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demande de brevet a fait I'objet d'un rapport de recherche mentionnant un défaut d'unité d'invention au sens
du &ler de l'article XI.19 précité et dans le cas ou le demandeur n'effectue ni une limitation de sa demande
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La présente divulgation concerne des

compositions immuno 1

)

geénes. En particulier, la pz

divulgation concerne des formulations de compos
immunogenes contenant une ou plusieurs souches d

Les wvirus de la dengue (DEN ou BDENV) sont des
embres de la famille des flavivigidae. Comms le

virus de la

virus de la dengue sont des

nple brin ayant une taille

tion détaill dans Henchal
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ou DEN1Y,

DENZ2), la

ngue ou
antigénique
ucune
J.
la dengue peut étre transmi

par les mousti en provoquant une

aigué. La maladie virale de la
régions tropicales et subtropicales du
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avec 1l'un guelconque des guatre

DENV peut provoquer

maladie irale 1égeére non spécifi

classique de la dengue ou
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une infection asymptomati
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relativement rares, 1la fiévre hémorragigque due a la

dengue (DHF)} et le syndrome de choc dii a4 la dengue (DSS)

o,

. i N 3 A - Py T A o
sont @s causes importantes de déces chez les nfants.

Aprées une infection avec un sérotype du virus de 1la

dengue, les humainsg gul sont une nouvelle fois infectés

rar un sérotype différent u wvirus de la dengue
présentent un risgque accru de dJdévelopper une maladie
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(2011), Guzman and Isturiz, Int. J. Antimicrob.
Agents 36 : S40-S42 (2010)1}).

ntion et la lutte contre une maladie humaine
provoguée par le virus de 1
réalisgées, a 1’heure actuelle, par le contrdle du vecteur
qufest le moustigque. Par conséquent, il reste un besoin

pour des vaccing slrs et efficaces contre tous les

En particulier, le sérotype DEN

réduite a température ambiante {par rapport aux aultres

rotypes), ce gui accroilt ficulté de
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du PIV DEN4 sous la forme d’un composant wvaccinal en
vrac., Il existe un besoin pour des formulations

immuncgénes comprenant DEN4 qui sont stables pendant
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présente invention est une

-
»

Un aspect de
composition immunogene comprenant un virus de la dengue

de sérotype 4 inactivé et

QO
to]
D

ent tampon, un

tensgioactif et un excipient la stabilité,
Dans un aspect supplémentalre de la présente

invention, l'excipient amélicorant la stabilité est

choisi parmi un sel inorganique et un sucre, comme CaCl,,

A O F ~A T .
MgsO, et le saccharose.

Dans un aspect supplémentaire de la présente

choisi parmi MgSO, a une concentration dfau moins ou
dfenvircon 1,8 mM, d’au moins ou dfenviron 3,75 mM, diau
meing ou d’environ 7,5 mM, d’au moins ou d’environ 15 mM,

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

Dans un aspect supplémentaire de 17invention,

fexcipient améliorant la stabili est choisi parmi
CaCl, & une concentration d'au moinsg ou d’environ 1,8 mM,

d’au moins ou dfenviron 3,75 mM, dfau mcins ou d'environ
7,5 mM, d’au moins ou d’environ 15 mM, dfau moins ocu
d’environ 30 mM, et d’au moing ou d’envircen 45 mM.

Dang un aspect supplémentaire de 1finvention,
I'excipient améliorant la stabilité est le saccharose a
une concentration d’au moinsg ou d'environ 3 %  en
poids/volume {p/v), ou d’au moins ou dfenviron 10 % en

Dans un aspect supplémentaire, la composition
immuncgens de l7invention comprend du saccharcose et au

noins un excipient supplémentaire choisi parmi CaCl, et
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Dans un aspect supplémentaire de 17 invention, la
composition comprend en outre un adjuvant. L adjuvant

5

peut étre un adjuvant sans aluminium, ou un sel

W

£
Pl

dfaluminium, 1 que 1’hydroxyde d’aluminium ou le

4

p-

4

phosphate dfaluminium.
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spect supplémentaire de 1’invention, la

composition comprend en outre au moeins un  sérotype
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htaire de virus de la dengue inactivé et purifié.

Dans un aspect 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 sérotypee 3 inactivé et purifié {(PIV DEN3).

d’une solution comprenant de l7eau stérile, un agent

tampon, un tensicactif et un excipient améliorant la

-
&3]

stabilité ; et 1fajout & la solution dfun virus de

dengue inactivé et purifié.

n

La figure 1 est un graphique représentant les
résultats DLS pour une formulation de PIV DEN4 complétée
avec les excipients testés énumérés dans le tableau 1,

au temps (. L7axe des Y est la taille moyenne 7 des

La figure 2 est un graphlique représentant l1les

sultats DLS pour une formulation de PIV DEN4 com

’“O
'D\
—~+
D

avec les excipients testés énumérés dans le tableau 1,
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graphique représentant la

PIV DEN4
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résultats une formu

formulation de base contenant
use PIV  DEN4 {sans auc

graphigque représentant les

lation de PIV DEN4 complétée

anometre (nm). Le témoin (CTRL

‘___l

base contenant la substance

(sans aucun ezcipient testé).
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graphigue représentant la

une formulation de PIV DEN4

excipients testés énumérés dans le

de stockage & 25 °C. L7axe

ration par rapport a la courbe
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PIV DEN4 formulé sans aucun
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La figure 7 est un graphigue représentant les
résultats DLS pour une formulation de PIV DEN4 compléteée
avec les excipients testés énumérés dans le tableau 3,
aprés 48 heures de stockage & 25 °C. L'axe des Y est la
taille moyenne 2 des particules virales en nanométre
(nm) . Le témoin {(CTRL PB} est la formulation de base
contenant la substance médicamenteuse PIV DEN4 ({sans

aucun excipient testé).
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La figure & est un graphique zreprése:
résultats DLS pour une formu
avec les excipients testés énumérés dans le tableau 3,
aprées stockage pendant 7 Jours a 25 "C. Les unités de
17axe des Y et le témoin sont comme sur la figure 7.

La figure 9 est un graphique représentant les

résultats de néphélométrie sur une formulation de PIV

DEN4 complétée avec les excipilents testés énumérés dans
le tableau 3, aprés 48 heures de stockage a 25 °C. Les

unités de l7axe des Y sont UN {(unité de néphélométrie) ;
UTN signifie unité de turbidité néphélométrigue. Le
témoin (PB)} est la formulation de PIV DEN4 sans aucun

excipient testé (form
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résultats de néphélométrie sur une formulation de PIV
DEN4 complétée avec les excipilents testés énumérés dans

le tablesa

3

u 3, aprés 7 Jjours de stockage a 25 °C. Les
unités et le témoin sont comme sur la figure 2.
La figure 11 est un graphigque représentant les

résultats de HP-SEC-UV sur une formulation de PIV DEN4

complétée avec

ableau 3, apreés 48 heures de stockage a 25 "C. Lfaxe
f R =

des Y est le % de récupération par rapport a la courbe
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étalon. Le témoin (PB) est la formulation de PIV DEN4

Sans aucun excipient t
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Y est le % de récupération par rapport & la courbe étalcn

[

N an A o e e A dilution 3 e A Ty A - 5Ty o+
base du facteur de dilutzon f)\.‘ LiLle . Le témoin (PLJ) (SIS

a formulation de PIV DEN4 sans aucun excipient testé

résultats dfun test ELISA sur une formulation de PIV

DEN4 complétée avec les excipilents testés énumérés dans

0]

.
tapl

¥

O,

1

s Y est le % de <récupération par rappcrt a

1 ricénicité théorioue aui devrailt &tre trouvé v 1

17antigénicité théorigue gul devrait &€tre trouvée sur la
- . . 3y SR AT P 14 A - - Aryy e 4 ! b

base du facteur de dilution appligué. Le témoin (PB) est

la formulation de PIV DEN4 sgans aucun excipient tes
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des Y est le % de récupération par rappoert a la courbe
étalon. Le témein (PB) est la formulation de FPIV DEN4

1O
L

{formulat de

Ta figure 16 est un graphigue représentant les
résultats dfun IF sur une forxmulation de PRIV DEN4

[ ,

complétée avec les excipients testés énumérés dans le
) ) ) ) 3 5 o G S 1

tableau 3, apres 7 jours de stockage a 25 "C. L7axe des
Y est le % de récupération par rapport & la courbe étalon

"
on

Le témoin formulati de PIV

ezcipient testé (formulation de base).

La figure 17 est un graphi représgsentant les
résuitats DLS pour une formulaticn tétravalente de base
contenant les Pl DEN complétée avec du CaCl, & des
concentrations variées, du Mg30; & des concentrations
variées, ou du saccharose a 8 %, apres 6 Jours de
stockage a 25 °C. Le témoin est la formulation

tétravalente sans excipient ajouté {(formulation de base)

des particules

virales
La

figure

résultats dfun avec

formulations tétravalentes, comme decrites pour la
figure 17, L7axe des Y est le % de récupération par

2 orique qui svrait étre

rapport

ase du facteur de dilution

appliqué.

La figure 18 est un graphigue représentant les
résultats d’un test ELISA sur DEN2 cobtenus avec les
formulations tétravalentes, comme décrites pour la
figure 17. Taxe des Y est le % de récupération par

BE2016/5950
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est un graphigue

-
3
Q2

r—h
[
Ko}
—
-
=
0]
N
<

7z

résultats d'un test ELISA sur DEN3 obtenus avec les
formulations tétravalentes, comme décrites pour la
figure 17. L7axe des Y est le % de récupération par
rapport a Jl7antigénicité théorigque qui devrait é&étre
Lrouvee sur la base du facteur de dilution appliqué.

La figure 21 est un graphique représentant les

4

résultats dfun test ELISA sur DENZ obtenus avec les

< 4 T - y Y C R N o -
formulations tétravalentes, comme décrites pour la

figure 17. Lfaxe des Y est le % de récupération par

rapport a 1lfantigénicité <théorique gui devrait é&tre

rouvée sur la base du facteur de dilution appliqué.

ot

La figure 22 est un graphigue représentant les

résultats d’un test ELISA sur DEN1 obtenus avec les

=~ P PN S AN - Aty ] ~ ] =] ~N e - -7 e~ Yan!
formulations tétravalentes gcans adjuvant avec CalCl,
1 1 ;- 3 - I oo A o ; o e 4 A VS
(15 mM), MgSO, (15 mM), et du saccharose ajouté (8 % au
A . S Q. Ty e e £, 1 U 4 2 .
pour fournir le % de récupération comparé a la

hatranca miirs £414a - o {2 2 de zaccel e a1 fotral)
SURsSTanCe puUriiiee en vrac (£ © de sacchiarose au totadl) .

3
La figure 23 est un graphigue représentant les
résultats d’un test ELISA sur DEN2 obtenus avec les

formulations tétravalentes sans adiuvant, comme décrites

La figure 24 est un graphigque reprégentant les
résultats dfun test ELISA sur DEN3 obtenus avec les
formulations tétravalentes sans adiuvant, comme décrites
pour la figure 22,

La figure 25 est un graphigue représentant les

résultats d’un test ELISA sur DEN3 obtenus les

,
joy)
o
l
®
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formulations tétravalentes sans adiuvant, comme décrites

La figure 26 est un graphigue reprégentant les
résuitats d’une analyse DLS des formulations
tétravalentes sansg adiuvant, comme décrites pour la
figure 22, mesurés apres sept
différentes températures (4 °c, 25 °C, et 37 °C).

« Fraiche » indique la formulaticn de kase évaluée & TO.

lations tétravalentes sans ad

T
[
')}
ct
(I
el
jos]
[0}
n
[®)
2.
[0}
n
th
9]
a)
—
ﬂ

comme décrites pour la figure 22, évaluée par SEC CLHP

La figure 28 est un graphigque des résultats d'une

néehélométrie sur les formulations tétravalentes sgans

adiuvant comme décrites pour la

La figure 29 présente lesg résultats d’une diffusion
statigue de lumiere (SLS) pour mesurer las particules

< 10 pm, dang des formulations tétravalentes avec

< 100 um, dang des formulations tétravalentes avec

La figure 31 est un graphigque représentant les
résultats d’une analyse DLS (movenne 7 sur 17axe des Y)

d’une DS DEN4 avec MgSQOs a divers moments temporels (T0,

jand

0

O . J - K IR I Oy 5 O
semaine) et dans diverses conditions (22 “C, 30 °C, et
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aprés 1, 2 ou 3 cyeles de congélation/décongélation). Le
témeoin {CTRL) est une composgition de DEN4 sans MgSOs.

Vue d’ensemble de la vaccination contre la dengue

La présente divulgation concerne desgs formulations
de compositions immunocg ;. En particulier, la présente

S
divuigation concerne degs formuliations de compositions,

telles gue des préparations vaccinales en vrac et dac
formualations vaccinales finies, contenant une cu

plusieurs souches de virus de la dengue inactivé et

purifié (PIV DEN). Les formulations divulguées dans le
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cument augmentent la récupération et la

stabilité de PIV DEN dang les compositions immunogénes,

ct

lite la production, le stockage et la

foant

ce gqui faci

-}

distribution de ces compositions. La récupération et la
stabilité accrues des formulations divulguées dans le
appligquent a tous les stades du
procédé de fabrication du vaccin, v compris  aux
préparations vaccinales en vrac et aux formulations
vaccinales finies.

Ine vaccination

. L L . e s
serotypes du virus de la dengue {(DENV) est souhaitable,

car une infection par n'importe leguel des sérotypes
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sérotypes de DENV sont souvent présents dans une seule

zone géographique. En outre, le sérotype prédominant
peut varier selon le moment et Lremplacement

candidats a DENV atténué vivant

ont é&té décrits {(Wallace et al., Curr. OQCpinicon in
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0625 (juillet 2015 epub), Wa aveeradeij et al., Am J.
Trop. Med., Hyg., 91{(1) : 119-28 (2014)). Un vaccin a sous-
unité de DENV recowmbinant non réplicatif a également été

72677275

Un vaccin tétravalent inactivé et purifié contre la
dengue ({(PIV TDEN} g'egt avéré induire des réponses de
Typ anticorps protecteur contre une provocation avec
DENV chez les macaques rhésus. Fernandez et al., Am. J.
Trop. Med. Hyg. 924y : 698-708 (2015).

Stabilisation de DEN4
Dans un aspect, la présent divulgation concerne

“augmenter lz

composition comprenant des sérotypes de virus de la
dengue inactivés et purifiés, comme PIV DEN4, par la
formulation du ou des virus inactivés de la dei avec
des excipient améliiorant la stabilité, comme décrit
dans le présent document.

Dans un autre aspect, la présente divulgatio
concerne un procéde permettant dfaméliorer la
récupération 4d’un virus inactivé de la dengue {ou d'une
pluralité de ceux-ci} a antigénicité préservée, dans une
composition le contenant, par la formulation du ou des
virus inactivés de la dengue avec des excipients
amélicrant la stabilité, comme décrit dans le présent

Q.
O

@]
C
=
(D

Tel gqufutilisé ici, on mesure la stabkilité d’une
formalation de PIV de la dengue par le changement de la
vi les au cours du temps

BE2016/5950
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(agrégation ou floculation du virus). Par conséguent, la

stabilité d’une formulation de wvirus PIV de la dengue

peut étre évalude en mesurant toute augmentation de la

(agrégation ou floculation). Une autre mesure de la
stabilité d'une formulaticn de PIV de la dengue est le
changement dfantigénicité au cours du temps, avec les
formulaticons moins stables présentant une plug grande
diminution de 17antigénicité. Ainsi, une formulation
« moins stable » est une formulation dans laguelle la
raille moyvenne desg particules virales augmente et/ou

dont 17antigénicité diminue, par  rapport a une
formulation de comparaison dans des conditions
identigues ou similaires et pendant des péricdes de temps

tabilise une

&}

identiques ou similaires. Un excipient gui

formulation est un excipient gui diminue 17 agrégation au
cours du temps et/ou guili maintient l7antigénicité au
cours du temps, par rapport a une formulation identigue

mais gul ne contient pas l1l’excipient ou gul contient

I'excipient en une moindre guantité, Dans un mode de
réalisation de la présente invention, les stabilités de
deuz formulations sont comparées apres un stockage de 48

heures & 25 °C : dans un autre mode de réalisation, les

----- 4 TR SN \ -~ Y o A | 3 ~
Jours a 25 YC, dans un autre mode de réalisation, les

R N p ©
jours a 20 C,

. T A . :
Compositions de la présente invention

Un premier aspect de la présente divulgation

concerne des C )"ﬂ”’“”lti@ﬂs
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ou plusieurs virus de la dengue inactivés et purifiés,
en combinaison avec au moing un excipient. De tellesg

compositions peuvent étre des préparations en vrac de

virus de la dengue 1inactivé et purifisd (PIV DEN)
produites & une échelle commerciale, et appropriées pour

une formulation en compositions pharmaceutiques {par
exemple, des vaccins servant a prévenir une infection

par et/ou une maladie due au virus de la dengue) ; ou

des formulations vaccinales finies {(produit
médicamenteux) . L ajout d'un excipient sélectionné, tel

O

que divulgué ici, améliore la stabilité de la composition,

rar rapport aux formulations gui ne contiennent pas
17excipient sgélectionné ou qui contiennent 17excipient

r-f.

seélectionné & des taux significativement inférieurs. Ces
formulations contenant un excipient sélectionné
possedent comme caractéristique favorable le fait de
réduire 17agrégation du virus inactivé, par exemple
pendant un stockage, et/ou de maintenir 1fantigénicité
au cours du temps (les deux étant comparés & une
formulation qui ne contient pas 1’ excipient sélectionné
ou gui contient lfexcipient sélectionnég a des taux
significativement inférieurs. Tel gu’utilis

taux « gignificativement inférieur » est inférieur a la

moitié, inférieur a 40 %, inférieur a 25 % ou inférieur
a 20 % d’un taux de comparalson.
Par conséquent, n mode de réalisation e la

présente invention est une composition immunogen

(D

comprenant un ou plusieurs sérotypes de virus de la
dengue inactivés et purifiés, la compositicon immunogéene
comprenant en outre un excipient améliorant la stabilité

choisi parmi un sucre, un acide amin&, ou un sel qgui
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fournit un ion divalent en solution. Les

L"agrégation des particules virales diminue dans

3

G 4 3 3 A 3 - [y . - 5 o b
les compositions immuncgenes de la présente inventic

P

(par rapport a des formulations ne contenant pas

excipient améliorant la stabiliteé), par exemple apres

stockage a 25 “C pendant six Jours, et/ou apres un

procédé approprié connu dans 1l7art.

En wvariante ou en plus, est
préservée dans les compositions immunogeénes de  la
présente invention (par rapport 2 des formulations ne

contenant pas l’excipient améliorant la stabilité), par

sxenmple apres un stockage a 25 "C pendant 48 heures,

et/ou aprés un stockage & 25 °C pendant six jours, et/ou
- N e T e o ~ < L ' . < .

apres un stockage a 25 ~“C  pendant sept Jjours.,
L’antigénicité peut é&étre mesurée par LTou procédé

approprié connu dans l17art, comme un dosage ELISA.

En variante ou en plus, la récupération du virus de

80 %, 90 %, (ou plus de 95 %) du matériel vira sont
récupérés dans la préparation finale aprés un stockage

a 25 “C pendant 48 heures, et/ou aprés un stockage a

pendant sept jours.

Dans un mode de réalisation de la présente invention,

[N
(]
9]
C
0}
0]
&)
O
e}
Q
=
=
O
n
0}
<
D
t
W

1"excipient sélectionné
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concentration finale en saccharose est présente dans la

rar

o

composition immunogene

=
0]
b
O
=
ie;
)
o

{ preparation en

vrac ou la formulation vaccinale finie) un niveau &levé,

par exemple d’au moins ou d’environ 10 % en poids/volume

(p/vy, ou d’au moins ou d’environ 9 % en p/v, ou d’au
moinsg ou d’environ 8 % en p/v, ou d’au moins ou dfenviron

concentration finale en saccharose est situde entre
environ 5 % et envivon 20 % en p/v ; entre environ 6 %
et envivron 10 % en p/v, ou entre environ 7 % et environ
9 % en p/v. Dans un aspect supplémentaire, la composition
immunogéne de 17invention comprend du saccharose et au

moing un excipient supplémentaire choisi parmi CaCl,; et

Dans un mode de réalisation de la présente invention,

sélectionné est CaCl,, et est présent dans

on immunogéne {par exemple, la préparation
la formulation wvaccinale finie) & une

cecncentration finale d’au moins ou dfenvircen 5 mM, dfau
moinsg ou dfenvircon 10 mM, dfau moins cu dfenviron 15 mM,

d’au moing ou d'environ 20 mM, d’au moins ou d’environ

étre fourni sous la forme de chlorure de calcium
déshydraté (CaCl,.ZH,0) . Dans certains modes de
réaligation, la concentration finale en CaCl, est située

entre environ 1 mM et environ 50 mM ; entre environ 5 mM
entre environ 10 mM et environ

20 mM. Dans un mode de réalisation supplémentaire, la

r

compositicon immunogene de 17 invention comprend CaCl, et

.
e
D

au moins un excipient supplémentaire choisi paxry

saccharocse et MgSO,.
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Dans un mode de réalisation de la présente invention,
"excipient sélectionné est Mg304, et est présent dans
la composition immunogene {par exemple, la préparation
en vrac ou la formulation vaccinale finie) & une
concentration finale d’au moins ou dfenviron 5 mM, d’au
moins ou d'envireon 10 mM, d'au moins ou d’environ 15H mM,
fau moins c¢u d'environ 20 mM, <d’au moins ou dfenviron

30 mM, ou dfau moins ou dfenviron 45 mM. La guantité de

Btre ajustée en fonction de la quantité de

O
wn
O
O
—
jo-
\D>

l"antigene présent dans la composition, afin d'obtenir
une stabilité en utilisant une guantité apprcopriée de
MgS50s. MgSCs peut

de magnégium hept

et environ 20 mM. Dans ur mode de réalisation

5 .
1
L

supplémentaire a compositi

oy
]
)

nmunogene de 17invention

==y

o
O

comprend MgSO, et au moins un excipient supplémentaire

choisi parmi le saccharo

")
N

et CaCl;.
IIn mode de réalisation de l’invention est une
composition immunogeéne comprenant un virus inactivé et

purifié des qguatre sérotypes viraux de la dengue {(une

composition tétravalente de PIV DEN), comprenant en
outre un excipient choisi parmi CaCl;, MgsS0.,, et le

7,5 mM, dfau moinsgs ou d'environ 15 mM, Jd’au moins

d’environ 30 mM, ou d’au moing ou dfenvircn 45 mM. La

. be o 5 4 e o P . +- A
composition immunogéne peut en outre étre adjuvantée,

lrﬁ

faluminium.

(
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Un mode de réalisation de l1lfinvention est une
composition immunogene comprenant le DEN-4 inactivé et
purifié, comprenant en ocutre au moins un excipient choisi
parmi CaCl,, MgS$SQ,s, et le saccharose. Dang un mode de
réaligation, l’excipient est MgS0, a une concentration

finale dfau meins ou dfenviron 7,5 mM, d'au molins ou

d'envircn 15 mM, fau moins d’environ 30 mM, ou d

en outre &tre adiuvantée, par exemple avec un adjuvant

es compositions divulgufes dans le présent
document peuvent comprendre un ou plus d'un sérotype du
virus de la dengue. Dans un mode de réalisation, les
compositions comprennent au moins DEN-4, Généralement,
les composgitions comprennent une pluralité de virus de
la dengue issus de plus dfun sérotype, c’est-a-dire le
sérotype 1 de la dengue, le sérotype 2 de la dengue, le
sérotype 3 de la dengue et/ou le sérotype 4 de la dengue
(DEN-1, DEN-2, DEN-3 et/ou DEN-4, spectivement). Par

exemele, la composition peut comprendre deux, trols ou

[férents du virus de la dengue. Dans

isation, la composition comprend des virus

o
—
—
—
=
O
Q.
[0}
O
D
=
(D~
o))

quatre sérotypes,

£
a

|
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et déclenche une réponse immunitaire dirigée contre
chacun parmi DEN-1, DEN-2, DEN-3 et DEN-4. Le ou les
virus peuvent étre choisis parmi les virus de type
sauvage {(c’est-a-dire propagés a partir d'un ou

. A :
corresponcantc

)
o
o}
A
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=
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d’origine naturelle), ou le ou les virus peuvent étre

choisis parmi des virus atténués, des virus recombinants
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recombinants et/ou un ou plusieurs virus chimeres, dans

nfimporte quelle combinaison.

- <.

Le virus purifié de la dengue peut &tre inactivé en

1t

r‘
x,_x

Jigant un agent chimique, un agent physique et/ou un

raycnnement inactivant, seul ou

guelle

combinaiscon. Le virus purifié de la dengue gpeut étre

inactivé par exposition au formaldéhvde, au formol, a la
bétapropiolactone (BPL), au peroxyde d’hydrogene, a un

a
rayonnement ultraviolet et a un rayonnement gamma, o4 &
une combinaison de 17une guslcongue de ces techniques.
Des descriptions de ces procédés peuvent étre trouvées,
rar exemple, dans ila demande PCT publiée
No. WO 2010/02%4 663 (publication US No. 2011 318 407,
et dans la publication US No. 2007 0 031 451, gui sont
incorporées a la présente a titre de référence pour
illustrer des exemples de procédés d’inactivation des
virus de la dengue.

Traditionnellemant, une dose humain de la
composition immunogene contient une guantité de PIV DEN
qui induit une réponse immuncprotectrice sans effets

o

T
seconca

nuisibles significatifs chez un su

8]
[N
£
e
“

typique ; 1fobtention d'un effet immuncprotecteur peut
nécegsiter 17administration de pylus dfune dose a un

individu, en fonction du programme sélectionné

d’ immunisation. Tel gu'utilisé ici, immunoprotecteur

T

ige pas une protection complete centre  une
infection ; il signifie une diminution de la gravité ou

de 1fincidence d'une infection, d'une maladie ou des

symptimes d'une maladie. La teneur en antigene peut étre
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maesuree prar La teneur totale en proveines

antigeéne viral purifié ou partiellement

des procédés immunclioglques, par exemple

-

rar un procédé 4df immunoprécipitation gqua

)

iffusion radiale.

O
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Généralement, on gfattend a ce qgue
humaine comprenne au moins c¢u enviren 0,1
ou enviren 0,2 ug, au moins ou envircen 0,2

ou envizon U, Ug, au moins ou environ O,.,S.?-

ou environ 1,0 pg, au meoins ou environ 2

ou envivron 5,0 pg, au moins ou environ 8,0

n’importe quelle guantité située entre

de chague sérotype de virus. Généraleme:

dose humaine de la composition immunog
~luse 100 ug de chaao Arvotyne de virie
vlug LUU ug de Chague SeXotype e 1XUs,

plus 90 ng, ou au plus 80 pg, ou au p
eplus 70 pg, ou au plus 60 pg, ou au p
o)

no, ou au prlus 30 ng, ou au

plus 10 ng, ou au plus 8 ug, ou au plus 4
2 ug {ou n’importe guelle quantité situ
100 ug) de chague sérotype de virus. Dans

£ Do oy e 1 - - I T . 2 ey -
de réalisation, la composition immunogene

utilisation chez les humains est une formulati

par exemple une so
modes de réalisation, la compositicon
lyvophilisée et remise en suspension

administrée au sujet.

certains modes

BE2016/5950
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une composition particuliere

Dans certalins modes de

invention, La compeos ition

plusieurs sérotypes de
L’adjuvant peut étre un

z

dfaluminium agpropriés

d’aluminium hydraté {AL(OH)s),

chacun peut &tre adsorbé su

differents virus peuvent

dfaluminium différents., Quand de 17a

snviron 500 pg, & environ
comme environ 500 ug par

d

[s)

ns lesguelies un

les virus de la den

-

O)

e préalablement adsorbé
la formulation dans les
Alternativement, le sel

une composition liquide,

[

—

immunogéne

d”aluminium.

~a

[

omprennent
le phosphate

d’ aluminium

mposition

ation de

des

optimale pour
terminée gréce

ion des

aluminium

(ALTO(CH)) et

N

modes de

purifié

une pluralité

mposition,

000 ng,

formulations

uide dans

11
(R

BE2016/5950
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osition immunogéne lvophilisée est remisge

peut alternativement Stre une

iposomique

ASO01 (GlaxoSmithKline), guil contient le

moncphosphoryl-lipide A {(MPL, un dérivé lipopoly-

saccharidique

extralite

.
tétran
e

réalisati

PIV DEN

comprend

nombreux

Aride, une

Lo ms o e 3 3 JRN P v 1 T 7 2y o - -
corce de l1lfarbre Quillaja saponaria).

emple, les documents WO 94/00 153
4y, WO 894/21 292

(PCT/GB 06/004 634),

&4) ). L7adjuvant peut &tre une émulsion

ine) contenant de 1’alpha-tccophérol et du

IO 08/043 774 (PCT/EP 07/060 743)).

peut étre sans aluminium, ou peut

fois un adjuvant de type sel d’aluminium

‘

adjuvant non-alun {comme un

b)

Dans un mode de réalisation, la composition

—
ja”
<
)
&3]
o)
s
[ON

{par exemple, un vaccin adj

base de PIV DEN). Dans un mode de

comprend un adjuvant a base dfaluminium, comme

sitions immunogénes divulguées ici peut

outre un ou plusieurs tensivcactifs ; de

cactifs sont connus dans lfart, pour une

BE2016/5950
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n  dans les formulations pharmaceutigues.
Chagque tensziocactif de ce type est cheisi de maniegére a
&tre apprcprié pour une administration a un sujet, en
particulier un sujet humain. Dansg certains mcedes de
réalisation, le tensioactif est choisi de maniére A étre
approprié pour une administration parentérale, par
exemple pour une administration intramusculaire, sous-
cutanée, transcutanée ou intradermigue. Les tensiocactifs
appropriés pour les compositions de dengue divulguées

1Cl comprennent les tensio

tensicactifs de type poly

type octoxinol, les tens
Les tensicactifs de
tensicactifs de type hu

tensioactifs de type

hyvdroxystéarate de macrogol, et leurs combinaisons. Dans

certains modes igation, les tensgicactifs de tvpe
poloxamére sont particuliérement appropriés pour les

formulations dans lesguelles le ou les virus de la dengue
inactivés et purifiés ne sont pas adsorbés sur un sel

dfaluminium.

Les tensicactifs de typ poloxamére sont des

o]
glycol. Dans le commerce, ils sont souvent appelés

tensicactifs pluroniques. bans certainsg modes de
T T oy e g ~ + 2 ~ ] s T O v
réalisation, le tensicactif de type poloxamére est

choisi parmi un copolymere de polyéthyléne-poly-
propyléne glycol avant un peids moléculaire moyen d’au
moins environ 1000 kD, et un pcoids moléculaire moyen

dfau plus environ 15 00

la compositi avec
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un copolymere de polvéthyvlene-poly-propyléne glycoel, le
poloxamére 188, quil est vendu dans le commerce sous les
noms commerciaux de Plurconic™ F-68, Lutrol™ I'—-68, et

Kolliphor™ P138, gul posséede un poids moléculaire moyen

3
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comprendre en outre un ou plusieurs agents tampons. Le

ou les agents ampons  sont généralement choisis de
maniere a maintenir 1e pH de la composition a un pH
supérieur ou égal au pH neutre, par exemple a un pH égal
ou proche du pH phyvsioclogicue de 7,4, et dans

cas, a un pH égal ou supérieur a 7,5, comme égal ou

supérieur a 8,0, égal ou supérieur a 8,3, ou égal ou

carbonate, phosphate, citrate, lactate, gluconate et
tartrate, ainsi gue des agents tampons organigques plus
complaxes., Dang certains exemples, 17agent tampon

comprend un agent tampon phosphate qui contient du
rhosphate de sodium et/ou du phosphate de potassium.
Généralement, un tel agent tampon, ou systeme tampon,
comprend & la fois du phosphate de sodium et du phosphate
de potassium a un rapport choisgi de maniere a obtenir le

5
H
L

pH souhaité. Dans un autre exemple, Tagent tampon
contient du tris(hydroxyméthyl)aminométhane, ou « Tris »,
formulé de maniere 3 obtenir le pH souhaité. Des procadés
de formulation de tampon pour obtenir le pH souhaité

sont bien connus de 17 homme du métier, et une composition
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appropriée peut &tre déterminée sans expérimentation

es compositions Immunogénes (par exemple, les

(')

. oy g — \ e —~ 4 3 - 4~ P e ] T
preparations en vrxac €. Les ormulations wvaccinales

finies) divulguées dans le présent document peuvent

comprendre des composants

minéraux,

maintenir la tonicité dans une plage souhaitée, comme a
ifisotonie ou proche de 17isotonie. La guantité
appropriée differe en fonction des autres compoesants

dans la formulation, et peut é&tre déterminée sans

-
-
oy
@]
3
5
O
—
jo”
=
©
ort
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o
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z . . - . . o e
cxpérimentation excessive par

minéraux et ilons peuvent
exemple des sels de potassium, de calcium, de magnésium,
de manganese, de zinc, tout comme d’autres sels et ions
rharmaceutiquement acceptables. Les sels
pharmaceutigquement acceptables et leur sélection sont
discutés en détail, par exemple, dans Pharmaceutical
Salts : Properties, Selectiocn, and Use, 2eme édition

révisée, P, Heinrich Stahl (Editeur), Camille G. Wermuth

Les compositions immuncgenes (par exemple, les

v A - o ¢y P +- T Rag - T e
preparations en vrac et les formulations vaccinales

¢ 3
o
_i
"1
=
=
v
&}
©
o
o
<
@
o
-
ot

finies)y divulguées dans le présent do
comprendre en outre un ou plusieurs excipients de type

sucre ou polyvol, choisis par exemple dans le groupe

le mannitel, le raffinose, le lactitol, le sorbitol et

Ifacide lactobionigu le glucose, le maltulose, 17igo-

maltulose, le lactulose, le maltose, le lactose,

BE2016/5950
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maltose, le maltitol, la palatinite, le stachyose, le
lézitose, le dextrane ou une combinalson de ceux-ci.
Dans un mode de réalisation spécifique, 1'excipient
comprend du saccharcose. Facultativement, 1le sucre ou le

polyol peut é&tre utilisé en combinaison avec un acide

Dans wun mode de réalisation, la composition
immunogéene  comprend 5 mM de Trisg, 150 mM de NaCl,
facultativement avec un tensioactif, par exemple le

- v 4 1 . - ~
des procédés d MUNogeneas
- ~ N Py s 1 3
(pax exemple, ou des

formulations vaccinales finies) comprenant un ou

inactivés et purifiés. De

tels procédés comprennent : la fourniture dfune soluticn
=t 1le mélange avec la solution d’un ou de plusieurs virus
s. La solution peut
contenir un ou plusieurs agents tampeons et un ou

» - S et v ey TS T i — - ey e ; 3.
plusieurs tensivcactifs, Dans certains modes

n
-~
C
{

réalisation, le ou les virus de la dengue inactivés et

purifiés sont adsorbés sur n sel d’aluminium (par
exemple, pour  produire une bréparatic ern vrac
préalablement adsorbée d un virus inactivé de la dengue)
avant le mélange avec la solution. Généralement, un seul
sérotype ou une seule gouche de virus de la dengue

inactivé et purifié est adscorbé sur un sel dfaluminium
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(par exemple, 1 hydroxyde dfaluminium, le phosphate
"aluminium ou hydroxyphosphate d'aluminium) pour

produire une mcono-substance en vrac préalablement

=

o)
[
@)
Q.
&
}_/
=
m

adscrbée. Pour une composition immunogene

multivalente, des mono-substances en vrac de différents

‘1

seérotypes de la dengue sont ensuite combinées au rapport

*7(3

souhaité (par exemple, 1/1/1/1 sur une base en poids, ou
immunogénicité relative) avec la

solution contenant 17agent tampoen et le tensiocactif.
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pour  une administration
parentérale. Dans certains modes de réalisation, la

sclution est une scolution isotonigue et comprend de 17eau

G

stérile exempte dfendotoxine. omme divulgué dans le

présent document, la solution comprend £galement un ou
plusieurs excipients pour augmenter la stabilité pendant
le stockage, comme un sucre, un acide aminé ou un ion

bivalent. Les excipients appropriés pour augmenter La
am

stabilité comprennent le saccharose, CalCl, ise MgS0;.

Dans certains modes de réalisation, apres 17ajout

contenant le Tampon et le tensiocactif (et
facultativement des composants supplémentaires) comme
crit dici, la composition idmmunogene formulée est

stockée sous forme de liguide en vrac, par exemple a

N s ~py O . « A o ° N P .\
2 environ ~20 "C, ou a ou az environ -70 "C a -80 "C),

avant le remplissage final dans la forme de produit

=

nédicamenteux
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Un exemple de procéde de formulation dfune

=
o
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compogition imm vrac a bkase de PIV DEN,

selon la présente invention
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sous agitation douce, ajouter de lfeau stérile pour
du saccharose pour cbtenir une concentration finale

du Tris pour obtenir une concentration finale de

5 mM (dans une formulation alternative, le Tris est
f
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le mélange pluronigue(TM)/lutrol {(TM) Fe8  pourx

du MgS0O; pour obtenir une concentration finale de
15 mM (dose élevée) ou de 7,5 mM {dose basse} ;
de 17A1{(0OH)s; pour ocktenir une concentration finale

S hY folraY
4.

15 a 30 minutes, ajouter

le PIV DEN1 pour fournir 8 upg/ml {(dose élevée) ou

4 1uc 'm 1 (Oa hacae)

ug/mi (CO0se Dasse)
ie PIV DENZ pour fournir 8 Vq/w7 {(dose élevée) ou

4 ug/ml (dose basse)
ile PIV DEN3 pour fournir 8 ung/ml {(dose élevée) ou

; .

4 pg/ml (dose basse)
le PIV DEN4 pour fournir 8 ug/mi {(dose élevée) ou

Tajout

-

arréter 17agitation 10 & 15 minutes apres

du dernier PIV DEN ;
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vérifier le pH et 17ajuster gi nécessaire a
7,9 +/- 0,3

stocker en vrac jusqu’au remplissage.

Dans  le procédéd ci-dessus, 17adjuvant a Dbase

dfaluminium est ajouté a la composition avant 17ajout

if, les virus PIV

ct

des PIV DEN ; dans un procédé alterna
DEN sont préaiablement adsorbés sur 1’adjuvant a base
d’aluminium. Dfautres exemples de formulations
appropriées pour leg FPIV DEN peuvent &tre trouvés dans
le document WO 2012/160 199

Dans certains modes de réalisation, le procédé de

formulation impligue ensuite la lyophilisation de la

solution (par exemple, la préparation en vrac contenant

0]

ou les virus de la dengue inactivés et purifiés) pour

“

produire une composition lyophilisée., Dans les modes de

: Bl

réalisati impliquant la lycphilisation de la

,_
o]

composition idmmunogene, par exemple a des fins de

stockage et/ou de distribution, a composition

lyophilisée est généralement remise en suspension dans
une quantité appropriée, par exemple 0,05 a 2 ml,
généralement entre 0,5 et 1,5 ml, par exemple 4,5 ou 1,0
ou l,5 ml, d’une solution pharmaceutiquement acceptabl

stérile pour injection exempte
d’endotoxine, avant l7administration. Facultativement,
la solution pharmaceutiguement acceptable utilisée pour
la reconstitution peut comprendre un adjuvant, tel que

H
L

)

a présente inventiocon fournit des formulations

des wvaccins pour une utilisation en médecine, plus

nrde T adr + o t e ey datar-Yars e 1 ﬂt b8 +- A e
Prefligsement en ant quc Lrocece ae rtement G un
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infection par 1la

foermulaticns et des
dans la préparation
et/ou immunothérapeutique pour le traitement ou la

prophyvlaxie d’une in

un vaccin

thérapeutique) .

Les compositions

peuvent étre lyophi.
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cermettent aux

directement a partir

vaccins de la ¢

if L., | 1

prophylactique ou un vaccin

~ LR Y AT B e A et rd
compositions aetre adminigtré

BE2016/5950

dengue ou risquant d’étre infecté par

galement fourni lfutilisation des

4 - 1 T T
resente invention

=

un produit immunoprophylactique

i

=

ection par la dengue {par exemple,

vaccinales finies de 17 invention

isées ou sous forme aqueuse, des
es

o
n

1 a 34 s 1y o e
de leur forme conaitionnes, sans

1l soit nécessaire de lesg reconstituer dans un milieu

agueux. Dans certains modes de réalisaticn, un adjuvant

e A P
peult £2tre meélange

moment de 1lfadministry

. Lo - ,
avec 1/ingrédient actif du vaccin au

ation clinigque, par conséquent

éne peuvent &tre maintenus séparés

dans un vaccin conditionné ou distribué, préts pour une

la composition

adjuvantée,

Les compositi

Une seringue contie:

I

moment de l7administration. Dans

T ra

alisation, un adiuvant est mélangé

nt la préparation, par conséquent

conditionnée S0US une forme
vaccinales finies peuvent &tre
maniere appropriée, par exemple
des seringues préremplies. Les

fournieszs avec ou sans aiguille,

habituellement une seule dose de

ila formulation wvaccinale, tandis gu’un flacon peut

comprendre une seule dose ou de multiples doses. Dans un
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mode de réalisation, la dose est pour un humain. Dans un
mode de réalisation supplémentaire, la dose est pour un
adulte, un adclescent, un tout petit, un nourrisson ou

un humain agé de moins d’un an. Les posclogles efficaces

peuvent étre établies en utilisant des procédées connus

dans 1lfart. Dans un mode de réalisation, la poso

-
’

est de 0,1 ng
du virus de la dencgue, de 0,5 ng a &,0 ug ¢
pour chaque sérotype du virus de la dengue, ou de 1 ug

2 4,0 ng d’antigene pour chague zérotype du virus de la

Bien gue la composition vaccinale finie puissse &tre

)

administrée par différentes voies, l7administration la
rlus courante est une administration intramusculaire,
sous-cutanée ou intradermigue. Généralement, la
composition vaccinale finie est administrée a une dose
efficace pour produlre des anticorps de neutralisation

dirigés contre chacun des sérotypes de DENV contenus

dans la composition. La quantité de PIV & administrer

dépend du sujet a traiter, de la capacité du systeme

immunitaire du sujet a synthétiser des anticorps, et du

suijet. Le wvaccin peut é&tre donné selon un programme a

intervalles de temps ultérieurs pour maintenir et/ou

souhailtée,
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La présente divulgation concerne la formulation de
compositions immunogenes, telles que des préparations
vaccinales en vrac et des formulations vaccinales finies,

contenant le virus de la dengue inactivée et purifié de

sérotype 4. Les formulations divulguées dans le présent

decument augmentent la stabilité des compositions
immunogeénes (par exemple, un vaccin en vrac ou fini
comprenant PIV DEN4), ce gui facilite la fabricatiocon, la
production, le stockage et la distribution des vaccins
comprenant le PIV DEN4.

Un premier aspect de la présente divulgation
concerne des compositions immunogénes {par exemple, des

compositions vaccinales en vrac et des formulations

vaccinales finies) qui

»..I

comprennent DEN4 inactivé et

purifié, en combinaiscon avec un agent tampon, un

}_..I
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tensicactif et un excipient améliorant
Comme décrit dans le présent document, les exciplents

sélectionnés se sont avérés améliorer la stabilité du

(

virus DEN4 inactivé a antigénicité préservée dans une
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formulation, par rapport aux
pas l7excipient gsélectionné. Les formulations de virus
PIV DEN4 contenant un ou plusieurs excipients
sélectionnés tels que décrits dans le présent document
(un agent ou exciplent « amélicrant l1a gtabilité »)

rossedent comme caractéristigues favorables de limiter
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t/ou de limiter
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au cours du temps (par exemple, pendant le stockage),
par rapport aux formulations ne contenant pas le ou les

excipients sélectionnés.
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: t g g e : NP . b e e S 2 A AT P 1 AN
L7excipient améliocrant la stabilité sélectionné

A4 - A A - ~ 1y v e ] R R R TS ~17 A i liiad atrra

',_Oe”t ctre ajoute 4 un moment qu%.J.CQf.‘LQ_,'u% ou 2 __fJ.J_ Usieurs

woments lors de la préparation du produit vaccinal fini,

=

par exemple ajouté a un sérotype individuel de DS avant

17ajout dfun  qguelcongue adjuvant ; ajouté & des

U

sérotypes adjuvantés individuels, notamment ceux
adsorbés sur un adjuvant de type alun ; ajouté & une
composition comprenant de multiples sérotypes, avec ou

sans autres excipients ou adiuvants ; ou ajouté a un

document. peuvent comprendre seulement un unique sérotype
de wvirus de la dengue {une composition monovalente

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

o
\1

mposition
peuvent comprendre pius d'un sérotype de la dengue

(multivalent) . Dans un mode de réalisation, la

-l

composition comprend une pluralité de virus de la dengue

\

provenant de plus d'un sérotype. Par exemple, la
composition peut comprendre un, deux ou trois sérotypes
de la dengue en plus de DEN-4. Dans un exemple spécifique,
la composition comprend guatre sérotypes de virus de la
dengue inactivés et purifiés (DEN-1, DEN-2, DEN-3 et
DEN-4), et la composition est capable de déclencher une
réponse immunitaire spécifique pour chacun des gquatre
sérotypes chez un gsujet humain. Dans un autre mode de
réalisation, la composition comprend au moins DEN-4,
Les virue de la dengue utilisés peuvent &tre choisis
parmi n’importe quelle souche appropriée (ou souches) de
virus de la dengue. Par exemple, une sgouche de virus

reut &étre choisie
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exemple,

congensus) pour le sérotype.
&tre dforigine

Un tel virus peu
naturelle ou synthétique. Par exemple
une souche de wvirus peut étre choisi

orrélation avegc une s
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) antérieure. Des
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e, dans le Dbrevet US
gqul est également incorporé a la présente
a2 titre de référence. D7 autres souches
trouvées, par exemple, da
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une virulence réduite et/ou une rédulite dans

les vwvect

requierent moins de précautions lors de leur
manipulation mais peuvent é&tre plus difficiles a
produire. Des exemples de souches atténudes appropriées
pour une utilisation dans le contexte d'une composition
immunogeéne contenant un virus de la dengue inactivé sont
décrits dans le deocument WO 2000/057 907 et le brevet US
No. 6 638 514, et dans le document WO 2000/058 444 et le
brevet J5 No., 6 ©13 556, et les documents
WO 2002/066 621 {(publication U3 Nc. 2004 052 818y,
WO 2000/057 904 (brevet Us No. & 528 06b,
WO 2000/057 908, WO 2000/057 909 (brevet Us
No., © 511 667) ; WO 2000/057 91 {(brevet Js
No. 6 537 557), WO 2002/095 075 (par exemple, le brevet
US  No. 7 226 602) et WO 2002/102 828 (brevet US
No. 7 569 382), gui sont incorporés & la présente a

de référence.

Par conséguent, le ou les wvirus inactivés et
purifiés peuvent é&tre choisis parmi des virus de type
sauvage (c’est-a-dire ©propagés & partir dfun ou
correspondant a un virus virulent provenant d’un isclat
d’origine naturelle), ou le ou les virus peuvent &tre
choisis parmi des virus atténués., Un virus sélecticnné

reut étre un virus recombinant. Par exemple, un virus
eccembinant peut étre un virus chimére, par exemple un

virus ayant un acide

la dengue et un acide nucléigue provenant d'un autre
flavivirus, comme un virus de la dengue différent, un
virus de la fievre jaune, ou un virus de 17 encéphalite

chimere comprendc

une

BE2016/5950
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et WG 2001 060 847 {(brevets Us No. 7 094 411 ;
No, 7 641 909 ; No. 8 025 887) et EP 1 159 988. Des

procédés de preduction de tels virus chimeres de la

dengue peuvent également étre trouvés dans le document
WO 03/101 397. Une unique composition peut comprendre un
ou plusieurs virus de Lype sauvage, un ou plusieurs virus
atténués, un ou plusieurs virus recombinants et/ou un ou

. o~ A N e o 3o e 7o o -
plusisurs VIirus chimereas, dans n’importe gualle

combinaison.,

Des procédés de production de virus de la dengue

~rits suffisamment en
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Us No. 2011 318 407. Le virus peulb &tre propage dans des

- LRI - - Ty e - - P - Y P 2y . P e
conditions ne faisant pas appel a des animaux, cfest-a-

dire preoduilt sans 1l'utilisation d'un quelcongue matériel
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sans sérum peuvent également &tre trouvés, par exemple,

dans la publication Us No. 2006 0 183 224. Les
divulgations de ces demandes de brevet publiées sont
u
fournir des détails supplémentaires concernant la
rropagation et la purification des virus de la dengue a

5 :

dinclusion dans les compositions immunocgenes
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(par exemple, des préparations vaccinales en vrac et
finies) divulguées ici. Dang un mode de réalisation, le
milieu contenant le virus est clarifié par filtration,
concentré, et le milieu est échangé (par exemple, par
ultrafiltration et diafiltration) LouY un tampon
approprié (par exemple, une sclution saline tamponnée au

phosphate {(PBS), 125 mM de citra oH 7,6). Des
solutions tamg appropriées peuvent étre choisies par
I homme du  métier. LA concentration et
1"échange de tampon peuvent &tre suivis dfu filtration
suppliémentaire et d’une chromatographie "exclusion
stérigue.

Avant 17inactivation du virus, un tensiocactif,

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

la composition immunogene

en vrac et/ formulation vaccinale

finie), peut é&tre ajouté a la composition virale

tamponnée, Alternativement, le tensioactif peut é&tre

e
apres 1

ajouté “inactivation. Le wvirus de la engue
inactivé et purifié est ensuite stérilisé par filtration
pour produilre 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 leur

globalite.
Pour faciliter 17examen des divers modes je
réalisation de la présente divulgation, les explications

BE2016/5950
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explications supplémentaires peuvent é&tre fournis dans

-t

indication contraire, tous
techniques et scientifiques utilisés dans le présent
document ont les mémes significations aque celles

couramment comprises par l1'homme du métier auquel

présente divulgation appartient. Les définitions de
termes courants en biclogie meoléculaire peuvent é&tre
trouvées dansg Benjamin Lewin, Genes V, publié par Oxfoxrc
University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9) ; Kendrew et
al. {éds.}, The Encyclopedia o¢f Molecular Biology,

epublig par Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN (0-632-
($2182-9) ; et Robert A. Mevers (&d.)}), Molecular Biology
and Biotechnology : a Comprehensiv Desk Reference,
publié par VCH Publishers, Inc., 1985 {(ISBN 1-56081-569~
8). Les définitions de termes courants utilisés en

T
/

dans Vaccines 6th

/D\
\.’"}

vaccinologie peuvent é&étre trouvé

TN 4 NT N + 1 O v o ~ - = S £ { I e P e 2]
Edition, Plotkin, Orenstein and Offit (Eds.), Saunders,

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

« la » comprennent les référents pluriels, sauf si le

’D

Le terme « pluralité » fait référence a deux ou plusg de

-

deux. En outre, les limitations numériques données par
rapport aux concentrations ou aux taux d’'une substance,
telle 1’ un antigéne, sont destinées a 8tre
approximatives. Ainsi, (par exemple) guand il est

indigqué qufune concentration est au moins de 200 pg, il

est prévu gqu’il soit compris gque la concentration est au
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moins df approximativement {ou « dfenviron » ou « ~ »}

200 p

O

Rien gue des procédés et des matériels similaires

document

o
]
N
pos
a
]
s
(Dn
N
®
i
ot

ou équivalents a ceux décrits d
puigsent é&tre utilisés dans la pratigue ou le test de la

présente  divulgation, des procedés et matériels

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

w
)
o~
¢
n
.

le contexte ne l7exige autrement, on comprendra
que le mot « comprend » et les variations telles que
« comprendre » et « comprenant » impliquent 17inclusion
d’un composé indigué ou dfune composition indiguée (par
exemple, un acide nucléigque, un polveeptide, un antigéene)
ou une étape indiquée, ou un groupe de composés ou

d’étapes, mais pas 1l exclusgion d'un guelcongue autre

[ON

composé, composition,

, .
fape o©ou  Jgroupe de  Cceux-Cci.

indiquer un exemple non limitatif. Par conséguent,

17abréviation « e.g. » est synonyme du terme « par
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vaccinal actif, tel gu’un antigeéne ou un virusg inactivé),
est-a-dire un matériel qui exerce une action
rhysiclogigue guand 1l est administré a un sujet humain

(y compri e). Quand

}__l
ot
Q
|_.Y
I

préparations

- - 1 S -, B . - A4 s = ~ A oy g oy b S
de grande guantité, une DS peut étre appelée préparation

S Ty oy raw} A
en vra {PB
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o o - { o~ - y PO PN P - . 4 oy o
en vrac ou (dans le cas des vaccinsg) vaccin en vriac,
. ) N
composant vaccinal en vrac ou antigéne en vrac.

Pour fournir un prodult médicamenteux fini {(DP)

(notamment un vaccin fini), une ou plusieurs substances

5
;
._Q

(D~
)

médicamenteuses gsont WCralement formulées avec des

ingrédients inactifs (par exemple, 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,

améliorer la stabilité o}b! améliorer d’ autres

ie

finale est considérée comme étant un prodult
médicamenteux,
Une substance médicamenteuse virale de la dengue

[P

inactivée et purifiée {ou u ingrédient actif} fait

tei

(0]

référence a un virus de la dengue gsous la forme
antigénique fi e, par rapport a2 la purification et a

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

Une préparation en vrac ou une rmulation en vrac d’une

-+

substance médicamenteuse a base de virus PIV DEN peut
&tre davantage transformeée, par exemple par dilution,
concentration, comme par lyophilisation et remise en
suspension, et/ou conditionnée, par exemple dans des

flacons ou seringues multidose et monodose a des fins

df administra

Tel quf document, un
« adjuvant » est un agent qui augmente la production
d’une réponse immunitaire spécifique d’un antigéne par
14

antigene en 17absence de

rapport a l’administration de 1

1"agent. Les adijuvants courants comprennent les
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adiuvants contenant de 17aluminium qui comprennent des
suspensions de minéraux f{ou de gels minéraux, comme
1’ hydroxyde dfaluminium, le phogphate dfaluminium,
I hydroxyphosphate dfaluminium) SU lesguelles
17antigeéne est adsorbé. D7autres adjuvants comprennent

un ou plusieurs composants immunostimulants qui

contribuent a la production d’une réponse immunitaire
renforcée spécifigque d'un antigéne. es composants

immunostimulants comprennent les émulsions d'huile et
dans—-eau, (et leurs variantes, notamment les émulsions
réversiblesy), ies

lysaccharides, les acides

tyvee Toll (en particulier, les agonistes de TLRZ, TLR4,
TLR7/8 et TLR9), et diverses combinaisons de ces
composants. Les  adj:
combinaisons de compos

e
L

qufutilisé

ft

« antigene » fait réfé:

un peptide et une protéine {(comme une glycoprotéine),

qui induit une réponse immunitaire chez un mammifere

£

notamment un humain.
Tel qufutilisé dans le présent document, un « agent
tampon » est un composé ou une composition qui seul ou

en combinaison augmente la capacit d’une solution a
maintenir ou & résister & un changement de pH guand un
acide ou une base est ajouté. Le terme agent tampon

englobe une grande variété de composés et de compositions,
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qui, guand ils sont présents en solution avec leur base
ou acide conijugué, peuvent étre utilisés pour maintenir
le pH & une valeur souhaitée ou dans une plage scuhaitée.

Teille quiutilisée dans le présent document, une
gquantité « en vrac » failt référence a un volume supérieur
au volume d’"un produit médicamenteux fini et
commercialisé. Par conséguent, un « composant vaccinal
en vrac » fait reférence a une DS vaccinale ou a un

ingrédient actif qui est maintenu, contenu ou stocké

u
fini. La concentration d’un ingrédient actif wvaccinal
(tel gu’un virus PIV DEN) dans une préparation en vrac

est généralement gsupérieure a la concentration de

h

ingrédient actif dans le produit vaccinal fini. Une

Z

« substance en vrac » est un prodult intermédiaire lors

de la fabrication commerciale des vaccins. Un composant

(monovalent),
est-a-dire gu’il contient un ingrédient actif vaccinal
(comme un unigue sérotype de virus de la dengue),
bivalent ou nultivalent. Une substance en vrac peut
conteniy un antigeéne ou PIV purifié a une concentration
différente de celle présente dans une formulation
vaccinale finale (finie) (la formulation destinée a &tre
distribuée, vendue dans le commerce ou utilisée en

clinigue). Lesgs formulations vaccinales finalegs peuvent

de substances PIV en vrac a multiples sérotypes), et

L

.,

peuvent comprendre

o
O
n
N
v
art

Q
’D .
]
mw
4 J

rovenant de pathogenes

)

tre

supplémentaires. Les substances en vrac peuvent &
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stockées jusqgu’a leur u ztion pour la préparation de
o

Une « réponcge immunitaire » est une réponse d’une
cellule du systéme immunitaire, tells qu’un lymphocyte

ou un monocyte, a un stimulus. Une

o2
~
I
e
—
—
end
kg
5
T
o)
@]
-~
4
-
-
+
]

. , , . ~ . : -
réponse lmmunitaire peut &tre une réponse de type

lymphocyte B, qui entraine la producticn d’anticorps

spécifiques dun antigene. Une réponse immunitaire peut
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d’un pathogéne ». Une « réponse immunitaire
protectrice » est une réponse immunitaire qui inhibe une

fonction ou activité nuisible d'un pathogene, réduit

1’infection par un pathogene ou diminuer les symptdmes
(y compris la mort) gui résultent de 17infection par le

pathogéne. Une réponse immunitaire protectrice peut étre
mesuree, par exemple, par 1'inhibition de la réplication
virale ou de la formation des plagues dans un essai de

réduction de plaques ou un essal de neutralisation par

TTQ N - me S T vha ot - P 11 SV VY e
SLISA, ou en mesurant la résistance a une provocation

Telle qufutilisée dans le présent document, une

« COompos

(3

iticon immunogéne » est  une composition  de
matiere appropride pour étre administrée 2a un sujet
humain ou animal {(par exemple, dans un environnement

rimental), et qui est capable de
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déclencher une réponse immunitaire spécificgue chez un

et auquel elle est adminiztrée, par exemple dirigée

t
tant que telle, une composition immunogens comprend un

ou plusieurs antigénes (par exemple, un virus purifié

1L
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O
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ou plusieurs composants supplémentaires, tels qufun

ezcipient, un support et/ou un adjuvant. Dans certains

contre les gymptdmes ou les affections indultes par un

)

rathogéne, Dans le contexte de la présente divulgation,
on comprendra gque le terme composition immunogene
snglobe les compositions qui sont destinées a étre

administrées & un sujet ou & une population de sujets

h

in de declencher une réponse immunitaire protectrice

W

ou paliiative contre la dengue (c’est-z2-dire, des

ompositions vaccinales ou des vaccins). La réponse

pi

immunogénique peut é€tre une réponse immuno-protectrice
déclenchée chez un sujet humain.

Le terme « inactivé » dans le contexte dfun vaccin

antigénique (par exemple, un virus) est incapable de se

tro, et ensulite tué en utilisant un moyen chimique
ou physique de maniere a ce gu’il ne soit plus du tout
capable de se répliquer. Le terme peut é&galement

omprendre les antigeénes produits paxr d’autres
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traitements (par exemple, raxr fractionnement,
fragmentation, et équivalents), et les composants

vens de recombinaison, par exemple

utilisé dans le présent document, un

« mélange » comprend au moinsg deux &lément

-
¢t
6]
O
=
[}
h
[ON
—
©
=]
—+
9]
~e

par exemple un mélange comprenant les molécules d’une
sgpece polypeptidigue et les molécules d'une aspéce

adiuvante, ou comprenant Les molécules de deux

“

lisés dans le présent document, le

D

termes « peptide », « polypeptide » et « protéine » sont

interchangeables et font référence & un polymére
dfacides aminés, guelle gue soit la taille. Bien que

« protéine » soit souvent

chevauche et varie. Le terme « polype

e
ot
il
.
®
v
~~
¢t
D
3

gqufutilisé dans le présent document, fait référence aux

peptides, aux polypeptides et aux protéines, sauf

s

o

indication contraire.

els gu’utilisés dans le présent

a
« protéine », « polypeptide » et

o)

érence a la fois aux produits

3 A At AR T b e o 23 7y
aux entités synthéetisees par vole

ans le présent document, le terme

« purification » (par exemple, car rappoert  a un
rathogéne ou a une composition contenant un pathogene,

tel gu’un virus de la dengue) fait référence au procédé
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dféliminati composants

composi . Le terme purificati

et ne nécessite pas que la totalité des traces du
omposant indésirable soit éliminde de la composition
(ne nécessite pas une pureté absoclue). Dang le contexte
de l1la production d'un T
comprendre des procédés a
dialyse, la chromatographie par échange d’ions et 1la
chromatographie dfexclusion stérigue, 1a purification
par affinité ou la preécipitation. Par conséguen par
exemple, une préparation de virus purifié est une

préparation dans laquelle le virus est davantage enrichi
gqu’il ne 1’est dans son environnement ogénératif, ar
exemple au sein d'une cellule ou d'une population de
cellules dans laquelle il se réplique naturellement cu

virus sensiblement purs peut é&tre

que 1

LK

e

TR

souhaité représente au moins 50 % de la teneur totale en
protéines de la préparation. Dansg certains mcedes de
réalisation, un virus sensiblement pur représentera au
meins 60 % ou au moi 70 %, comme au moing 80 %, au
moins 85 %, au mo 80 % cu au moinsg 95 % ou plus de la
tenaur totale en preotéines de la préparation. En variante
la purification d’une préparation de wvirus peut é&tre
évaluée par la réduction des contaminants, tels gue les
protéines de la cellule héte, dans la préparation. Par
conségquent, une préparation de virus sensiblement pur
(par exemple, un virusg de la den et purifié)
comprend généralement moing de 30 %, ou au moing de 25 %,
de protéines résiduelles de la cellule hdéte. Par exemple

BE2016/5950
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une composition immunogeéne {par exemple, une préparation

AY

ne formulation wvaccinale finie) comprenant

Z

lengue inactivé et purifié peut comprendre
moing de 20 % de protéines résiduelles de la cellule

T

A 8- : a0 [ 10 Q 4 o N P
note moins de 15 % ou 10 % ou moing {par exemplie
7 I \ N 4
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Teli qgu’utilisé dans le ©présent document, un
« sujet » est un organisme vertébré multicellulaire

vivant. Dans le contexte de la présente divulgation, le
non humain, par exemple un mammifeére tel qu’une souris,
un rat du coton ou un primate non humain. En variante,

le sujet peut étre un sujet humain, par exemple dans un

Tel gu’utiliicé
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document, un
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« tensiocactif » ou un agent >n surface, est

une molécule amphiphile caractérisée par une téte

hydrophile et une gueue hydrophobe. Cuand il est adsorbé
a la surface d'un liquide, un tensicactif agit pour
diminuer la tension de surface du liquide, la tension

interfaciale entre deux liguides, ou la tension entre le

liguide et un solide. Un tensicactif peut jouer le rdle

de détergent; d’agent mouillant, d'émulsifiant, d’agent
moussant et/ou de dispersant.
M SRR 1. ad (i-' Ty e 1 YA ce nt Aoconmen = t E TITE
ltel gquutilise dans le pregent aaocument, Le Terme

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

®
b
Q
®
8]
o
ct
®
=3
L[
-}
C

on f*o*rpren ra gue

le mot « comprend » et les variations telle

(’

« comprendre » et « comprenant » impliguent 17inclusion
dfun composé indigué ou dfune composition indiguée (par

exemple, un antigéne ou un excipient) ou une étape
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indiquée, ou un groupe de composés ou df étapes, mais pas

1"exclusion dfun guelcongue autre composé, composition,

i
@]

Z

étape ou groupe de ceux-ci. Quand il est décrit gue des

modes de réalisation comprennent certains composants,

ces modes de réalisation sont destinés & inclur les

J

o
H
T
o
”
w
»

modes de tion constitués des composants indiqués

Les exemples sulvants sont fournis pour illustrer

des caractéristiques et/ou des modes de réalisation. Il
ne doit vas étre considéré gue ces exemplesg limitent
T A nrant i An - ~ ~ g o <55 Nl o A ~Aa A aat T A
1"invention aux caractéristiques ou modes de réalisation
particuliers décrits. Il sera compris par 17homme du

nétier gque les quantités, par exemple les volumes, sont
seulement fournies & titre d’exemple, et gue 1'échelle
eut étre modifiée {augmentée ou diminuée) au choixz du
médecin traitant. De maniére similaire, les composants
utilisés dans les dosages, pvar exemple les filtres, les

colonnes, ne sont pas destinés a limiter ou a exclure
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soit, et peuvent &tre

remplacés par d'autres composants pour atteindre le méme
obiectif, comme le comprendra 17homme du métier,

Exemples

Exemple 1 : préparation d’un PIV de la dengue (DEN)

©
0
i
-
o
0
~
0]
—
~
{

dengue inactivésg et purifiés de

~
@]
ot
¥4
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()]
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e

DEN3 et DEN4 ont été préparés comme

(o)

1 { AN SO N o, T o e . A e A
184y ¢« 523-32 (2C011). En Dbref, les virus ont eéeté

propagés dans une lignée de cellules Vero, et le wvirus
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a été concentré, purifié

el - - ~ - A P -
Exemple 2 : procédés de dosags

ELISA : des anticorps monoclonaux (mAb) spécifiques
des gsérotypes DENV ont été identifiés et confirmés pour

les sérotypes DEN1, DEN2, DEN3 et DEN4 (respectivemen

(‘)

les mAb E103, DV44, DV3/1TI et H88). Un protocole de
dosage immuno-enzymatique (ELISA) sur DENV a été établi
en utilisant le mAb approprié spécifique de DENV et une
détection avec le méme mAb conjugué a la biotine. Ce
test ELISA a été utilisé pour déterminer 1l antigénicité
in vitro spécifique du sérotype.

Un test ELISA d'antigénicitée basé sur 1’inhibition
a été développé pour évaluer la teneur en antigéne dasg
formualations dansg lesquelles leg antigénes étalent

! s
adsorbés

6]

sgur de 17aluminium., En bref, des antigenes DPIV
adsorbés sur de 1’7zlun sont idnitialement mis en

incubation avec les mAb conjugués a la biotine et

spécifigues des sérotypes DENV décrits -dessus. Les
mélanges dfantigenes/mAb sont ensuite centrifugés avant
de transférer 1le surnageant sur des plagues ELISA
préalablement revétues avec une substance purifiée de
DENV en vrac (PB). La liaison des mAb est révélée par
1"ajout du substrat streptavidine Amdex-HRP (Amersham)

Diffusion dynamigue de la lumiére {DLS) : un

ecteur de plagque Wyatt DynaPro (Wyatt Technology Corp)

faaat

8}

été utilisé pour
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fond transparent aux

dfacguisition 5 second

en wutilisant la technig

exemple,

Thomas, J. Collcoid Interface

La taille moyenne

an

puiy
<o

articules en suspension.

B N R ~ ] ¢
iser les plagues de ¢

i
O
0]

N P
o pults,

ng, NY), température de
atténuation 7

s, temgs

mesures ont été obtenues

des cumulants (voir, paxr

57 ¢ 4814-4820 (1872 @
117 ¢ 187-192 (1987)).
guand la taille des

donc une mesure fiable

fune distribution de taille de

o)
O
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D
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2898 ; colonne TSKGe

30 cm ; température

volume dfinjection 100

TRIZ 5 mM, NaCl 150

ou la turbi

on stérigue a haute
des conditions de

térigque en phase liquide
orotéines par détection UV
systéme de chromatographie en

aters Alliance e2685, UV

2, - J T A T T 3
température de 17 échantillion

ml/minute.

BE2016/5950
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Nephelcstar {BMG Labtech) et de multiplies

hl

puits (fond transparent aux UV, Corning,

volume de 17échantillon était de 100 ul.

Nepheleostar comprenait un systéme optigue

c
I~
O]
[
i 9
)
0.
i J
h
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-
6]
}_J
O
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0,

e la lumisre provoquée

turbidité. Réglages optiques : gain 55 ;
laser (%) 90 ; focalisation du faisceau {(mm)

(seconde}

2z

généraux dél;

W
o

de positionnement
; lecture direction horizontale,

néphélométrique (UN) est une unité sans

UTN  signifie unité néphélométrique de

par 17¢il

{(par exemple, comme indiguée sur les
i0) correspondant & la limite de détecticn

étant déterminés pour chagque expérience

témoin interne cowmprenant 1a molécule de
uée Jusgu’d une concentration spécifique

formazine di

D
N
(9]

[0

3]
C

4

[
o

UN avec l'instrumentation de laboratoire

12 présent document). Une augmentation de

étrie indigue une augmentation de la

néphélom

turbidité

ne solution guli peut étre attribuée, dans

exemples, a un phénomene d’agrégation.

N
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statique de la Jumiére : 1fessai de

igque de la lumieére pour évaluer la taille
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tait du NaCl 150 mM plus Tris 5 mM ; la

]
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Fd 3 o 'y - [v . . . UL
tait de 20-25 “C, 1lfobscurcissement était

-

7 %, la vitesse de recirculation de
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1250 tours/minute, 17étalon de

microspheres de polymere de latex de 5 um. Les diluants
té utilisés pour la mesure du fond.

Cing mesures ont été utilisées pour alculer les
distributions de tailles movennes et les valeurs

apportées,

Flucrescence intrinséque : ifévaluation de 1la

teneur en protéines par fluoregcence intrinseéeque (IF) a
&té réalisée avec un systéme Varioskan Flash (Thermo
Scientific) en utilisant de multiples plagues de 96 puits

a fond transparent aux UV {(Corning) contenant 100 1l

d’échantillon. La fluorescence intrinseéegue des protéines
est provoguée par 1l'exciltation des proteines avec une

lumiere ultravioclette a 280 nm et 1" observaticon

chague sérotvpe de la dengue, et chague échantillon a

Une composition comprenant un PIV DEN4 a été
formulée et combinée avec un tampon (50 mM de NaCl, 5 mM

de Tris (tris{hydroxyméthyl)aminométhane), 3% en

cet exemple, cette formulation de base a été utilisée
comme témoin. La stabilité du PIV

formulation de base gfest avéréde étre

avec une

BE2016/5950
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augmentat de la taille des particules virales et une

chute de 17antigénicité se produisant aprés 48 heures a

ire ambiante {25 °C).

.
®
3
o]
0N
]
Y
cr
§ "

Exemple 4 : criblage desg excipients avec la substance

médicamenteuse PIV DENA4

Divers excipients & tester ({tableaux 1 et 2} ont
été ajoutés a la formulation de base contenant PIV DEN4
(comme décrit ci-dessus) pour déterminer si le gérotype
DEN4 pouvait étre stabilisé. Les excipients testés
étaient des sucres, des acides aminés, des ions bivalents,

des tensicactifs et des co-solvants. La formulation de

base contenant PIV DEN4 17ajout des excipients

saccharcse a €té 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 % de poloxamere 188 ;

quand le poloxamere 188 a été utilisé comme excipient a
tester, 1l était présent en plus des poloxam
0,1 % de la formulaticon de bhase.
La stabilité a été évaluée aprés un sto
heures a 25 °C, en utilisant la diffusicn dynamique de
une HP-3EC-UV  {chromatcographie

haute performance utilisant la

~
.
it
L
0]
-
(I~
=1
=
=
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[
[
—
N

CTRL PB ») pour

une courbe d’étalonnage préparé

purifiée en vrac
décongelée et diluée.
Résultats : les figures 1 a 3 présentent les

Z

résultats pour
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nédicamenteuse a base de PIV avec les

DEN4 complétée

énumérés dans le tableau 1. La figure

1 fournit les résultats DLS zu temps 0, la figure 2
fournit 1es résultats DLS aprés 48 heures de stockage a
AT Dy . B £2 - » £ - 4 N - a0 o 3 - T
25 7C, et la figure 3 fournit les résgultats de la

récupération par HP-SEC-UV apres 48 heures de stockage

a 25 "C, Les témoins étaient la formulaticon de base
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fournit les résultats DLS apres 48 heures de stockage a
25 °C, et la figure 6 fournit les résultats de la
récupération par HP-SEC-UV apres 48 heures de stockage
& 25 °C. Les témoins étailent la formulation de base

contenant PIV DEN4 {sans excipient a tester).

BE2016/5950
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Tableau 1 : excipients testés

Exzcipient

Thréonine

Alanine

mM Taurine

mM Taurine

1] Valine

W5
<
o
e
[
V]

Phénylalanine 34,1 mb
Leucine 3 mM

m =54

glutamigue

mM Proli

Acide glutamigue

fn]

mM Pro

v
o
(@}
PA
Q
[$))
&}
4

aspartique

LS

i

2
oS

mM Arginine

Acide aspartiqgue

4

mM Arginine

Lysine

mM Gl

Lysine

mM

T :
Thréonineg

0
0 mM
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listidine 30 mM ZnCl,& Arginine

Histidine 30 mM ZinCiz& Histidine
H

N M 5 FRS
0 mM AnCla&

V) \VM(/ 7
CaCli, & Arginine 15 mM & 30 mM CaCly
CaCl, & Arginine 15 mM & 300 mM MgSCOy

CaCl, & Histidine 15 mM & 30 mM Mgs0,

CaCl, & Histidine 15 mM & 30 mM TRAVASOL (TM)

1
MgSQs & Arginine 15 mM & 30 mM TRAVASOL {(TM)

MgSCs & Arginine 15 mM & 30 mM TRAVASCOL (TM)

MgS0, & Histidine 15 mM & 30 mM CTRL DEN

Mg50, & Histidine 15 mM & 300 mM CTRL DEN4 PR

ZnCly 15 mM CTRL DEN4 PB

ZnCl, 15 mM

ZnCly, & Avginine 15 mM & 30 mM
* Le TRAVASCL (TM) {(Baxter Corporation) 2t une solution phart

- S ') Q. P B = 3 ~ - N~ " ~
contenant 10 % d’acides aminés.
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HP~-b~CD 5 % MgSOs
HP-b-CD 10 % MgSO,
PEGZ00 3 0% CTRIL DEN4 PR
PEG300 5 % CTRL DEN4 PB
PEG300 10 % CTRL DEN4 PB
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dix excipients a tester ont #&été sélectionnés pour
dfautres tests, certains étant évalués a plus dfune
concentration (tableau 3).
Tableau 3 : excipients a tester
Excipient
Maltose il,4 %
dextrane 5,7 %
Saccharose 1,5 %
Saccharose 4,0 %
Saccharose 3,0 %
Glyecérol 3%
Glycérol 10 %
PEG300 3%
PEG200 2

Histidine

Méthionine

CTRL DE

Asparagine 3,41 mM
o p -
CaCli 15 mM
MgS50Q, 15 mM

4 PR -
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Les excipients & tester ont été ajoutés a PIV DEN4

(formulation de base décrite dans 1l exemple 4 ci-dessus).

u
a 25 °C, et aprés 7 jours a 25 °C. Quatre échantillons
ont été testés pour chague exciplent, a chague période
temporelle {(n = 4). Comme témoin, la formulation de base

contenant PIV DEN4 a également été évaluée a ces période

C’J

Les échantillons ont été évalués par DLS, HP-SEC-

ométrie ELISA and fluorescence intrinséque
’ o)

Les résultats sont présentés sur les figures 7 a
la moyenne de quatre échantillons

testés (n =4), avec l1lferreur type indiguée. ELISA :

i'axe des Y est le % de récupération par rapport a
I7antigénicité théorique qui aurait di étre trouvée sur

la base du facteur de dilution appligué. IF : 17axe des

DEN4 fraichement décongelée et diluée.
Les résultats démontrent que la présence de

e
@)
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N
Q.
|_ A
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=
=
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4\
s}
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(@3
=
<
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=
[ON
[oF
jo
I_!
t
5
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O
[
®
Q
)]
ct
poa
O
3

Jours de stockage a 25
DLS et néphélométrie), par rapport au témoin. En outre,
rs du temps (telle

u
quf évaluée par HP-SEC-UV, ELISA et IF).
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Exemple 6 : formulation tétravalente non adjuvantée

RSN - : — - . i - s iy ;i - Il e . N o8N
Pour examiner davantage 1l effet du CaCl,, du Mg3O04,

stabilité de PIV DEN4, des plages de dose de CaCl,

(1,8 mM, 3,75 mM, 7,5 mM, 15 mM, 30 mM, 45 mM) et de

—
<
a
w
N
—
[y
~
0%
—
=2
=
e
(93]
-
(O
=
£
~
~e
I8}

7,5 mM, 15 mM, 30 mM, 45 mM),
D J ~ 3 8 2 1 i /ol T €
ainsi que du saccharose a 8 % en poids/voiume, ont été
ajoutés a la composition tétravalente de base non
adijuvantée de virus de la dengue. La formulation
tétravalente de base contenait 8 pg/ml de chacun parmi

DEN1, DENZ2, DEN3 et DEN4, avec 150 mM de NaCl, 5 mM de

Trig, 2 % en poids/volume de saccharcse, 0,1 % en
poids/volume de px188, vH 8,5 (formulation tétravalente

tra ») était la formulation
tétravalente de base (sans acl,, MgS50,;, ou saccharose
suppliémentaire) .

La stabilité aprés 6 jours a 25 "C a été évaluée

figure 17 ({(diameétre (nm) évaliué par DLS}, et les figures
18 a 21 (antigénicité de DEN1, DEN2, DEN3 et DEN4,

évaluée par ELISA)Y . Les harres

présentées sur les figures 17 a 21 sont la moyenne de

guatre échantiilons (n = 4}, avec l'erreur type indiguée.

Sur la base des expériences précédentes, Lrois
conditions dfexcipient (saccharose total a 8 %, MgSQO, a

i5 mM et CaCly, a 15 mM) ont été sélecticnnées pour une

>

comparalscn c¢bte a cdte dans la formulation tétravalente

L

de PIV DEN non adjuvantée {comme décrite ci-dessus

o
e
.

Dans cet exemple, le groupe témoin est une formulation
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tétravalente avec 2 % de saccharose total, ce gui est la

quantité résiduelle de saccharose provenant de

% de saccharose) et les formulations

n

o)
r
5
O
’._

i

ra D~
4 7 C,

[

testées ont été mis en incubation pendant 7 jours
25 °C et 37 °C. Les lectures ont ensuite été appliguées

lons non centrifugés {NC

~

et aux

dchantilicons centrifugés (C) pour évaluer la perte de

Les figures 22 & 25 représentent des graphigues de

17antigénicité des sérotypes DEN1, DEN2, DEN3 et DEN4,

’U
0]
7
®
)
’—.
/
"Z}

nt, provenant de la formulaticon tétravalente

non adiuvantée, évaluée par « NC » indique

tillon non centrifugé et « C o» indigue
i1'échantilion centrifugé. La figure 26 est un graphigue
des reésultats issus de 17analyse DLS, montrant une

augmentation de la taille movenne des particules dans la

formulation maintenus 2 différentes températures.
« Fraiche » indique la formulaticon de base évaluée a TO.
La figure 27 représente un graphigue de la teneur

ée par SEC CLHP avec détection UV,

@
—
ot
T
=
e

C

¢

-

.
—
D
n
O
D~
@
'-<
w

résultats sous la forme 5

h
]
<
-d
3
[
ot
-
[}
9]
-

et

]
Q.
o

récupération par rapport a la teneur en protéines

produit purifié en vrac. Comme une centrifugaticon avant

ifanalyse aurait éliminé les agrégats, seuls les

&chantillons non centrifugés ont été évalués. La figure

28 représente un graphigue des résultats de 1 évaluation

e}
W
R
3
(Dn

o)
iy
}_<
O
3
[OX
et
"
H
®

BE2016/5950



hl

3]
<O

N

(@)

3]
]

-

o
]
)

{

(AL

BE2016/5950

avec Al{OH}):; contenant 4 ug de chacun des qguatre

sérotypes DENV, et 500 pg d’adijuvant Al (OH):. La

e

formulation comprenait 150 mM de NaCl, 5 mM de Tris, 2

s 4
|

en poids/volume de saccharose, 0,1 % en poids/volume de

v 00 P £~y 4 4 A g PP B NN J I = o~ . -
px138, ©H 8,5 ({(formulation tétravalente de base}. Cet

exemple a utilisé des échantillons d7environ 20 mi

u
testés étaient 15 mM de CaCl,, 15 mM de MgS504 et du

saccharcse a une teneur totalse de 8 % en poids/volume.

Le témoin contenait 2 % en poids/volume de saccharose

provenant de la substance médicamenteuse. Les

YolaV-e) 41_“! AT @ A A Axra Ao mrmyrvoa 7 SAatira A A DC NS @
échantilions ont été &valiues apres / Jjours a 4 ., apres
7 = A N o~ . 7 . -~ b oSy B
i jours a 25 C, et apres [/ jours a 37 C.

La figure 29 présente les résultats de la diffusion
statigque de la lumiére (5LS3) pour mesurer les particules
< 10 um, et la figure 30 présente la SLS pour mesurer

les particules < 100 um.

)

-l
[+]
2

avec le MgS0O, comme excipient

1
-
=
=
s

La stabilité de la DS PIV DEN4 complétés avec 10
de MgS0. a été évaluée par DLS au temps zéro (T0), apres
ours) de stockage a 22 °C, apreés 1W
de stockage a 30 °c, aprés un cycle de
congélation/décongélation (1F/T), apres deux cycles de
lation/décongélation (2F/T) et apr

de congélation/décongélation (3F/T). Voir la figure 31.



hl

La comparaison a été

apres ul

une composition

noyenne 2 {(diamétre) des

5N
]
N

BE2016/5950

X ) n s . - da A\ 2 P
a par rapporxt au témoin

DS DEN4 DS sans Mg3SCy4) .

J

taille du virus DEN4

!, -3
o
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=
sy

C

stockage d’une semaine a 30 °C par rapport a

sans MgS0., (comparer la cinguiéme et la
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sur la figure 3
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particules virales en
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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

BE2016/5950
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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.

BE2016/5950
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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.

BE2016/5950
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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

écupération par
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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
stability of tive-attenuated flavivirus vaccines”,
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vali 28, no. 43, 29 juillet 2011 {(R011-07-28), pages 7458-7462,
XPO28306509,
ISON: 0264-410X, DOL10.1016/4. VACCINE. 2011 .07.054
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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.
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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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