outre un ou plusieurs excipients de type
vol, choisis par exemple dans le groupe
constitué par : le saccharose, le tréhalose, le mannose,
le mannitol, le raffinos le lactitol, le sorbitol et
1facide lactobioconique, le glucose, le maltulose, 17isco-

5

maltulose, le lactulose, le maltose, le lactose, 17iso-
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-

maltose, le maltitol, la palatinite, le stachvoese, e
mélézitose, le dextrane ou une combinaison de ceux-ci.
Dans un mode de réalisation spécifique, 1'excipient
comprend du saccharcse. Facultativement, le sucre ou le
polyol peut étre utilisé en combinaison avec un aclide
aminé, comme la glvycine, 1'alanine, 1

/ou la glutamine.

™ oy 1 3 A = 3 P ~ 7 NN
Dans un mode de réalisation, la comgosition

immunogéne comprend 5 mM de Tris, 150 mM de NaCl,
facultativement avec un tensicactif, par exemple le
poloxamére 188 et un sucre, par exemple le saccharcse a

[o NS N - \
2 % en poids/volume.

Procédés de formulation

Un autre aspect de la présente divulgation concerne

des procédés de formulation de comgositions immunog

{par exemple, des préparations en vrac ou des
formulations vaccinales finies) comprenant un ou

plusieurs virus de la dengue 1inactivés et purifiés. De

et le mélange avec la solution d’un ou de plusieurs virus

contenir un ou plusieurs agents tampons et un ou
plusieurs tensivcactifs. Dans certains modes de

réaligation, le ou les virus de la dengue inactivés et
purifiés sont adsorbés sur un sel d’aluminium (par
exemple, pour produilre une préparation en  vrac
préaliablement adsorbée d'un virus inactivé de la dengue)
avant le mélange avec la solution. Généralement, un seul

sérotype ou une seule souche de virus de la dengue

inactivé et purifié est adsorbé sur un
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solution contenant
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lution est une solu
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d’ endotoxine.
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1 hydroxyde dfaluminium,

roxyphosphate

produire une compo
mono-substances en

sont ensulte comb:
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1/1/1/1 sur une base
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17agent tampon et
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plusieurs excipients pour augmenter la stabilité
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sucre, un acide

4

exciplients appropriés

e saccharose,

modes de réalisation,
inactive et purifié

aZmpon et le

Yailitlon immund

phosphate

aluminium)

immunogensa

différents

appropriée

réalisati

Comme

on compre

sugplé

formulée
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de procéde de formulation dfune
nogéne en vrac & base de PIV DEN,
Juvantée, selon la présente invention

douce, ajouter de 1'eau stérile pour
pour obtenir une concentraticon finale

poids/volume ;

obtenir une concentration finale de

une formulation alternative, le Tris est
oncentration finale de 3,5 mM) ;

obtenir une concentraticon finale de

pluronique (TM} /lutrol (TM) 68  poux
concentration finale de 0,10 % en
obtenir une concentration finale de
ou de 7,5 mM (dose basse)
pour cbtenir une concentration finale
dose élevée) ou de 500 ug/ml (dose basse)
on pendant 15 a 30 minutes, a’joutex
our fournir 8 pg/ml (dose é&levée) ou
e)
our fournir 8 pg/mil (dose élevés) ou
sge)
our fournir 8 pg/ml (dose élevée) ou
e)
our fournir 8 pg/ml (dose élevée) ou
asse)
_____ ation 10 & 15 minutes aprés 17ajiout

BE2016/5950
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vérifier le pH et 17ajuster si nécessaire a
o /N -~
1,9 +/ U, 3
stocker en vrac jusgu’au remplissage.
Nana = arncéend 1 -deasis l":\/*3-'nx nt A bace
vans Le orocedce Cl-aessus, adjuvant a Dase
3 s 4 S NP P - A B - N 3 2 -
d’aluminium est ajouté a la composition avant 17ajout

PIV lternatif,

DEN ; dans

"]
§e;
%
e}
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w
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DEN sont preéziablement adsorbés sur

exemples de Formulations
appropriées pour les PIV DEN peuvent

document WO 2012/160 199,

impligque ensuite

solution ({par exemple, la préparation en vy

stockage et/ou de distribution, la composition
lyvophilisée est généralement remise en suspensicon dans
une quantité appropriée, par exemple 0,05 a 2 mi,

1,5 ml, pvar exemple 0,5 ou 1,0

pharmaceutiquement acceptable,

l'eau stéril cur injection exempte

It
o]

1 Facuitativement,

- [ T
administration.

armaceutiquement

T
Lt

aes

acceptable utilis pouxr

sée
peut comprendre tel gue

présente invention fournit des formulations et

vaccins our utiligsation en médecine,

clu

]

>2dé de

rroce
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infection par la dengue ou risguant dfétre infecté

¥
=~

1

QL
[}

la dengue. Il est é&galement fourni 1futilisation
formulations et des vaccins de la présente invention

[OF:

>1J

ns la préparation d'un produit immuncprophylactique

[
.
0

et/ou  immunothérapeutique pour le traitement ou

®

prophylaxie d’une infection par la dengue {(par ezxemple,
un vaccin prophyvlactigue ou un vaccin immunc-
thérapeutigue) .

Les compositions vaccinales finies de 17invention

)

(D\

isées ou sous forme aqueuse, des

-

peuvent étre lvophil

colutions ou des suspensions. Les formulations liquides

permettent aux compositions d’étre administrées

directement a pvartir de leur forme conditionnée, sans
gufil soit nécessaire de les reconstituer dans un milieu

aqueux. Dans certains mcedes de réalisation, un adjuvant
peut &tre mélangé avec 17 ingrédient actif du vaccin au
moment de 1administration c¢linigue, par conséguent
17adjuvant et 17antigéne peuvent é&tre maintenus sépar
dans un vaccin conditionné ou distribué, préts pour une
formulation finale au moment de 17administration. Dans

d’autres modes de réalisation, un adiuvant est mélangé

Les compositions vaccinales finles peuvent é&tre
conditionnées de toute maniere appropriée, par exemple

dans desg flacons ou des seringues préremplies. Les

lta formulation wvaccinale, tandis gu’un flacon peut

comprendre une seule dose ou de multiples doses. Dans un
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mode de réalisation, 1
mode de réalisation sup

adulte, un adolescent,

un humain dgé de moins

peuvent étre établies

dans lfart. Dans un m
est de 0,1 pg a 10,0 ug

du virus de la dengue,

- LN - x>
pour chagque sérotype

efficace pour produire

o ey
dirigés contre chacur

. . o
dans la composition.

suitet. Le wvaccin peut

intervalles de temps

renforcer la réponse immunite

-.’D

@

')

pOoOuY un humain,

taire, la dose est

fadministration

+ A A oo
gquantités précises

dépendre du Jjugement

spécifiques a

gelon un programme
programme a plus:

ire de vaccination est
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ﬂ)

La présente divulgation concerne la formulation de

.

compositions immunogenes, telles gue des préparations

o
| -
a

“
h
}_J.
]
i il
O
6]
-

vaccinales en vrac et desg formulations vaccin
contenant le virus de la dengue inactivé et purifié de
sérotype 4. Les formulations divulguées dans le présent
document augmentent la stabilité des compositions

un vacclin en vrxac c¢u fini

facilite la fabrication, la
production, le stockage et la distribution des vaccins

comprenant le PIV DEN4.

a
S
e
H
@
-
&)
b

aspect de la présente divulgation
concerne des compositions immuncogénes {(par exemple, des

compositions vaccinales en vrac et des formulations
vaccinales finies) gui comprennent DEN4 inactivé et
purifié, en ombinaison avec un agent tampon, un

tensicactif et un excipient améliorant la stabilité.

Comme décrit dans le présent document, les excipients
sélectionnés se sont avérés amélicrer 1a stabilité du

virus DEN4 inactivé a antigénicité préservée dans une
formulation, par rapport aux formulations ne contenant
pas l7excipient sélectionné. Les formulations de wvirus
PIV DENA4 contenant un ou  plusieurs excipients
sélectionnés tels que décrits dans le présent document
{un agent ou excipient « amélicrant la stabilité »)
prossedent comme caractéristigues favorables de limiter
"augmentation de
du temps, et/ou de limiter la réduction de 17antigénicité

au cours du temps (par exemple, pendant le s

‘)

t
par rapport aux formulations ne contenant pas le ou les

-

excipients sélectionnés.
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L7excipient améliorant la stabilitée sélectionné

peut étre ajouté z un moment quelconqgque ou a plusieurs

ar exemple Joutd 3 n sérotvypoe individuel de DS avant
pLA._'_ VX€,an (4 a_J k) Ll [ CL 111.,«. L_)\.._L o 4 | l;,«.k/a._'.. VoA UL o - L3 LA.\/ C,Lll -

17ajout d’un quelceongue adjuvant ; ajouté a des

rotypes adjuvantés individuels, notamment ceux

[

adsorbés sur un adjuvant de type alun ; ajcuté a une

composition comprenant de multiples sérotypes, avac ou

x
-

sans autres excipients ou adijuvants ; ou ajouté a un

produit médicamenteux vaccinal par ail

)

document peuvent comprendre seulement un unigque sérotype
de wvirus de la dengue (une composgsition monovalente

contenant, par exemple, DEN-4) ou les compositions

~

peuvent comprendre plilus d'un sérotype de la dengue
(multivalent). Dans un mode de réalisation, la
compogition comprend une pluralité de virus de la dengue

provenant de pluz d'un sérotype. Par exemple, la

compositicon peut comprendre un, deux ou trois sérotypes
de la dengue en plus de DEN-4. Dans un exemple spécifique,

z.

la composition comprend guatre sér

~

rbypes de virus de la
dengue inactivés et purifiés (DEN-1, DEN-Z, DEN-3 et
DEN-4), et la compositicn est capable de déclencher une
réponse immunitaire spécifigque pour chacun des guatre

sérotypes chez un sujet humain. Dans un autre mode de

parmi n’importe quelle scuche appropriée {ou souches) de
virug de la dengue. Par exemple, une gouche de virus

‘.

peut étre choisie pour chague sérotype, qui est choisi

a une s guernce
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exemple, consensus) pour le sérotype. Un tel virus peut

&tre d'origine naturelle ou synthétigue. Par exemple,

. . 3 s amrn A ~V et o =
une sScucne oe Virus eutT erre cnoeisie pour stre

en
corrélation avec une souche prévalente {par exemple, une

souche dforigine naturelle ou « de type sauvage ») dans
la zone ou la population dans laguelle le wvaccin est

i 2 z N - Jom - 4 o o TTy P p = e N - + -
destiné a €tre administré. Une autre option consiste a

I - - -1 - 3T 4 4 A £, -

la base de la disponibilite ou d’unce expérience
~ . T N~ Nt Ao - 3 o . ~ 3 A At oae Aana

antérieure. Des souches de dengue sont décrites dans le

2 ~ P T 2 - N — sy = 3 A e ~
référence a la présente. Des souches supplémentaires
o - ~1 4~ 7 ] oy = 3 - o 1 TN v s e g +- T
sont  divulguées, par exemple, dans le Dbrevet US
. N PN £ I o
No. 226 602, gul est également incorporé a la présente

w
ct
}J
¢t
4
(1
O
~
D
[y
®
]
©)
3
Q
D
1
-
W
of
=
(T
“
n
O
o
Q
my
“
3
®
-
A
~y
®
o
.
(D»
t
=
D

trouvéas, rar exemple, dans la base de données de génomes
viraux VBRC {disponible a 1fadresse
http://athena.bioc.uvic.ca/organisms/

el

Flaviviridae/Dengue/Curated genes), et la base de

données du virus de la dengue (disponible a 17adresse

Ty dm pe - T s oy N J / - - de oy e AR N A i Y, -
http://www.broad.mit.edu/annotation/viral/Dengue/
)

ProjectInfo.html).

virus de

02

Dans le contexte d’un vaccin

inactivé et purifié, des souches virulentes ou

peuvent &tre utilisées. Généralement, les souches
virulentes se propagent a un titre plus élevé chez les

cellules hétes, ce qui facilite la preductiocon a 1 échelle
commerciale. Cependant, les scuches virulentes doivent

étre manipulées avec précaution. Les souches atténuées,
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une virulence réduite et/ou une réplication réduite dans

les wecteurs de la dengue gue sont les moustigues,

reguiérent moins de précauvticns lors de leur

manipulation mais peuvent &tre plus difficiles a

produire. Des exemples de souches atténudes appropriées

dans le contexte dfune composition

un virus de la dengue inactivé sont

B NAN /AR AT st T arradt TTC
ocument WO 2000/057 907 et le brevet US

No. 6 638 514, et dans le document WO 2000/058 444 et le

~

WO 200(

<
~—.
&
n

WO 2000/057 908, WCo 2000/057 909 {(brevet Us
No. €& 511 667} ; WO 2000/057 810 {brevet s

‘

No. 6 537 557), WO 2002/0%5 075 (par exemple, le brevet
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Par conséquent, le c¢u les virus Iinactivés et

purifiés peuvent étre choisis parmi des virus de type

- o e - o 4 X 3 4 o aph o oy Fy e 2 - nde 2 g NI S
sauvage (c’est-a-dire propagés a partir d'un ou
correspondant 2 un virus virulent provenant d’un isclat
~ 5 - =y ﬂ“t = J_ J__. l'\c 5 1@ o) V=S ekl 31— -y
d’origine naturelle), ou le ou les virus peuvent étre

choigis parmi des virus atténués. Un virus sélectionné

peut &tre un virus recombinant. Par exemple, un virus
recombinant peut étre un virus chimére, par exemple un

virus ayvant un acide nucléique provenant ¢

3

la dengue et un acide nucléique provenant d’un autre
flavivirusg, comme un virus de 1la dengue différent, un

virus de la fievre jaune, ou un virus de 17encéphalite

lement, un virus chimere comprend une
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protéine M de la dengue et/ou une protéine E de la dengue.

Qu
M

Des exemples de virus chimeres la dengue peuver
trouvés, par exemple, dans les documents WO 98/37 911
{(brevets US No. 6 696 281 ; No. & 9562 70

et WO 2001 060 847 {(brevets s No. 7 094 411 ;

.\
0
~d

No. 7 641 909 ; DNo. 8 025 887) et EP 1 152 968. Des

procédés de production de tels virus chiméres de la
dengue peuvent également étre trouvés dans le document
WO 03/101 397. Une unique composition peut comprendre un

rus de type

6]

auvage, un ou plusieurs virus

[

ou plusieurs v
atténués, un ocu plusieurs virus recombinants et/ou un ou

virus chiméres

}._J
-
-
[02]
l../
%
4
P
-
-
n
.
(; ]
Al
[}
[+3)
)
]
n
-
)
~a
s
=
(@]
O
~
o+
m”m
Ay
<
o
(r
4
‘.—_J
,.J
{1

combinaison,

Procédé de production de DENV

Deg procédés de production de virus de la dengue

sont connus dans 1l7art, et sont décrits suffisamment en

détazil pour guider 1’homme du métier, par exemple dans
de PCT publiée No. WO 2010/024 663, publication

011 318 407. Le virus peut étre propagé dans des

-t

conditions ne faisant pas appel

i

a des animaux, cfest-a-
7

dire produit sans 1l7utilisation dfun guelconqgque matérie

!
~
o
R
i.\
9
}J
3
®
Q
5
=
Q
—
)

{(par exemple, du sérum de bovin fetal).
sans sérum peuvent également &tre trouvés, par exemple,
incorporées a la présente a titre de référence pour

fournir des détails supplémentaires concernant la

bl
propagation et la purification des virus de la dengue a

immnunogeneas

=

dfinclusion dans les composi
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{(par exemple, des préparations wvaccinales en vrac et
finies) divulguées ici. Dans un mode de réalisation, le

filtration,

{par exemple, par

pour un Lampon

pproprié (par exemple, une sclution saline tamponnée au
phosphate (PBS), 125 mM de citrate, pH 7,6). Des
solutions tampons appropriées peuvent étre choisies par

17 homme du métier. La concent

supplémentaire et d’une chromatograpghie d’exclusion
stérigue.
Avant 17inactivation du wvirus, un tensiocactif,

comme un tensicactif de type poloxamere tel que divulgué
dans le présent document, et choisi & des fins

‘

d’inclusicn dans la composition immunogene (par exemp

,«_x

£y
une préparation en vrac et/ou une formulation wvaccinale
e}, peut é&tre ajouté a la composition virale

z

tamponnée. Alternativement, 1

h

cti peut étre

tensio

o]
Q

ajouté apres 1'inactivaticon. Le virus de la dengue
inactivé et purifié est ensuite stérilisé par filtration
pour produire une préparation en vrac de virus inactivé

de la dengue.

Termes et définitions
Toutes les références divulguées dans le présent

document sont incorporées a titre de référence dans leurxr

Pour faciliter 1’examen des divers modes de
réalisation de la présente divuligation, les explications

suivantes de termes sont fournies. Des termes et
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explications supplémentaires peuvent &tre fournis dans
le contexte de la présente divulgation.

-

auf indication contraire, Lous les termes

w

A4 q e +- I RS o E i~ ] N ~y =
techniques et scientifigues utilisés dans le
; . N e
document ont les mémes significations que

couramment comprises par 1'homme du métier auguel

0N
0

(DN

présente divulgation appartient. Les définitions de
termes courants en biclogis moléculaire peuvent

trouvées dans Benjamin Lewin, Genes V, publié par Oxford

J

University Press, 1994 (ISBN (0-12-854287-9) ; Kendrew et
al. {(éds.); The Encycliopedia of Mole

publié par Blackwell

02182-9) ; et Robert A. Mevers {(é&d.), Molecular Bioclogy
and Biotechnology : a Comprehensive Desk Ref

e
s, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569~

<
@)
T
0
aw]
o
O
i...:
}_1
@]
iy
D
=

publié par

). Les définitions de termes courants utilisés en
vaccinologie peuvent étre trouvées dans Vaccines 6th
Edition, FPlotkin, Orenstein and Cffit {(Eds.), Saunders,

>
<
[
N

Les termes singuliers « un », « une », « la » et

« la » comprennent les référents pluriels, sauf si le

contexte ne 1’indigque clairement autrement. De maniére

sauf gi le contexte ne 17indigue lairement autrement
[SRS RPN [ S Lol 2 XTe L1 J_ll\)._a_q'J\.. Cilalrement Ut rement.,

Le terme « pluralité » fait référence

imitations numér
rapport aux concentrations ou aux taux d’une substance,

telle qu’un antigene, sont destinées & 8tre

N

agproximatives., Ainsi, (par exemple quand 1l est

10

ndigqué gufune concentration est au moins de 200 pg, 1l

est prévu qu’il solt compris gue 1

La concentration est au

BE2016/5950
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moinsg df approximativement (ou « dfenviron » ou « ~ »)
200 pg.

= e ~SNoo mro e fal o+ N o "t/av"‘\lﬁ
Dlen Jgue ces procedes €T Ces Mmaterlels

ou équivalents 2 ceux décrits dans le présent document
pulssent &tre utilisés dans la pratigue ou le test de la
présente  divulgation, des  procédés et matériels
appropriés sont décrits dans le présent document. Le

terme « comprend » signifie « inclut ». Par conséquent,

sauf si le contexte ne l’exige autrement, on comprendra
que le mot « comprend » et les variations telles que

uent l7inclusion

{

« comprendre » eL « comprenant » impli

Q

ad Trds yiid a1 P, ~ B Iz
d’un composé indigué ou dfune composition indiguée (par

N

exemple, un acide nucléigue, un polypeptide, un antigéene
ou une étape indiquée, ou un groupe de composés ou
dfétapes, mais pas l'exclusion d'un gquelcongue autre

composé, composition, étape ou groupse de ceux-ci.

Lfabréviation « e.g. » est dérivée du
et est utili

indiguer un exemple non limitatif. Par conséquent,

Ifabréviation « e.g. » est synonyme du terme « par

utilisée dans le présent document, une

vaccinal actif, tel qufun antigéne ou un virus inactivé),

c’est-a-dire un  matériel guli exerce une action

[6>]
1
"
L)
(D~
g\
jun
3
6]
.
0}
¢t
-y
&
=
s}
[
o

physiclogigue guand il est administré
{y compris 1"induction d’une réponse immunitaire). Quand
elle est fabriguée et/ou stockée dans des préparations

de grande guantité, une DS peut &€tre appelée préparation

en vrac, substance purifiée en vrac (PB), intermédiaire
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en vrac ou (dans le cas des vaccinsg) vaccin en vrac,
composant vaccinal en vrac ou antigene en vrac.

Pou fournir un prcecduit médicamenteux fini (DP)
{(notamment un vaccin fini), une ou plusieurs substances
médicamenteuses sont généralement formulées avec des
ingrédients inactifs (par ezemple, des véhicules, des
tampons, des excipients, des liants). Des ingrédients

inactifs sont inclus dans la formulation pour diverses

raisons, par exemple pour faciliter la fabrication,
dliorer 1a astabilitd ~i A I P e o
ame L i T a STaplrlite U ameillore: aautres

oduit, Telle qu’utilisée dans le
présent document, une formulation vaccinale finie ou

finale est considérée comme étant ur: vrodult

Une substance médicamenteuse virale de la dengue

inactivée et purifiée (ou un ingrédient actif) fait

Lo o5 A e e X - o e e ~ R ~ N - oS s
référence a un virus de la dengue sous la forme

antigénique finale, par rapport a la purification et a

[_I
=}
Q

ctivation, et destiné & &tre administré a un sujet.

substance wmédicamenteu a base de wvirus PIV DEN peut

&tre davantage transformée, par exemp

3

concentration, comme par lyophilisation et remise e

a0 x 3 NE T S RN S 4 Z, I 3 - o
suspension, et/ou conditionnée, par dans des

flacons ou seringues multidose et monodose a des fins

d’administration comme composition ou vaccin immunogene,

d’une réponse immunitaire gpécifigque d'un antigéne par

5o

bt
o)
o
193]
)
]
O
]
'®)
0]

apport a l7administration de 17antigéne en

"agent. Les adjuvants courants comprennent les
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adiuvants contenant de 17aluminium qui comprennent des
suspensions de minéraux (ou de gels minéraux, comnme
17 hydroxyde dfaluminium, le phosphate faluminium,
hydroxyphosphate d’ aluminium) 5Ur lesguelles
I7antigéne est adsorpé. Dfautres adiuvants comprennent

plusieurs composants immunostimulants qui

contribuent a la production d'une répconse immunitaire
renforcée spécifique d'un antigéne. Les composants
mmunostimulants comprennent les émulsions d’huile et

lles gu’une émulsicon hulle-dans-eau et huile-

dans-eau, (et leurs variantes, noctamment les

N Y 1 o< 3 1 o< Am a e~ AN YT -~ T oo 1
agousies 21 L83 SMULSIONS IWV:ISLbLtN), res

[P, o~ - PRI e
vsaccharides, les acides

;-
.
¢}
i
o
0
N4
e}
D]
)
0
-
O
O
@
0]
U
.
=
J
A
k
%J

CpG), les liposomes, les agonistes des récepteurs de
type Toll (en particulier, les agcenistes de TLR2, TLR4,
,{

TLR7/8 et TLR2), et diverses combinaisons de

0]
"
3

N
O
7

.

composants. Les adjuvants peuvent comprendre de

n

combinaisons de composants immuno-stimulants.

-
H
}

Tel gu'utilisé dans

!._.l
a
T
]
0]
n
{ T
0,
O
{
i
-
><<
D
ot
[
o)

« antigene » fait référence & une substance, notamment

un peptide et une protéine {(comme une glycoprotéiney},
gui induit une réponse immunitaire chez un mammifere,
notamment un humain.

Tel gqufutilisé dans le présent document, un « ag

tampon » &st un composé ou U

—

1@ composition qui seul
en combinaison augmente la capacité d’une solution a
maintenir ou a résister a un changement de pH guand un

acide ou une base est ajouté., Le terme agent tampon

R P ey <7 ca At A Ao . ~ Ay o - 3 ~rry o
englobe une grande variété de composés et de compositions

habituellement des acides faibles ou desgs bases faibles

n

BE2016/5950
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qui, guand i1ls sont présents en solution avec leur base
ou acide conjugué, peuvent €tre utilisés pour maintenir
le pH a une valeur souhaitée ou dans une plage souhaitée.

Telle qu’utilisée dans le présent document, une
guantité « en vrac » failt référence a un volume supérieur

au volume d’un produit nédicamenteux fini et

O

commercialisé. Par conséquent, un <« composant vaccinal
en vrac » fait référence a une DS vaccinale ou a un
ingrédient actif ogui est maintenu, contenu ou stockéeé
fini. La concentration d’un ingrédient actif wvaccinal
{tel gu’un virus PIV DEN) dans une préparation en vrac

=5t généralement supérieure a la concentration de

« substance en vrac » est un prodult intermédiaire lors
de la fabrication commerciale des vaccins. Un compogant
vaccinal en vrac peut étre univalent {monovalent),
c’est-a-dire gu’il contient un ingrédient actif vaccinal
(comme un unigue sérotype de virus de la dengue),
bivailent ou multivalent. Une substance en vrac peut

contenir un antigéne ou PIV purifié a une concentration

vaccinale finale (finie) (la formulation destinde a étre
distribuée, vendue dans le commerce ou utilisée en

clinigue). Les formulations vaccinales finales peuvent

—+

6]

&tre polyvalentes, en comprenant de multiple

T gérotypes
de PIV de la dengue (par exemple, ce peut &tre un mélange

de substances PIV en vrac a nmultiples sérotypes), et
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. Co . ;
& leur utilisation pour la préparation de

Une « réponse immunitazire » est une réponse d’une
cellule du systeme immunitaire, telle gu’un lymphocvte
B, un lymphocyte T ou un monocyte, a un stimulus. Une
réponse immunitailre peut étre une réponse de type
lymphocyte B, gui entraine la production d’anticorps
spécifigues, tels que des anticorps de neutralisation
ques d'un antigene. Une réponse immunitaire peut

également é&tre une réponse de type lymphocyvte T, telle

4 ™ !

gu’une réponse CD4+ ou une réponse CD8+. Dans certains

d’un pathogéne ». Une « réponse immunitaire
protectrice » est une réponse immunitaire qui inhibe une
un pathogene, réduit
17infection par un pathogene ou diminuer les symptdmes
{y compris la mort) qui résultent de 17 i
pathogene. Une réponse immunitaire protectrice peut &tre
mesurée, par exenmple, par 1

virale ou de la formation des plagues dans un essai de

N

reguction cC

e plagques ou un essal de nesutralisation par

>

R . s Ve v e ey b 1 - [N AP -~ X - o o e oy e
ELISA, ou en mesurant la résistance a une provocation

Telle qgqufutilisée dans le présent document, une
« composition immunogens » est  une compositicon de

matiere appropride gour étre administrée 2 un sujet

BE2016/5950
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déclencher une réponse immunitaire spécifigue chez un

sujet auquel el

[
®
w
ct
»
e}
=
—
]
[
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|
[
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0]
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T
o
st
)
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®
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contre un pathogéne, tel que le virus de la dengue. En
tant que telle, une composition immunogens comprend un

ou plusieurs antigénes (par exemple, un virus purifié

0]
.

)
3

entier ou des sous-unités antigéniques, par exemple
polvepeptides de celui-ci) ou des épitopes antigénigues.
Une composition immuncgéne peut également comprendre un
ou plusieurs compogants supplémentaires, tels gu’un
excipient, un support et/ou un adjuvant. Dans certains
cas, les compositions immunogenes sont administrées pour
déclencher une réponse immunitaire qui protége le sujet
contre les gymptdmes ou les affections induites par un
pathogeéne., Dans
on omprendra  gue le terme compoesition immunogene

engloke les compositions qui sont destinéses a étre

o))
')
&N
=
:_,
o
-
Q
-
=~
T
i
192]
I8

2

un sujtet ou a une population de suiets

afin de déclencher une répoconse immunitailre protectrice

immunogénigque peut &tre une réponse immuno-protectrice
déclenchée chez un sujet humain.

Le terme « inactivé » dans 1le contexte d'un vaccin

a virus de la dengue signifie que le composant
antigénigue (par exemple, un virug) est incapable de se

répliquer in viveo ou in vitro. Par exemple, le terme
inactivé englobe un virus gui a été répliqué, par exemple

in vitro, et ensulte tué en utilisant un moyven chimigue

o
.

ou physigue de maniere a ce gu’il ne soit plus du tout
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traltements {(par exemple, paxr fractionnement,
fragmentation, et éguivalents), et les composants
produits par des moyens de recombinaison, par exemple
dans une culture celiulaire.

el guutilisé dans le vprésent document, un

« mél

=
]
o
ct
95
-

ange » comprend au meins deux éléments diff
par exemple un mélange comprenant les molécules d’une
espece polypeptidique et les molécules d’une espéce

adijuvante, ou comprenant les molécules de deux

Tels qu'utilisés dans le présent document, les
termas « peptide », « polypeptide » et « protéine » sont
interchangeables et font référence a un polymere
dfacides aminés, quelle que s30it la taille. Bien que

\
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polypeptides relativement grands, et que « peptide »

chevauche et

qufutilisé dans le présent document, fait référence aux

.

peptides, aux polypeptides et aux protéines, gsauf
Tels gu’utilisés dans

[

T contraire.

[y
L

catl

indi

,"\

document, 1les termes « protéine », « polypeptide » et

« peptide » font référence a la folis aux prodults

réam ’-t- DTN E PN T T A G s ntit+da awv 1, & 1-.4 adboa Nar voloe
Jenetlidues eXxXprines et aux entites gynithetizees par vole

imique, et englobent les glycoprotéines et les toxines

AL L PP vy oy N
protéigues inactivées ({(anatoxines).
Ml 4 "- O c»:/a ~NAana l__ mrAoant e TaYaln - + T t_v‘v\»:)
fel gu utiiisé dans ¢ pregent oocumentct, Le erme

« purification » {par exemple, par rapport a un
prathogéne ou a une composition contenant un pathogene,

AY

tel gu’un virus de la dengue) fait référence au procédé
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d’élimination des composants indésirables d’une

composition. Le terxme purification est un terme relatif,

composant indésirable goit éliminée de la composition

(ne nécessite pas une pureté absolue). Dansg le contexte

de la production d'un vaccin, une

peut
comprendre des procédés tels gque la centrifugation, la
dialyse, la chromatographie par échange d'ions et la
chromatographie zolusion stérique, la purification
par affinité ou la précipitation. Par conséqgquent, par
exemple, une préparation de virus purifié est une
préparation dans laquelle le virus est davantage enrichi
gu’il ne 1’est dans son environnement génératif, paxr
exemple au sein d’une cellulie ou d’une population de
cellules dans laquelle il se répligue naturellement ou
dans un environnement artificiel, tel gu’une culture.
Une préparation de virus sensiblement purs pseut &tre
purifiée de facon que le virus ou composzant viral

gsouhaité représente au meins 50 % de la teneur totale en

U

protéines de la préparation. Dans certains nmoedes de

réaligation, un virus sensiblement pur représentera au

)
e}
.
3
6}
ee]

moing 60 % ou au moins 70 %, comme av

L/ i

O

o

T

[

-

€] A
Q.

o ~
—

88}

moins §5 %, au mcins 90 % ou au moins 95

teneur totale en protéines de la préparation. En variante

la purification dfune préparation de virus peut é&tre
Lvray ] 3g & . ! A P PRI Nt 3 P i1 oo
évaluée par la réduction des contaminants, tels gue les

4 ~ 3 1 - A 3 - ~ ey e By o A ) N
protéines de la cellule héte, dans la prép ticn. Pax

conséquent, une préparation de virus sensiblement pur

(par exemple, un virus de la dengue inactivé et purifié

. SR, A . v Al AN S e o -] ~ c.
comprend généralement moinsg de 30 %, ou au moinsg de 25 %,

a cellule héte. Par exemple,

BE2016/5950
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une composition immunogéne (pay exemple, une préparation

en vrac ou une formulation wvaccinale finie) comprenant
un virus de la dengue inactivé et purifié peut comprendre

)

moing de 20 % de protéines résiduelles de la cellule
héte, moins de 15 %, ou 10 % ou meinsg (par exemple,
mesuré sur une base en poids/poids).

Tel gu’utilisé dans l1le ©présent document, un
« sujet » est un organisme vertébré multicellulaire
vivant. Dans le contexte de la présente divulgation, le

, comme un animal

[
o=

et peut étre un sujet expérimenta
non humain, par exemple un mammifere tel gu’une souris,
un rat du coton ou un primate non humain., En wvariante,
le sujet peut étre un sujet humain, par exemple dans un
environnement clinique

Tel gu’utilisé dans le ©présent document, un
« tensicactif » ou un agent a activité en surface, est
une molécule amphiphile caractérisée par une tét
hydrophile et une queue hydrophobe. Quand il est adsorbé

a la surface d’un liquide, un tensiocactif agit pour

-

diminuer la tension de surface du liguide, la tension
interfaciale entre deux liguides, cu la tension entre le

ide. Un tensicactif peut jouer le rdle

de détergent, d’agent mcouillant, d'émulsifiant, d’agent

Tel qufutilisé dans le présent document, le terme

fie « inclut ». Par conséquent, sauf
si le contexte ne l’exige autrement, on comprendra que
le mot <« comprend » et les wvariations telles que
« comprendre » et « comprenant » impliguent 17inclusion
dfun composé indigué ou dfune composition indiquée (par

exemple, un antigeéne ou un excipient) ou une étape
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2

indiguée, ou un groupe de composés ou

Iexclusion d'un gquelcongque autre <

étape ou groupe de ceux-ci. Quand il

ces modes

O
O
O
C
e
f—
w
i
p N

L
(D~
£
O

o]
p=
o
D

sera

. B
- A H

fournies a titre

seunlement

dtre modifiée

utilisés dans les dosages, par exemple

3 - . e R AP
rolonnes, ne sont pasg destinégs a

comme 1ie

L

.
composé,

certalns

compris par
par exemple les
d’exemple,

{(augmentée ou diminué

limiter

guelconque maniere que ce so0it

comprendra 17 homme

dengue

capes, mais pas

composition,
décrit gue des
composants,

a inclure

v
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de réalisation
17 homme du
volumes, sont

7oA - 3 -
échelle

gue 1

a) au choix du

iles composants
~ I T . T
3 1ltres, Lles

ou a exclure

{DEN)

Les wvirus de la dengue

-
"

inactivés et

purifiés de

sérotypes DENL, DENZ, DEN3 et DEN4 ont été préparés comme

précédemment décrit ; voir Simmons et

280-288 (2010) et Fernandez et al., Cli

18(4) ¢ 523-32 (2011i). En

propagés dans une lignée de

Vaccine Immunol

ont. été

BE2016/5950
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e
g

a été
nactivé avec du
Exemple 2 : procédés de dosage
5
des
les sérotypes DEN1, DEN2, DEN3 et DEN4 (respecti
les mAb EI103, Dv44, DVI/1I1 et E8E) Un protocole
dosage immuno-enzymatigque (ELISAY sur DENV a é&té
en utilisant le mAbL appropri
détection

cubation

de TMB

avec le

méme mADb
a été utilisé pour

du sérot

LISA dfantigénicit

igque de

le DENV

et

,_ke.

é& bas

ivement,
de
&tabli

une

\i‘

"inhibition
our évaluser la teneur en antigene des

dans lesguelles leg antigenes étaien
de l7alumin

ium. En

liaison d

£ streptavidi

hyl-benzidine

sont

ne

bref,

<

de

.
élée par

pe/r o]

oxydase)

Diffusion dynamigue de la lumiére (DLS) : un
teur de plague Wyatt DynaPro (Wyatt Technology Corp)
& pour

de distrib

T

DPIV

initialement mis en
avec les mAb conjugués a la biotina et
spécifiques des gérotypes DENV décrits ci-dessus. Les
slanges dfantigénes/mAb sont ensuite centrifugés avant
transférer le =su sur des plagues ELISA
éalablement revétues avec une substance purifiés
n vra (PBY. La

BE2016/5950
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N — - S I
deg taille

wn

des petites

protocoele a utiliser de mu
fond transparent aux UV (Ccrning, NY), température de
22 °C, puissance du laser 14 %, atténuation 7

37 - e 4 4= a o A4+ A C AN TN 1Y Y
C dCOll_.ll_Si T10On a2t e (_\t\t/ nues

W
@
¢
LJ_J
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\.‘.\
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.
]
-
=
]
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o
~
]
63
~
s
=
=
et
D
-

Les résultats de i'analyse DLS sont exprimés par la
moyenne 72, gui est cbtenue par 17analyse des données DLS
en wutilisant la technigue des cumulants {voir, par

hem. Phys 57 : 4814-4820 (1872) :

@
o
@]

exemple, Koppe

-~
—

O
i
I
|9
p
Q,
H
3
ct
®
=
Hh

Thomas, J. ¢ ace Sci. 117 ¢ 187-192 (

1
moyenne 7  augmente guand la taille des

!,__.I
®

La tail
particules augmente, et fournit donc une mesure fiable
de la taille movenne dfune distribution de taille de

P e S LT
articule.

Chromatographie d’exclusion stérigue a haute

performance {détection ovy des conditions de

ont été développées. Le systeme de chromatographie en
phase liguide était une CLHP Waters Alliance 2695, UV
2998 ; colonne TSKGel G600 PWXL, DI de 7,8 mm X L de

30 cm ; température du dispositif chauffant 40 “C ;

volume d’ injection 100 ul ; température de 17 échantillon
15 °C ; durée de 17analyse 25 minutes ; phase mobile :

TRIS

J
3
=
~
Z
8
(@
i
Y
Ut
<
3
=z
~
2w
&
-3
o
lee]
N
1
SO
e
T
s
=
N
~

longueux

AAAAA U, L

d’onde UV 210 nm ; débit 1,0 ml/minute.

Néphélométrie : la néphélométrie évalue le trouble,

, dfune
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articules en suspension. Les exemples fournis dans le

présent document ont utilisé un  néphélométre &
microplaque Nephelostar (BMG Labtech) et de multiples

plagques de %6 puits (fond transparent aux UV, Corning,
NY). Le wvolume de 17 échantillon était de 100 npl.

L7 instrument Nephelostar comprenait un systéme optig

(D~

1

[ON

iedi

pour mesurer la diffusion de la

par la turbidité. Réglages optiques : gain 55

”ﬁ

intensité du lasexr (%) 90 ; focalisation du faisceau {(mm)

1,5, Réglages généraux : délai de 9positionnement

(seconde) 0,1 ; lecture direction horizontale.

IL’unité néphélométrigque (UN) est une unité sans

dimension. UTN signifie  unité néphélométrique de
turbidité, 10 UTN (par exemple, comme indiguée sur les
figures 9 et 10) correspondant a ifa limite de détection
par 17eil et étant déterminés pour chagque expérience

avec un témoin interne comprenant la molécule de

N

formazine diluée Jjusgu’a une concentration gpécifique
(10 UTN ~= 500 UN avec l’instrumentation de laboratoire

ans le présent document). Une augmentation de

turbidité d'une solution qui peut étre attribuée, dans

Diffusion staticue de la Jumiére : 1f7essai de
diffusion statigue de la lumiere pour évaluer la taille

Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Ltd.}). Le

spersant était du NaCl 150 mM plus Tris 5 mM ; 1la
température était de 20-25 °C, 1’obscurcissement étalt

lation de
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microgphéres de polymére de latex de 5 um. Les diluants

511 Al -2 - p s P Z, iAo 7 T _ - .
pour e€chantillion ont été utilisés pour la mesure du fond.

Cing mesures ont &té utilisées ypour calculer les
distributions de tailles movennes et les valeurs
rapportées,

4

Flucrescence intrinsgque : ifévaluation de 1la

teneur en protéines par fluorescence intrinséque (IF) a

été réalisée avec un systéme Varioskan Flash {(Thermo
Scientific) en utilisant de multiples plagues de 96 puits

a fond transparent aux UV (Corning) contenant 100 ul
d’ échanti

llon. La fluoregcence intrinsegue des protéines

est provoguée par lfexcitation des protéines avec une

l-r

re ultraviclette a 280 nm et 1’ ocbservation

(0%

umi

Teffectue a environ 320 nm. Pour la détermination de la

n
{

ences et la

’[:\

nterfé

fd

pour réduire les

O
T
e

concentrati
variabilité, une courbe dfétalonnage a été établie avec

chaque sérotype de la dengue, et chague échantillon a

[V DENA4
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Une composition comprenant un PIV DEN4 a été

formulée et combinée avec un tampon (50 mM de NaCl, 5 mM

volume de saccharose et €,
poloxaméere 188. Le pH final était de 8,0 et la teneur
finale en virus DEN4 était de 34 ug/ml. Dans le cadre de
cet exemple, cette formulaticon de base a été utilisée

comme  témoin. La stabilité du PIV DEN4 dans cette

ase s'est avéréde étre 1i
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augmentat la taille des particul

se produisant apres

criblage des excipients avec la substance

O
3
vt

ux 1 et
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®
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ct
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ontenant

5 .
1 P
ae Dase

{comme décrit ci-dessus) pour déterminer si le sérotype

DEN4 pouvailt é&tre

(')\

ttalent des sucres, des acides aminés, des

J o - - a - N 4 — = CF oy P T -
des tensicactifs et des coe-solvants. La

-

\

formulaticon de

base contenant des exr‘l ients

testés) contenait 3% de saccharose guand le
saccharose a été utilisé comme excipients a tester, il
était présent en plus des 3 % de saccharcse de la
formulation de base. La formulation de base contenant

PIV DEN4 contenait également (0,1 =

[eN
0}
e
O
o
A
»
102
=
)
:...X
(o]
o0
.

guand le poloxamere 188 a été

dtait présent en

e
ot
—
jon
&)
[@2
{1
n

0,1 % de la formulation de base

La stabilitée a été évaluée apres un stockage de 48
] - N O~ q 1 o e :
heures a 25 "C, en utilisant la diffusion dynamique de

-]
Q
-t
—
&
=
)
-
D
=
®

{chromatograghie

dfexclusion stérigque a haute verformance utilisant la

détection par ultraviolet). Le témoin (« CTRL PB ») pour
les figures 3 et 6 était une courbe d’étalonnage préparé

e
vec une substance DEN4 purifiés en

décongelée et diluée.
Résultats

2 Tode ey
resultats

pour

BE2016/5950
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médicamenteuse & base de PIV DEN4 complétée avec les

excipients a tester 1. La figure

1 fournit les la figure 2

fournit

SR Y

récupération par HP-SEC-UV apres 48 heures de stockag
a 25 °C., Les témoins étaient la formulation de base

contenant PIV DEN4 szans {(indiquése

substance purifiée en vrac (« PB ») sur les figures).

Les figures 4 a 6 présentent

4 fournit les résultats DLS au temps 0, la figure 5
fournit les résultats DLS apres 48 heures de stockage a

e | .. P .
25 "C, et la figure 6 fournit

récupération par HP-SEC-UV apres

P ¥~ T e A A e AR A - o . P
a 25 [OIN Les témoinsg étaient la formulation de base

contenant PIV DEN4 (s

BE2016/5950
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Parmi les excipients
la plupart ont été &

des analyse

(%]

dix

o
@]
~

oursuivre 17étude
oursuivre L7etude.

excipients

BE2016/5950

évalués

3

la

camenteuse

PIV

O]
X
M
=
*U

concentration

Tableau 3 :

Excipient

Maltose

¢
8

-
~1
o

PSR
Dextrane

Saccharocse

I._\
)
(O3}
o0

o
o~

<

o\l

Saccharose

<o
~

]

ol

Saccharose

Glycérol 3 %
Glycérol 10 %
PEGI00 3 0%

Histidine 30 mM
Méthionine 30 mM

3,41 mM

15 md

Mg30, 15 mM

W}
=
=
s
o
3
o
3
§
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Les excipients a tester ont été ajoutés a PIV DEN4

—

(formulation de base décrite dans 1l'exemple 4 ci-dessus).
La stabilité a été évaluée au temps zé&ro, apres 48 heures
o

Y [e] Y . N -~ . Z. S ] -
a 25 "C, et apres 7 Jours a 25 "C. Quatre échantillons

ont été testés pour chague exciplent, & chagque période

1.

temporelle {(n = 4). Comme témoin, la formulation de base

contenant PIV DEN4 a également été évaluée

e
O
®
(3]
O
[ON
=
i -
O
Q
®
[¥]

temporelles.

4

lués par DLS, HP-SEC-

193]

Ve

té
UV, néphélométrie, ERLISA and fluorescence intrinseque

~ A 7 4 i N ¥ A = - 7 X
Les résultats sont présentés sur les figures 7 a
T e - O oy PO A 2
16, ou les barves sont la moyenne de quatre échantillons

ftestés {n =4), avec l'erreur type Iindiguee. RELISA :

Les résultats démontrent qgque la présence de
certains excipilents testés ({(notamment le saccharose &

15 mM) a réduit 17agrégation

Q.

8 %, CaCly, 2 15 mM et MgSQy

du virus aprés 7 jours de stockage a 25 °C (évaluée par
DLS et néphélométrie}, par rapport au témoin. En outre,
T - ‘t'(Yéralr*'ﬁ—/ o AEA Iols 7 S~ @ d'.~. +amya 'tp‘;l

I7antigénicité a €té conservée au cours du temps (telle

gufévaluée par HP-SEC-UV, ELISA et IF).
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Exemple ¢ : formulation

tétravalente non adjuvantée

a

ainsi gue d

ajoutés a la composit

adiuvantée de

tétravalente de base con

DEN1, DENZ, DEN3 et DEN4

Trig, 2 % en poids/vo
poids/volume de px188,
de base). Le témoin («

tétravalente de base

-
H
|

supplementaire) .

La stabilité aprés

par DLS et ELISA. Les

figure 17 (diameétre {nm}

3 a 21

[

regpectivement,

présentées sur les figures

guatre échantililons (n

Exemple 7

I5 mM et CalCl, a 15 mM)

N

. ~ A
comparalison cdte a cote
3 .- IRV IVEITNT \ [T -y B AN
de PIV DEN non adjuvantée

Dang cet exemple, le gr

O
O
3
0
O
3
¢t
i
s3)
t
H
@)
=]

(1,8 mM, 3,75 mM,

saccharose

0}
¢t
[
8}
Q(/,
0}

“t
Q
-
.

évaluée

L ey ﬁ rée~Adantec
rences precedentes,

lfeffet du CaCl,, du MgS50.,

% en poids/volume, ont été

tétravalente de base non
la dengue. La formulation

1t 8 pg/ml de chacun parmi

=c 150 mM de NaCl, 5 mM de

3 - vl oy . e b [o3
de saccharcse, 0,1 % en
i< BN Pt S -\ im0 A - ] -
5 {(formulation téetravalente

la formulation

CaCly, MgSQ,, ou saccharose

S ey P - G £, 4~ A T 4
Jours a 25 C a etée évaluee

{comme décrite ci-dessus}.

3

témoin est une formulation
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IS

[

(@3]

(]
(@]

tétravalente avec
quantité zrésidu

substance médicam

Le témoin
testées ont été

25 °C et 37 °C.
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teneur si une agrégation était présente.

Les figures 22

lfantigénicité

f
C
o
[
—
jon
-
<
&
—
=
e
'\
-

augmentation de

a 25 repr

enant de la formu

s de 17anal

taille moyvenne

sérotypes DEN1, DENZ, DEN3 et DEN4,

Svaluée  par ELISA. « NC »  indigue
centrifugé et « C » indique

« Fraiche » indique la formulation de base évaluée a TO.

récupération par

produit purifié en

ifanalyse aurait

représente un graphigue de la teneur
inée par SEC CLHP avec détection UV,
csultats sous la forme du % de
rapport 2 la teneur en protéines du

vrac. Comme une centrifugation avant

c1liminé les  agrégats, seuls les

figure
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Exemple 8 : formulation adjuvantée

Les excipients tesztés sélectionnés ont é&té évalu
en utilisant une formulation tétravalente adjuvantée
avec Al {(OH):; contenant 4 ug de chacun des qguatre

sérotypes DENV, et 500 ug d’adiuvant Al(CH)s5;. La

0]
3
o)
O
}.‘l
Q
[#2]
o
4
O
I_i
o
o
O
®
n
&
O
Q
oy
jS)
=
O
n
~
-
Y
}_\
(\\ >
0]
]
0]
O
}.‘l
0
n
\\
<
O
I_.:
c
=
0]
Q.

pxi88, pH 8,5 (formulation tétravalente de basge). Cet

exemple a utilisé des échantillons dfenviron 20 ml

ient 15 mM de CaCl,, 15 mM de MgS0Os et du

Le témoin contenait 2 % en poids/volume de saccharose

" o 1 J . - - £ - -~
provenant de la substance médicamenteuse. Les
4o K z z - D A = N e . N O~ N
échantillions ont été évalués apres 7 jours a 4 “C, apres
7oA a & 2 @ - garmiraa ] e S h R e 77 O
fouUrs d £9 C, et Agres ¢ J0Urs a 3/ N

- 4 £ -
de la diffusion

= b
H
L

statique de la lumiére (SL3} pour mesurer les particules

< 10 um, et la figure 30 présente la SLS pour mesurer

Exemple 9 : agrégation réduite apres 7 jours a

vec le MgSQO, comme e

X
La stabilité de la DS PIV DEN4 complét

oy

de MgSQ0, a été évaluée par DLS au temps zéro (T0), apres



N
i

La ¢ onparalson a

(CTRL, DS DEN4

. -
Le MgSC, a 15

stabilisé la taille du virus

apres un stockage semaine a 30 °C par rapport a

une composition sans MgS0O, (comparer la cinguiéme et la

sizxieme barre sur la figure 31).

taille moyenne Z
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REVENDICATIONS

1. Composition immunogeéne, comprenant

(a) un virus de la dengue de sérotype 4 inactivé et
purifié ;

(b) un agent tampon ;

(c) un tensioactif ; et

(d) un excipient améliorant la stabilité.

2. Composition immunogene selon la revendication 1,
dans laquelle ledit excipient améliorant la stabilité
est choisi parmi un sel inorganique et un sucre.

3. Composition immunogéne selon 1’une gquelcongue
des revendications précédentes, dans laquelle ledit
excipient améliorant la stabilité est choisi parmi CaCl,,
MgSOs et le saccharose.

4. Composition immunogéne selon 1’une gquelconqgue
des revendications précédentes, dans laquelle ledit
excipient améliorant la stabilité est choisi parmi MgSO,
a une concentration d’au moins ou d’environ 1,8 mM, d’au
moins ou d’environ 3,75 mM, d’au moins ou d’environ
7,5 mM, d’au moins ou d’environ 15 mM, d’au moins ou
d’environ 30 mM, et d’au moins ou d’environ 45 mM.

5. Composition immunogéne selon 1’une guelconque
des revendications 1 a 3, dans laquelle ledit excipient
améliorant la stabilité est choisi parmi CaCl, a une
concentration d’au moins ou d’environ 1,8 mM, d’au moins
ou d’environ 3,75 mM, d’au moins ou d’environ 7,5 mM,
d’au moins ou d’environ 15 mM, d’au moins ou d’environ
30 mM, et d’au moins ou d’environ 45 mM.

6. Composition immunogene selon 1’une quelconqgque

des revendications 1 a 3, dans laquelle ledit excipient
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améliorant la stabilité est le saccharose a une

Q

concentration d’ au moins ou d’environ 8 % en
poids/volume (p/v), ou d’au moins ou d’environ 10 % en
p/v.

7. Composition immunogene selon 1’une gquelcongue
des revendications précédentes, dans laquelle ladite
composition est liquide.

8. Composition immunogéne selon 1’une quelcongue
des revendications précédentes, comprenant en outre un
adjuvant.

9. Composition immunogéne selon la revendication 8,
dans laquelle ledit adjuvant est un sel d’aluminium.

10. Composition immunogéne selon 1’une quelcongue
des revendications 8 a 9, dans laquelle ledit adjuvant
comprend au moins 1’un parmi 1’hydroxyde d’aluminium et
le phosphate d’aluminium.

11. Composition immunogéne selon 1’une gquelcongue
des revendications 7 a 10, comprenant en outre au moins
un composant immunostimulant supplémentaire.

12. Composition immunogéne selon la revendication
11, dans lagquelle 1’au moins un composant immuno-
stimulant supplémentaire comprend un(e) ou plusieurs
émulsion d’huile et d’eau, liposome, lipopolysaccharide,
saponine et oligonucléotide.

13. Composition immunogéne selon la revendication
8, dans laquelle ledit adjuvant est un adjuvant sans
aluminium.

14. Composition immunogéne selon la revendication
13, dans lagquelle 1’adjuvant sans aluminium est choisi
parmi une émulsion huile dans eau, un liposome, un

lipopolysaccharide, une saponine et un oligonucléotide.
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15. Composition immunogéne selon 1’une quelcongue
des revendications précédentes, comprenant en outre au
moins un sérotype du virus de la dengue inactivé et
purifié supplémentaire.

16. Composition immunogéne selon 1’une quelcongue
des revendications précédentes, comprenant en outre un
virus de la dengue de sérotype 1 inactivé et purifié
(PIV DEN1), un virus de la dengue de sérotype 2 inactivé
et purifié (PIV DEN2) et un virus de la dengue de
sérotype 3 inactivé et purifié (PIV DEN3).

17. Composition immunogene selon la revendication
16, dans laguelle la composition déclenche une réponse
immunitaire dirigée contre chacun parmi DEN1l, DEN2, DEN3
et DEN4 chez un humain adulte.

18. Composition immunogéne selon 1’une quelcongue
des revendications précédentes, dans laquelle le
tensicactif est un poloxamere.

19. Composition immunogéne selon 1’une gquelcongque
des revendications précédentes, dans laquelle 1le
tensiocactif est présent en une quantité d’au moins
0,001 M (poids/volume) .

20. Composition immunogéne selon 1’une quelconque
des revendications précédentes, dans laquelle 1le
tensiocactif est présent en une quantité d’au plus 1,0 %
(poids/volume) .

21. Composition immunogéne selon 1’une quelconque
des revendications précédentes, comprenant un agent
tampon phosphate.

22. Composition immunogéne selon la revendication
21, comprenant un agent tampon phosphate choisi parmi le

phosphate de sodium et le phosphate de potassium.
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23. Composition immunogeéne selon 1’une quelconque
des revendications 1 a 20, dans laquelle 1’agent tampon
comprend du tris(hydroxyméthyl)aminométhane.

24. Composition immunogéne selon 1’une quelconque
des revendications précédentes, qui est une préparation
en vrac.

25. Procédé de formulation d’une préparation en
vrac de virus de la dengue inactivé et purifié ou une
formulation vaccinale finie de celle-ci, comprenant

(a) la fourniture d’une solution comprenant de
l’eau stérile, un agent tampon, un tensioactif et un
excipient améliorant la stabilité ;

(b) 1’ajout a la solution de (a), d’un virus de la
dengue de sérotype 4 inactivé et purifié.

26. Procédé selon la revendication 25, dans lequel
ledit excipient améliorant la stabilité est le MgSOs.

27. Procédé selon 17 une quelconqgque des
revendications 25 a 26, dans lequel 1’'étape (b) comprend
en outre 1l’ajout de sérotypes supplémentaires de virus
de la dengue inactivés et purifiés.

28. Procédé selon 17 une quelconqgue des
revendications 25 a 27, dans lequel 1'’étape (b) comprend
en outre 1l’ajout de virus de la dengue inactivés et
purifiés de sérotype 1, de sérotype 2 et de sérotype 3.

29. Procédé selon 17 une quelconqgque des
revendications 25 a 27, dans lequel ladite solution de
17étape (a) comprend en outre un adjuvant a base

d’aluminium, tel qu’Al (OH)s;.

BE2016/5950
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FIGURE 2

DLS - 48 heures 25 °C
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FIGURE 4
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FIGURE 6

CLHP Temps 48 heures a 26 °C
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FIGURE 13
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FIGURE 15

tion par IF (%) n=4

”

écupéra

re

T48h25 R

120%

tion par IF (%) n=4

-

Fa

écupéra

T7d25 R

120%
100%

FIGURE 16



FIGURE 17

80

BE2016/5950

diamétre {nm)
o 00 w w 0 0w Y=
oM o0 (=] N S a oo

[
B

DLS-T6d25°C-n=4

caCl2
45mM

CaCl2
30mM

CaCi2
1SmM

CaCi2 CaCl2 CaCl2
75mM  375mM  1.8mM

placebo  MgS04 MgS04  MgSO4 MgS04  MgsSo4

45mM  30mM  15mM

75mM  3,75mM  1.8mM

8%

ctel tétra ctrltétra
TO T6d25




FIGURE 18

81

BE2016/5950

ELISA Denl - T6d25°C - n=4
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ABREGE

FORMULATION IMMUNOGENE

La présente invention concerne des formulations de
compositions immunogénes comprenant une ou plusieurs

souches de virus de la dengue inactivé et purifié.
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i est fait référence aux documents suivants

D1 WO 2012/160199 A1 {GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BEL
HENDERICKX VERONIQUE {BE]; LE BUSSY OL) 29 novembre 2012
(2012-11-29)

D2 ADEBAYQO A A ET AL:"Stability of 17D Yellow Fever virus vaceine using

different stabilizers”,

BICLOGICALS, ACADEMIC PRESS LTD., LONDON, GB,

vel, 26, no. 4, 1 décembre 1888 (1998-12-01);, pages 308-318,
XP002504087, »

ISSN: 1045-1056, DO 10.1006/BIOL. 1998.0157

D3 ONEIL WIGGAN ET AL: "Novel formulations enhance the thermal
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Déclaration motivée quant & la nouveauté, Pactivité inventive et la possibilité
d'application industrielle; cilations et explications a 'appui de cette déclaration

1 Nouveauté

1.1 D1 déerit une composition immunogéne comprenant un virus de la dengue de
sérotype 4 purifie, inactive, comprenant un sérotyps ou plus [13], un agent
tampon [20], un tensioactf, comme le poloxamer, {19] et un agent ameéliorant
ja stabilité comme par exemple le saccharose [22] pouvant éire utilisé pour
des préparations en vrac. Des exempies de {elies formulations soni trouveés
par exemple dans le tableau 1 [77] et is comprennent un tampon phosphate
ou trig, 0,1% de poloxamer [88] ef 3% de saccharose, 50mM NaCl (sel
inorganique) at un adjuvant [87).

Clest pourquol, I'objet des revendications 1, 2, 7-25, 27-29 n'est pas nouveau.
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1.2 D3 décrit un vaccin inactivé de la dengue de sérotype 2 {(Den2) gdans
différentes formulations (tableaux 1-4) comprenant, par exemple, 0.9mM
CaPet 0,5mM Mg, 15% tréhalose, 2% poloxamer (F127) (page 458) (Figure
1B} dans un tampon phosphate.

C'est pourquol, I'objet des revendications 1-2, 7, 8, 11, 13, 18, 19, 21, 22, 24,
28, 26 n'est pas nouveay.

1.3 D4 qui correspond au brevet D3 décrit en essence fe méme enseignement
{examples 5, 8) gue D3. Den-4 est déorit dans le tableau 3, les paragraphes
{18-20] décrivent l'utilisation de saccharose et d'un surfactant Pluronic F127,
je tableay 2 décrit un formulalion de DEN-2 comprenant 10% de saccharose.
Le poloxamer est considéré comme un adjuvant.

C'est pourquoi, 'objet des revendications 1-2, 7,8, 11,13,15-18,19.21,22, 24,
25-28 n'est pas nouveau.

Activité inventive

2.1 D1 est l'art antériewr fe plus proche qui deécrit un virus de la dengue de
sérotype 4 purifié inactivé, comprenant un sérotype ou plus {13}, un agent
tampon [20], un tensioactf, comme le poloxamer, [19] et un agent améliorant
la stabilité comme par exemple le saccharose [22] pouvant &tre utilisé pour
des préparalions en vrac.

La difference entre la présente demande et D1 est lutilisation dune
combinaison de GaCl2, MgBQ4 et saccharose comme excipient améliorant la

stabilité. Il n'ya pas deffst technique particulier §8 & celte combinaison
spacifique.

Les exemples 8-9 de fa présente demande utilisent 0,1% poloxamer {(px188),
15nM CaCi2, 1BmM MgSo4 st 8% wiv de saccharose et démontrent que
Fantigénicité est conservée tout en réduisant lagrégation.

D2 décrit dans le tableau 1 l'utilisation du stabilisateuwr F comprenant 10%
sucrose, 5% lactalbumine, G.1gd CaCl2 et D.076gd MgBO4 comme
stabilisateur du virus de la fievre jaune qui appartient aussi & la famille des
flavivirus.

Formuiaiea BERRQ Howits séparial {janvse SO0 dabille 2]



OPINION ECRITE Ne denrsgistromant national
(FEUILLE SEPAREE) BE201605950

2.2

Par conséquent, it est considéré évident dutiliser un stabilisateur qui a été
utitisé aveds succas pour stabiliser e virus de la figvre jaune pour un autre
membre de g méme famille comme le virus de la dengue.

i est noté qu lutilisation de CaCle et MgS04 pour stabiliser un virus en
présence d'un sucre est deja ulilisé dans D3 pouwr le virus de la dengue. D3 et
D4 wtilisert le saccharose et le tréhalose comme sucre ce qui en fait des
alternatives équivalentes pour stabiliser im virus inactivé.

C'est pourquol, I'objet de ta revendication 3 niimplique pag d'activité inventive.
Les conditions spécifigues utilisées dans le présence demande sont
considérées évidentes, et 'homme du métier y arriverail en utilisant des
axpériences d'optimisation standard.

Par conséquent, l'objet des revendications 4-8 nimpligue pas dactivité
inventive, & moins gu'un effet techniqus inattendu soit ié a Futilisation des
conditions spécifigues pour la compasition immunogénigue revendiguée.
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