ES 2 347 458 T3

@ Numero de publicacién: 2 347 458

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
A61K 39/095 (2006.01)
ESPANA A61K 39/385 (2006.01)

A61P 31/04 (2006.01)
C12P 19/04 (2006.01)
C12R 1/36 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 06075175 .7
Fecha de presentacion : 20.06.2002

Numero de publicacién de la solicitud: 1741442
Fecha de publicacion de la solicitud: 10.01.2007

Titulo: Vacunas combinadas contra Neisseria meningitidis.

Prioridad: 20.06.2001 GB 0115176 @ Titular/es: Novartis AG.
Lichtstrasse 35
4056 Basel, CH

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Costantino, Paolo
29.10.2010

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Carpintero Lopez, Mario
29.10.2010

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 347 458 T3

DESCRIPCION

Vacunas combinadas contra Neisseria meningitidis.
Campo técnico

La presente invencién pertenece al campo de las vacunas, en particular frente a la infeccion y enfermedad por
meningococos.

Técnica antecedente

Neisseria meningitidis es un patégeno humano Gram negativo. Coloniza la faringe, provocando meningitis y,
ocasionalmente, septicemia en ausencia de meningitis. Estd estrechamente relacionado con N. gonorrhoeae, aunque
una caracteristica que diferencia meningococos claramente es la presencia de una capsula de polisacaridos que esta
presente en todos los meningococos patégenos.

Se han identificado doce grupos serolégicos de N. meningitidis (A, B, C, H, I, K, L, 29E, W135, X y Z) de acuerdo
con el polisacdrido capsular del organismo. El grupo A es el patdgeno implicado mds frecuentemente en enfermedades
epidémicas en el Africa sub-Sahariana. Los grupos seroldgicos B y C son responsables de la gran mayoria de casos
en EE. UU. Y en la mayoria de paises desarrollados. Los grupos seroldgicos W135 e Y son responsables de los casos
restantes en EE.UU. y paises desarrollados.

Los polisacéridos capsulares de N. meningitidis se preparan generalmente mediante un procedimiento que com-
prende las etapas de precipitacion del polisacdrido (p.ej. utilizando un detergente catiénico), fraccionamiento en etanol,
extraccion fria de fenol (para eliminar proteinas) y ultracentrifugacion (para eliminar LPS) [p.ej. referencia 1].

Una vacuna tetravalente de los polisacaridos de los grupos serolégicos A, C, Y, y W135 se conoce hace afios [2, 3]
y se ha autorizado para uso humano. Aunque efectiva en adolescentes y adultos, induce una respuesta inmune pobre y
corta duracién de la proteccién y no se puede utilizar en nifios [p.ej. 4]. Esto es por que los polisacaridos son antigenos
independientes de la célula T que inducen una respuesta inmune débil que no se puede estimular. Los polisacaridos en
esta vacuna no estdn conjugados y estdn presentes a una relacién 1:1:1:1 [5S] MENCEVAX ACWY™ contiene 50 ug
de cada polisacarido purificado una vez reconstituido de su forma liofilizada.

Se han aprobado también los oligosacdridos del grupo serolégico C conjugados para su utilizacién en humanos
[p.ej. Menjugate™,; referencia 6]. Sin embargo, se mantiene la necesidad de realizar mejoras en las vacunas conjugadas
contra los grupos seroldgicos A, W135 e Y, y en su manufactura.

Descripcion de la invencion

La invencién proporciona un procedimiento para la purificacién de un polisacarido capsular bacteriano, que com-
prende las etapas de (a) precipitacién de dicho polisacédrido, seguida de (b) disolucion del polisacarido precipitado
utilizando etanol. El polisacérido se puede utilizar para preparar vacunas, tales como vacunas conjugadas, en particu-
lar contra los grupos serolégicos A, W135 e Y de N. meningitidis.

Precipitacion y disolucion por etanol
Se conocen en el campo muchas técnicas para la precipitacién de polisacdridos solubles. Los procedimientos

preferidos utilizan uno o mds detergentes catidnicos. Los detergentes tienen preferiblemente la siguiente férmula
general:

Ri

R,— N_R; X

R4

en la que:

R, R, y R; son iguales o diferentes y cada uno significa alquilo o arilo; o R; y R, junto con el &tomo de nitrégeno
al que estan unidos forman un anillo heterociclico saturado de 5- 6 6- miembros, y R; significa alquilo o arilo;
o Ry, R, y R; junto con el 4&tomo de nitrégeno al que estdn unidos forman un anillo heterociclico de 5- 6 6-
miembros insaturado en el 4tomo de nitrégeno,
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R, significa alquilo o arilo, y
X~ significa un anién.

Los detergentes preferidos particularmente para la utilizacién en el procedimiento son sales de tetrabutilamo-
nio y cetiltrimetilamono (p. €j. las sales de bromuro). Se prefiere particularmente el bromuro de cetiltrimetilamonio
(“CTAB”) [8]. CTAB se conoce también como bromuro de hexadeciltrimetilamonio, bromuro de cetrimonio, Cetavlon
y Centimida. Otros detergentes incluyen bromuro de hexadimetrina y sales de miristiltrimetrilamonio.

Los polisacaridos capsulares se liberan al medio durante el cultivo. Por consiguiente, el material de partida para la
precipitacion serd generalmente el sobrenadante de un cultivo bacteriano centrifugado o serd un cultivo concentrado.

La etapa de precipitacion puede ser selectiva para polisacdridos, pero se coprecipitardn generalmente otros com-
ponentes (p. ej. proteinas, dcidos nucleicos, etc.).

El polisacérido precipitado se puede recoger por centrifugacién antes de su disolucién.

Tras su precipitacion, el polisacarido (tipicamente en la forma de un complejo con el detergente catiénico) se
disuelve. Se prefiere la utilizacién de un disolvente que sea relativamente selectivo para los polisacdridos con el fin de
minimizar los contaminantes (p. ej. proteinas, dcidos nucleicos, etc.). Se ha encontrado que el etanol es ventajoso a este
respecto, y es altamente selectivo para el complejo CTAB-polisacarido. Se pueden utilizar otros alcoholes inferiores (p.
€j. metanol, propan-1-ol, propan-2-ol, butan-1-ol, butan-2-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-propan-2-ol, dioles, etc.).

Preferiblemente se aflade etanol al polisacarido precipitado para obtener una concentracién final de etanol (en base
al contenido total de etanol y agua) de entre el 50% y 95% (p. €j. alrededor del 55%, 60%, 65%, 70%, 715%, 80%, 85%,
o alrededor del 90%), y preferiblemente entre 75% y 95%. La concentracion final éptima de etanol puede depender
del grupo seroldgico de la bacteria de la que se obtiene el polisacarido.

El etanol se puede afiadir al polisacarido precipitado en forma pura o se puede afiadir en una forma diluida con un
disolvente miscible (p. ej. agua). Las mezclas de disolventes preferidas son mezclas de etanol: agua, en una relacién
preferida de entre alrededor de 70:30 y alrededor de 95:5 (p. ej. 75:25, 80:20, 85:15, 90:10).

Comparado con el procedimiento convencional para preparar polisacaridos capsulares, el procedimiento de preci-
pitacion en dos etapas seguido por extraccion con etanol es mds rdpido y mds simple.

Contrastando con el procedimiento descrito en la referencia 9, el procedimiento utiliza detergentes catiénicos en
lugar de detergentes anidnicos. A diferencia del procedimiento de la referencia 10, el polisacarido se redisuelve utili-
zando etanol, en lugar de por intercambio de cationes utilizando sales de calcio o magnesio. A diferencia del procedi-
miento de la ref. 11, la precipitacidn no requiere un soporte inerte poroso. Ademds, a diferencia de los procedimientos
anteriores del campo, se utiliza alcohol para redisolver el polisacdrido en lugar de precipitarlo.

El polisacarido capsular bacteriano serd generalmente de Neisseria. Preferiblemente de N. meningitidis, que inclu-
ye los grupos seroldgicos A, B, C, W135 e Y. Los grupos seroldgicos preferidos son A, W135e Y.

El procedimiento es vélido también para preparar polisacdridos capsulares de Haemophilus influenzae (particular-
mente tipo B, o “Hib”) o Streptococcus pneumoniae (neumococo).

Procesamiento adicional del polisacdrido disuelto
El polisacarido se puede tratar adicionalmente para eliminar contaminantes tras su disolucién. Esto es particular-

mente importante en situaciones en las que incluso una contaminacién menor no es aceptable (p. ej. para la produccién
de vacunas humanas). Esto requerird generalmente uno o mds etapas de filtracion.

Se puede utilizar filtracién de profundidad. Esta es particularmente ttil para la clarificacién.

Se puede utilizar filtracion a través de carbén activado. Esta es titil para eliminar pigmentos y trazas de compuestos
orgdnicos. Se puede repetir hasta, por ejemplo, DOy7s5,, < 0,2.

Se puede utilizar filtracion por tamafio o utrafiltracion.

Una vez filtrado para eliminar contaminantes, el polisacdrido se puede precipitar para su tratamiento adicional y/o
procesamiento. Esto se puede llevar a cabo convenientemente por intercambio de cationes (p. ej. por la adicién de
calcio o sales de sodio).

El polisacédrido se puede modificar quimicamente. Por ejemplo, se puede modificar para reemplazar uno o mas
grupos hidroxilo con grupos bloqueantes. Esto es particularmente ttil para MenA [12]. Los polisacaridos del grupo
seroldgico B se pueden N-propionilar [13].
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El polisacarido (modificado opcionalmente) se hidrolizara generalmente para formar oligosacaridos. Esto se realiza
preferiblemente para dar un grado medio final de polimerizacién (GP) en el oligosacarido menor 30 (p. ej. entre 10 y
20, preferiblemente alrededor de 10 para el grupo serolégico A; entre 15 y 25 para los grupos serolégicos W135e Y,
preferiblemente alrededor de 15-20; etc). Se prefieren los oligosacdridos a los polisacdridos para su utilizacién en vacu-
nas. GP se puede medir convenientemente por cromatografia de intercambio i6nico o por ensayos colorimétricos [14].

Si se realiza hidrdlisis, el hidrolizado serd generalmente separado por tamafio para eliminar oligosacédridos de
corta longitud. Esto se puede llevar a cabo de varias formas, tales como ultrafiltracién seguida por cromatografia de
intercambio i6nico. Se eliminan preferiblemente los oligosacaridos con un grado de polimerizacién menor o igual de
aproximadamente 6 para el grupo serolégico A, y aquellos menores de aproximadamente 4 se eliminan preferiblemente
para los grupos serolégicos W135e Y.

Para aumentar la inmunogenicidad, los polisacdridos u oligosacdridos de la invencién se conjugan preferiblemente
a un portador (Figura 4). La conjugacién a proteinas vehiculo es particularmente ttil para las vacunas pediétricas [p.
ej. referencia 15] y es una técnica bien conocida [p. €j. revisada en las referencias 16 a 24, etc.].

Las proteinas vehiculo preferidas son toxinas bacterianas o toxoides, tales como toxoides diftérico o tetdnico. El
toxoide diftérico CRM,q; [25, 26, 27] se prefiere particularmente. Otras proteinas vehiculo adecuadas incluyen la
proteina de la membrana exterior de N. meningitidis [28], péptidos sintéticos [29, 30], proteinas de choque térmico
[31, 32], proteinas de pertusis [33, 34], citocinas [35], linfocinas [35], hormonas [35], factores de crecimiento [35],
proteinas artificiales que incluyen mdltiples epitopos de varios antigenos derivados de patégenos reconocidos por
células T CD4* humanas [36], proteina D de H. influenzae [37], toxina A o B de C. difficile [38], etc. Es posible
utilizar mezclas de proteinas vehiculo.

Se prefieren conjugados con una relacién sacarido: proteina (p/p) de entre 0,5:1 (esto es, exceso de proteina) y 5:1
(esto es, exceso de sacdrido), y se prefieren mds aquellas con un relacién entre 1:1,25 y 1:2,5.

Una unica proteina vehiculo puede llevar miltiples sacdridos diferentes [39]. Los conjugados se pueden utilizar
junto con una proteina vehiculo libre [40].

Se puede utilizar cualquier reaccién de conjugacién adecuada, con cualquier conector adecuado cuando sea nece-
sario.

El sacdrido serd activado o hecho funcional generalmente antes de la conjugacién. La activacién puede incluir, por
ejemplo, reactivos de cianilacién tales como CDAP (p. ej. 1-ciano-4-dimetilamino piridinio tetrafluoroborato [41, 42].
Otras técnicas adecuadas utilizan carbodiimidas, hidracinas, ésteres activos, norborneno, 4cido p-nitrobenzoico, N-
hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; ver también la introduccion a la referencia 22).

Las uniones via un grupo conector se pueden llevar a cabo utilizando cualquier procedimiento conocido, por ejem-
plo, los procedimientos descritos en las referencias 43 y 44. Un tipo de ligamiento incluye aminacién reductora del
polisacérido, acoplando el grupo amino resultante con un extremo del grupo conector de dcido adipico, y acoplando
entonces una proteina al otro extremo del grupo conector de acido adipico [20, 45, 46]. Otros conectores incluyen B-
propionamida [47], nitrofenil-etilamina [48], haluros de haloacilo [49], uniones glucosidicas [50], 4&cido 6-aminoca-
proico [51], ADH [52], grupos C4 a Cy, [53], etc. Se puede utilizar unién directa como una alternativa a la utilizacién
de un conector. Las uniones directas a la proteina pueden incluir oxidacién del polisacdrido seguida por aminacién
reductora con la proteina, como se describe en, por ejemplo, las referencias 54 y 55.

Se prefiere un procedimiento que incluya la introduccién de grupos amino en el sacdrido (p. ej. reemplazando
grupos =0 terminales con -NH,) seguido por derivacién con un diéster adipico (p. ej. N-hidroxisuccinimido diéster
del 4cido adipico) y reaccion con la proteina vehiculo.

Tras la conjugacion, se pueden separar los sacaridos libres y conjugados. Existen muchos procedimientos adecua-
dos entre los que se incluyen cromatografia hidrofébica, ultrafiltracién tangencial, diafiltracion, etc. [ver también las
referencias 56 y 57].

Mezclas y Composiciones que comprenden los sacdridos

Los oligosacdridos, polisacaridos y conjugados descritos en la invencidn se pueden mezclar con otras moléculas
biolégicas. Se prefieren las mezclas de sacaridos de mds de un grupo sexolégico de N. meningitidis por ejemplo,
composiciones que comprenden sacdridos de los grupos seroldgicos A+C, A+W135, A+Y, C+W135, C+Y, WI135+Y,
A+C+W135, A+C+Y, C+W135+Y, A+C+W135+Y, etc. Se prefiere que la eficacia protectora de antigenos de sacaridos
individuales no se retire mediante combinacién de ellos, aunque la inmunogenicidad real (por ejemplo, titulos de
ELISA) se pueden reducir.

Cuando se usa un sacdrido del grupo serolégico C, éste preferiblemente tiene entre -12 y -22 unidades de repeticion.

Se pueden conjugar sacdridos de diferentes grupos serolégicos de N. meningitidis con las mismas o diferentes
proteinas vehiculo.
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Cuando una mezcla comprende sacéridos capsulares de ambos grupos seroldgicos A 'y C, se prefiere que la relacién
(p/p) de sacarido MenA: sacdrido MenC es mayor que 1 (por ejemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 o mayor). Sorprenden-
temente, se ha observado una inmunogenicidad mejorada del componente MenA cuando estd presente en exceso
(masa/dosis) con el componente MenC.

Cuando una mezcla comprende sacdridos capsulares (por ejemplo, oligosacaridos) del grupo serolégico W135 y
al menos uno de los grupos seroldgicos A, C y Y, sorprendentemente se ha encontrado que la inmunogenicidad del
sacarido MenW 135 es mayor cuando se administra con el (los) sacédrido(s) del (de los) otro(s) grupo(s) sexolégico(s)
que cuando se administra solo (a la misma dosificacién etc.) [et. ref. 58]. De este modo la capacidad del antigeno
MenW 135 de provocar una respuesta inmune es mayor que la respuesta inmune provocada por una cantidad equiva-
lente del mismo antigeno cuando se administra sin la asociacion con los antigenos de los otros grupos seroldgicos.
Tal inmunogenicidad potenciada se puede determinar mediante la administracién del antigeno MenW135 para con-
trolar animales y la mezcla para ensayar animales y comparar los titulos de anticuerpo contra los dos usando ensayos
convencionales como titulos bactericidas, radioinmunoensayo y de ELISA efc. Las vacunas que comprenden com-
binaciones de sacdridos del grupo serolégico W135 y otros grupos seroldgicos son inmunolégicamente ventajosas.
Permiten respuestas potenciadas de anti-W135 y/o dosis inferiores de W135.

Cuando una mezcla comprende sacdridos capsulares del grupo serolégico Y y uno o ambos grupos serolégicos C
W135, Se prefiere que la relacién (p/p) de sacdrido MenY: sacdrido MenW 135 es mayor que 1 (por ejemplo, 2:1, 3:1,
4:1, 5:1, 10:1 o mayor) y/o que la relacioén (p/p) de sacarido MenY: sacarido MenC es menos que 1 (por ejemplo, 1:2,
1:3, 1:4, 1:5, o inferior).

Las relaciones preferidas (p/p) para los sacéaridos de los grupos seroldgicos A:C:W135:Y son: 1:1:1:1; 1:1:1:2;
2:1:1:15 4:2:1:1; 8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1; 4:4:2:1; 2:2:1:2; 4:4:1:2; y 2:2:2:1.

Las mezclas también pueden comprender proteinas. Se prefiere incluir proteinas del grupo seroldgico B de N.
meningitidis [por ejemplo, refs. 59 a 64] o preparaciones OMV [por ejemplo, refs. 65 a 68 etc.].

Los antigenos no meningocécicos y no Neisseria, preferiblemente son los que no disminuyen la respuesta inmune
contra los componentes meningocdcicos, también se pueden incluir. Ref. 69, por ejemplo, describe combinaciones de
oligosacéridos de grupos serolégicos B y C de N. meningitidis conjuntamente con el sacarido de Hib. Se prefieren los
antigenos de neumococos, virus de hepatitis A, virus de hepatitis B, B. pertussis, difteria, tétanos, Helicobacter pylori,
polio y/o H.influenzae. Los antigenos no Neisseria incluyen:

- antigenos de Helicobacter pylori tales como CagA [70 a 73], VacA [74, 75], NAP [76, 77, 78], HopX [por
ejemplo, 79], HopY [por ejemplo, 79] y/o ureasa.

- un sacdrido antigeno de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, 80, 81,82].
- un antigeno de virus de hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 83, 84].

- un antigeno de virus de hepatitis B, tal como antigenos de superficie y/o de nticleo [por ejemplo, 84, 85],
adsorbiéndose preferiblemente con antigeno se superficie sobre un fosfato de aluminio [86].

- un sacérido antigeno de Haemophilus influenzae B [por ejemplo, 87], preferiblemente no adsorbido o adsorbido
sobre un fosfato de aluminio [88].

- un antigeno de virus de hepatitis C [por ejemplo, 89].

- un antigeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo, 59 a 62].

- un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo, refs. 90 a 96].

- un antigeno de Chlamydia trachomatis [por ejemplo, 97].

- un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo, 98].

- antigeno(s) de polio [por ejemplo, 99, 100] tal como IPV.

- antigeno(s) de rabia [por ejemplo, 101] tal como virus inactivado liofilizado [por ejemplo, 102, RabAvert™].
- antigenos de sarampion, paperas y/o rubeola [por ejemplo, capitulos 9, 10y 11 de ref. 103].

- antigenos de influenza [por ejemplo, capitulo 19 de ref. 103], tales como las proteinas de superficie de hema-
glutinina y/o neuraminidasa.

- un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo, 104].
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- un antigeno de Streptococcus agalactiae (estreptococos grupo B) [por ejemplo, 105, 106].
- un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococos grupo A) [por ejemplo, 106, 107, 108].
- un antigeno de Staphylococcus aureus [por ejemplo, 109].

- antigeno(s) de un paramixovirus tal como un virus sincitial respiratorio (RSV [110, 111]) y/o virus de parain-
fluenza (PIV3 [112]).

- un antigeno de Bacillus anthracis [por ejemplo, 113, 114, 115].

- un antigeno de un virus de la familia flaviviridae (género flavivirus), tal como de virus de fiebre amarilla, virus
de encefalitis Japonesa, cuatro serotipos de virus Dengue, virus de encefalitis transmitida por garrapatas, virus
del Nilo del Oeste.

- un antigeno de pestivirus, ta como virus de la fiebre porcina cldsica, virus de diarrea viral bovina, y/o virus de
la enfermedad de la frontera.

- un antigeno de parvovirus por ejemplo, de parvovirus B 19.
- un toxoide de tétanos [por ejemplo, ref. 116].

- holotoxina de pertussis (PT) y filamentous hemaglutinina filamentosa (FHA) de B. pertussis, opcionalmente
también en combinacion con pertactina y/o aglutinégenos 2 y 3 [por ejemplo, refs. 117 & 118].

- antigeno de pertussis celular.

La mezcla puede comprender uno mas de estos antigenos adicionales, que se pueden destoxificar cuando sea
necesario (por ejemplo, desetoxificacion de toxina pertussis por medios quimicos o y/o genéticos).

Cuando se incluye un antigeno de difteria en la mezcla se prefiere también incluir antigeno de tétanos y antigenos
de pertussis. De manera similar, cuando se incluye un antigeno de tétanos se prefiere también incluir antigenos de
difteria y de pertussis. De manera similar, cuando se incluye un antigeno de pertussis se prefiere también incluir
antigenos de difteria y de tétanos.

Antigenos en la mezcla estardn tipicamente presentes a una concentracion de al menos 1 pg/ml cada uno. En
general, la concentracién de cualquier antigeno dado serd suficiente para provocar una respuesta inmune contra ese
antigeno.

Como una alternativa para usar antigenos de proteinas en la mezcla, se puede usar 4cido nucleico que codifica el an-
tigeno. De este modo se pueden reemplazar componentes de proteina de la mezcla por 4cido nucleico (preferiblemente
ADN por ejemplo, en la forma de un pldsmido) que codifica la proteina.

Vacunas de sacdrido multivalentes

También se describen vacunas y composiciones inmunogénicas que comprenden sacdridos capsulares de al menos
dos (es decir. 2, 3 0 4) de grupos seroldgicos A, C, W135 e Y de N. meningitidis, en los que los sacaridos capsulares
estan conjugados a proteina(s) vehiculo y/o son oligosacaridos. Cuando la vacuna tiene solamente oligosacaridos o
polisacaridos conjugados de los grupos seroldgicos A, C, W135 e Y, éstos no son preferiblemente de los grupos sero-
16gicos Ay C (et. refs. 66, 119 y 120). Las composiciones preferidas comprenden sacaridos de los grupos serolégicos
C e Y. Otras composiciones preferidas comprenden sacaridos de los grupos serolégicos C, W135e Y.

También se describe una composicién inmunogénica que comprende un conjugado del oligosacarido del grupo
serolégico A y un conjugado del oligosacérido del grupo sexoldgico C, y que comprende ademds (i) un adyuvante de
fosfato de aluminio o de hidréxido de aluminio y (ii) un tampé6n. Cuando la composicién comprende un adyuvante de
fosfato de aluminio, el tampon es preferiblemente un tampoén fosfato; cuando comprende un adyuvante de hidréxido
de aluminio, el tampon es preferiblemente un tampén histidina.

Cuando la vacuna comprende un sacdrido capsular del grupo serolégico A, Se prefiere que el sacdrido del grupo
serolégico A se combine con el (1os) otro(s) sacarido(s) poco tiempo antes de uso, con el fin de minimizar la hidrélisis
(véanse los sacaridos Hib). Esto se puede lograr de manera conveniente teniendo el componente del grupo serolégico
en forma liofilizado y el (los) otro(s) componente(s) del grupo serolégico en forma liquida, usdndose el componente
liquido para reconstituir el componente liofilizado cuando esta listo para uso. El componente liquido preferiblemente
comprende un adyuvante de sal de aluminio, mientras que el componente del grupo serolégico A puede o no puede
comprender un adyuvante de sal de aluminio.
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De este modo la invencién proporciona un kit que comprende: (a) un sacdrido capsular conjugado del grupo
seroldgico A de N. meningitidis, en forma liofilizada; y (b) sacdrido(s) capsular(es) de uno o mds (por ejemplo, 1,
2, 3) de grupos seroldgicos C, W135 e Y de N. meningitidis, en forma liquida. Los sacédridos estdn preferiblemente
conjugados a proteina(s) vehiculo y/o son oligosacdridos. El kit puede tener la forma de dos viales.

La invencién también proporciona un procedimiento para preparar una vacuna que comprende sacaridos capsulares
conjugados de al menos dos de grupos serologicos A C. W135 e Y de N. meningitidis, que comprende una etapa de
mezclar (i) conjugado liofilizado de sacarido capsular de grupo serolégico A de N. meningitidis con (ii) conjugado(s)
en forma liquida de sacarido(s) capsular(es) de uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3) de grupos seroldgicos C, W135 e
Y de N. meningitidis. También se describe un kit que comprende: (a) oligosacarido capsular conjugado del grupo
serolégico A de N. meningitidis, en forma liofilizada; y (b) uno o mds antigenos adicionales en forma liquida. El
antigeno adicional puede o no puede ser oligosacarido capsular conjugado de grupo serolégico C de N. meningitidis.

Composiciones inmunogénicas y vacunas

Los polisacéridos, oligosacaridos y conjugados de la invencién son particularmente adecuados para su inclusién
en composiciones inmunogénicas y vacunas. Un procedimiento de la invencién puede por tanto incluir la etapa de for-
mulacién del polisacarido, oligosacarido o conjugado como una composicién inmunogénica o vacuna. En el presente
documento se describe una composicion o vacuna que se puede obtener de esta manera

Las composiciones inmunogénicas y vacunas de la invencién, ademds de sacdridos meningocdcicos, incluirdn
generalmente “vehiculos farmacéuticamente aceptables”, que incluyen cualquier vehiculo que no induzca por si mismo
la produccién de anticuerpos perjudiciales para el individuo que reciba la composicién. Los vehiculos adecuados son
generalmente macromoléculas grandes que se metabolizan lentamente tales como proteinas, polisacdridos, dcidos
polilacticos, acidos poliglicélicos, aminodcidos poliméricos, copolimeros de aminodcidos, trehalosa [121], agregados
lipidicos (tales como gotas de aceite o liposomas), particulas virales inactivas. Tales vehiculos son bien conocidos
por aquellos que trabajan habitualmente en el campo. Las vacunas pueden contener también diluyentes, tales como
agua, solucidn salina, glicerol, etc. Adicionalmente, pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras de pH, y similares. Una discusién detallada de excipientes
aceptables farmacéuticamente estd disponible en la referencia 122.

Las composiciones inmunogénicas utilizadas como vacunas incluyen una cantidad efectiva del sacdrido antigénico,
asi como cualquier otro de los componentes mencionados anteriormente, seglin necesidad. Por “cantidad inmunolégi-
camente efectiva” se entiende que la administracion de esa cantidad a un individuo, bien en una dosis o como parte
de una serie, es efectiva para el tratamiento o prevencién. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y condicién
fisica del individuo que va a ser tratado, edad, grupo taxonémico del individuo que va a ser tratado (p. ej. primate
no humano, primate, etc.), de la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, del grado de
proteccion deseada, la formulacién de la vacuna, la valoracion de la situacién médica por doctor que atiende, y de
otros factores relevantes. Es esperable que la cantidad caiga dentro de un rango relativamente amplio que puede deter-
minarse mediante ensayos rutinarios. La dosificacién del tratamiento se puede realizar en una pauta de una tnica dosis
0 en una pauta de mdltiples dosis (p. €j. Incluyendo dosis de recuerdo). La vacuna se puede administrar conjuntamente
con otros agentes inmunorreguladores.

La vacuna se puede administrar conjuntamente con otros agentes inmunorreguladores.

La vacuna puede incluir un adyuvante. Los adyuvantes preferidos para potenciar la efectividad de la composicién
incluyen, pero no se limitan a: (1) sales de aluminio (alum), tales como hidréxidos de aluminio (incluyendo oxihidré-
xidos), fosfatos de aluminio (incluyendo hidroxifosfatos), sulfato de aluminio, etc. [Capitulos 8 y 9 en la referencia
123]; (2) formulaciones de emulsion de aceite en agua (con o sin otros agentes inmunoestimuladores especificos, tales
como muramilpéptidos [Muramilpéptidos incluyen N-acetyl-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-ace-
til-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetil-muramil-L-alanil-D-isoglutamunil-L-alanina-2-(1’-2’-
dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.] o componentes de paredes bacterianas), como
por ejemplo (a) MF59™ [Capitulo 10 en la referencia 123; 124, 125], que contiene 5% de Escualeno, 0,5% de Tween
80, y 0,5% de Span 85 (opcionalmente conteniendo MTP-PE) formulado en particulas submicrométricas usando un
microfluidificador, (b) SAF, que contiene 10% de Escualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero L121 bloqueado con
pluronic, y thr-MDP bien en una emulsién submicrométrica por la accién de micofluidificador o en una emulsién de
particulas de mayor tamafio por la accién de un agitador “vortex™, y (c) sistemas de adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi
Immunochem, Hamilton, MT) que contiene 2% de Escualeno, 0,2% de Tween 80, y uno o mas componentes de pare-
des bacterianas del grupo que consiste en monofosforil lipido A (MPL), dimicolato de trehalosa (TDM), y esqueleto
de pared bacteriana (CWS), preferiblemente MPL + CWS (Detox™); (3) adyuvantes de saponina [capitulo 22 de la
referencia 123], tales como QS21 o Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA), bien en forma sencilla o
en forma de particulas generadas de ellos tales como ISCOMs (complejos inmunoestimuladores; capitulo 23 de la
referencia 123), cuyos ISCOMs podrian estar desprovistos de detergente adicional p. ej. referencia 126; (4) Adyuvan-
te Completo de Freund (CFA) y Adyuvante Incompleto de Freund (IFA); (5) citocinas, tales como interleucinas (p.
ej. IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [127], etc.), interferones (p. ej. interferén gama), factor estimulador de
colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF), etc.; (6) monofosforil lipido A (MPL) o MPL
3-O-deacilado (3dMPL) p. ej. referencias 128 y 129, opcionalmente en la ausencia sustancial de sales de aluminio
cuando se usa con sacdridos de pneumococo p. ¢j. referencia 130; (7) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo,
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QS21 y/o emulsiones de aceite en agua p. ej. referencias 131, 132 y 133; (8) oligonucleétidos que incluyen motivos
CpG (Roman et al., Nat. Med., 1997, 3: 849-854; Weiner et al., PNAS EE.UU., 1997, 94: 10833-10837; Davis et al.,
J. Immunol. 1998, 160: 870-876; Chu et al., J. Exp. Med. 1997, 186: 1623-1631; Lipford et al., Eur. J. Immunol.,
1997, 27: 2340-2344; Moldoveanu et al., Vaccine, 1988, 16: 1216-1224, Krieg et al., Nature, 1995, 374: 546-549;
Klinman et al., PNAS EE.UU., 1996, 93: 2879-2883; Ballas et al., J. Immunol., 1996, 157: 1840-1845; Cowdery et
al., J. Immunol.1996, 156: 4570-4575; Halpern et al., Cell. Immunol., 1996, 167: 72-78; Yamamoto et al., Jpn. J.
Cancer Res., 1988, 79: 866-873; Stacey et al., J. Immunol., 1996, 157: 2116-2122; Messina et al., J. Immunol., 1991,
147: 1759-1764; Yi et al., J. Immunol., 1996, 157: 4918-4925; Yi et al., J. Immunol., 1996, 157: 5394-5402; Yi et
al., J. Immunol., 1998, 160: 4755-4761; Yi et al., J. Immunol., 1998, 160: 5898-5906; Solicitudes de patentes inter-
nacionales W096/02555, W098/16247, W098/18810, WO98/40100, WO98/55495, W0O98/37919 y W(O98/52581)
esto es, que contienen al menos un dinucleétido CG, con 5-metilcitosina opcionalmente en lugar de citosina; (8) un
éter de polioxietileno o un éster de polioxietileno p. ej. referencia 134; (9) un surfactante éster sorbitan polioxietileno
en combinacién con octoxinol [135] o un éter alquil polioxietileno o éster surfactante en combinacién con al menos
un surfactante adicional no iénico tal como un octoxinol [136]; (10) una saponina y un oligonucledtido inmunoesti-
mulatorio (p. €j. un oligonucleétido CpG) [137]; (11) un inmunoestimulante y una particula de sal metdlica p. ej. ref.
138; (12) una saponina y una emulsién de aceite en agua p. ej. ref. 139; (13) una saponina (p. ej. QS21) + 3dMPL
+ IL-12 (opcionalmente + un esterol) p. €j. ref. 140; (14) enterotoxina 14bil al calor de E. coli (“LT”), o mutantes no
toxicos de la misma, tales como los mutantes K63 o R72 [p. ej. Capitulo 5 de ref. 141]; (15) téxina colérica (“CT”), o
mutantes no téxicos de la misma [p. ej. Capitulo 5 de ref. 141]; (16) liposomas [Capitulos 13 y 14 de ref. 123]; (17)
quitosan [p. ej. 142]; (18) RNA de doble hélice; (19) microparticulas (p. ej. una particula de ~100 nm a ~150 um de
diametro, mas preferiblemente de ~200 nm a ~30 um, y mas preferiblemente de ~500 nm a ~10 ym de didmetro) for-
mada por materiales que son biodegradables y no toxicos (p. ej. un poli(4dcido a-hidroxi) tal como un poli(lactido-co-
glicolido), un 4cido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una policaprolactona, etc.) opcionalmente
tratados para tener una superficie negativamente cargada (p. €j con SDS) o una superficie positivamente cargada (p. €j.
un detergente catiénico, tal como CTAB); o (20) otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes para
aumentar la efectividad de la composicion [p. ej. Capitulo 7 de ref. 123].

Se prefieren las sales de aluminio (especialmente fosfatos y/o hidréxidos de aluminio) y MF59 para su uso con los
antigenos sacaridos de la presente invencién. Cuando se usa un fosfato de aluminio, es posible adsorber uno o mas de
los sacdridos a la sal de aluminio, pero es preferible no adsorber los sacdridos a la sal, y esto se favorece incluyendo
iones fosfato libres en solucién (p. ej. mediante la utilizacién de un tamp6n fosfato). Cuando se utiliza un hidréxido
de aluminio, es preferible adsorber los sacéridos a la sal. La utilizacién de hidréxido de aluminio como adyuvante es
particularmente ventajosa para los sacdridos del grupo serolégico A.

En composiciones de la invencién es posible adsorber algunos antigenos a un hidréxido de aluminio y tener otros
antigenos en asociacion con un fosfato de aluminio. En el caso de combinaciones tetravalentes de los grupos serolégi-
cos de N. meningitidis, por ejemplo, estan disponibles las siguientes permutaciones:

Grupo . .
o Sal de aluminio (H = un hidréxido; P = un fosfato)
serolégico
A
C
W135

Y

T |0 (O |T
I | (T |T
I | (T |O
I | (T |T
I |TU | |T
U | (T |T
I | (O |T
I |TU | |
U | (T |
U | (O |IT
I |TU (O |T
0 |0 | |T
I |TU (T |T
U |0 (T |
U | (O |0
U |0 |0 |

Para combinaciones trivalentes de los grupos seroldgicos de N. meningitidis, estan disponibles las siguientes per-
mutaciones:

Grupo . .
o Sal de aluminio (H = un hidréxido; P = un fosfato)
serolégico
C P H H H P P P H
W135 P H H P H P H P
Y P H P H H H P P
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Una vez formuladas, las composiciones de la invencién se pueden administrar directamente al individuo. Los
individuos a tratar pueden ser animales; en particular, se pueden tratar individuos humanos. Las vacunas son particu-
larmente ttiles para vacunar a nifios y adolescentes. Se pueden administrar por vias sistémicas o de mucosas.

Tipicamente, las composiciones inmunogénicas se preparan como inyectables, bien como soluciones liquidas o
como suspensiones; también se pueden preparar formas sélidas adecuadas para obtener soluciones o suspensiones en
vehiculos liquidos antes de la inyeccidn. La preparaciéon también se puede emulsionar o encapsular en liposomas para
favorecer el efecto adyuvante. La administracion directa de las composiciones serd en general por via parenteral (p. ej.
por inyeccion, bien subcutdnea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular o administrada en el espacio intersticial de
un tejido). Las composiciones también se pueden administrar en una lesién. Otros modos de administracién incluyen
administracién oral y pulmonar, supositorios, y aplicaciones transdermales o transcutdneas (p. ej. véase la referencia
143), agujas e “hyposprays”. La dosificacién del tratamiento puede ser en una pauta de una tnica dosis o en una pauta
de multiples dosis (p.ej. incluyendo dosis de recuerdo).

Las vacunas de la invencién son preferiblemente estériles. Estdn preferiblemente libres de pir6genos. Estan prefe-
riblemente tamponadas p. €j. entre pH 6 y pH 8, preferiblemente pH 7. Cuando la vacuna incluya una sal de hidréxido
de aluminio, se prefiere la utilizacién de un tampdn histidina [144].

Las vacunas de la invencién pueden incluir bajos niveles (p. ej. < 0,01%) de un detergente (p. ej. un Tween,
tal como Tween 80). Las vacunas de la invencién pueden incluir un polialcohol (p. ej. manitol) o trehalosa p. ej. a
aproximadamente 15 mg/ml, particularmente si tienen que estar liofilizadas.

Las dosis optimas de antigenos individuales se pueden determinar empiricamente. En general, sin embargo, los
antigenos sacdridos de la invencién se administrardn a una dosis de entre 0,1 y 100 ug de cada sacérido por dosis, con
un volumen de dosis tipico de 0,5 ml. Generalmente la dosis es entre 5 y 20 ug por dosis de sacarido. Estos valores se
miden como sacdrido.

Las vacunas descritas en el presente documento pueden ser o bien profildcticas (esto es, para prevenir la infeccion)
o terapéuticas (esto es, para tratar la enfermedad después de la infeccion), pero generalmente son profilacticas.

La vacuna puede ser para uso en un procedimiento de incremento de de una respuesta inmune en un paciente, que
comprende la administracidon de a un paciente la vacuna. La respuesta inmune es preferiblemente protectora contra
enfermedad meningocdcica, y puede comprender una respuesta inmune humoral y/ o una respuesta inmune celular. El
paciente es preferiblemente un nifio.

El procedimiento puede incrementar una respuesta de refuerzo, en un paciente que ya se ha cebado contra M.
meningitidis.

También se contempla el uso de un polisacérido, oligosacarido o conjugado descrito en el presente documento para
la fabricacién de un medicamento para incrementar una respuesta inmune en un animal. El medicamento es preferi-
blemente para la prevencién y/o tratamiento de una enfermedad provocada por Neisseria (e.g. meningitis, septicemia,
gonorrea efc.), por H. influenzae (por ejemplo, otitis media, bronquitis, neumonia, celulitis, pericarditis, meningitis
efc.) 0 por neumococcus (por ejemplo, meningitis, sepsis, neumonia efc). Se prefiere de esta manera la prevencién y/o
tratamiento de meningitis bacteriana.

Las vacunas se pueden probar en modelos animales estandar (p. ej. ver ref. 145).

La invencién proporciona también un procedimiento para la disolucién de un polisacdrido capsular bacteriano,
precipitado con uno o mds detergentes cationicos, en el que se utiliza como disolvente el etanol.

Definiciones

El término “que comprende” significa “que incluye” asi como que “que consiste” p. ej. una composiciéon “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional p. ej. X +Y.

El término “aproximadamente” en relacién a un valor numérico x significa, por ejemplo, x + 10%.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra el efecto de las variaciones de la relacion etanol: agua en la disolucién de los polisacéridos.

Las figuras 2 a 4 muestran las titulaciones de IgG obtenidas en ratones contra antigenos de oligosacdridos: La
Figura 2 muestra los resultados de oligosacdrido del grupo serolégico A; La Figura 3 muestra los resultados para el
grupo serolégico Y; y la Figura 4 muestra los resultados para el grupo serolégico W135.

La figura 5 muestra las titulaciones post-II IgG obtenidos en ratones con una mezcla de conjugados de oligosaca-

ridos para los grupos seroldgicos A y C: La figura 5a muestras las respuestas de anti-grupo serolégico A; y La figura
5b muestras las respuestas de anti-grupo serolégico C.
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Las figuras 6 a 8 muestran los titulos de IgG obtenidos en ratones con una mezcla de conjugados de oligosacaridos
para los grupos seroldgicos C, W 5 135 e Y: la figura 6 muestra las respuestas del anti-grupo serolégico W135; la figura
7 muestra las respuestas del anti-grupo serolégico Y; y la figura 8 muestra las respuestas del anti-grupo serolégico C.

Las figuras 9 a 11 muestran las titulaciones post-1I IgG obtenidas en ratones con una mezcla de conjugados de
oligosacdridos para los grupos grupos sexolégicos A, C, W135 e Y: la figura 9 muestra las respuestas de anti-grupo
serolégico W135; la figura 10 muestra las respuestas de anti-grupo serolégico Y; y la figura 11 muestra las respuestas
de anti-grupo serolégico A.

La figura 12 es una curva de calibracién obtenida utilizando el ensayo de muestras de polisacarido MenA a dife-
rentes tiempos de hidrodlisis. La curva muestra la relacion lineal entre el reciproco del grado de polimerizacién y poder
rotatorio optico.

La figura 13 es una curva de calibracién obtenida utilizando el ensayo de muestras de polisacarido MenY a dife-
rentes tiempos de hidrélisis. La curva muestra la relacion lineal entre el logaritmo del grado de polimerizacién y KD
(coeficiente de distribucién).

La figuras 14 a 16 muestran las titulaciones post-1II IgG, divididas por la subclase IgG, obtenidas en ratones después
de la inmunizacién con conjugados de oligosacaridos para los grupos serolégicos: (14) A; (15) C; (16) W135 y (17)
Y.

La figura 17 muestra titulaciones post-II IgG, divididas por la subclase IgG, obtenidas en ratones después de la
inmunizacién con una mezcla tetravalente de conjugados de oligosacaridos.

La figura 18 ilustra la preparacién de un conjugado de oligosacaridos.

La figura 19 muestra (A) anti-MenA y (B) anti-MenC GMT =+ 95% de intervalos de confianza) obtenido en un
modelo de cobaya. Las barras de valores anteriores son valoraciones de de ensayo bactericida en suero (SBA) es decir
el reciproco de la dilucién en suero que produce el 50% de muerte.

Formas para la realizacion de la invencion
A. Produccion y purificacion de polisacdridos meningocdocicos

Los meningococos de los grupos seroldgicos A, W135 e Y se crecieron en frascos de 500 ml que contenian 150
ml de medio Franz A, durante 12 h a 35 + 1°C. Se estableci6 agitacién a 150 rpm utilizando un agitador orbital de 35
mm. Después se inocularon 85 ml en un fermentador de 20 1 que contenia medio Watson.

Después de 18,5 horas (W135 e Y) o 16,5 horas (A), cuando se alcanzé una OD = 10, se interrumpi6 la fermenta-
cién por la adicién de 300 ml de formalina y entonces, tras 2 horas de incubacion, el fermentador se enfrié a 10°C. Se
recogi6 el sobrenadante por centrifugacioén seguido de filtracion (0,22 um) y ultrafiltraciéon con una membrana de 30
kDa.

El polisacérido concentrado crudo se precipité por adiciéon de una solucién de 100 mg/ml de CTAB en agua. Los
volimenes afadidos se muestran en la tabla siguiente. Tras 12 horas a temperatura ambiente, los complejos CTAB
se recuperaron por centrifugacién. El complejo CTAB se extrajo por adicién de una solucién de 95% de etanol a
temperatura ambiente durante 16-20 horas bajo agitacién vigorosa. El volumen de etanol afiadido se muestra en la
tabla siguiente:

Grupo Volumen de CTAB (ml) | Volumen de 95% de etanol
serolégico (litros por Kg de pasta seca)
A 475 3,5a6
W135 200 4a6
Y 650 3,4

Las suspensiones resultantes se filtraron a través de un filtro CUNO de 10 SP de profundidad. El filtrado se recircul6
a través de un cartucho CUNO zetacarbon™ hasta una OD,;s5 ,,,< 0,2. El filtrado de Z carbono se recogié entonces y
se filtr6 a través de un filtro de 0,22 um. El polisacérido se precipité finalmente de la fase de etanol por adicién de
una solucién de CaCl, 2M en agua (de 10-12 ml/l de EtOH solucién final). El polisacarido purificado se obtuvo por
centrifugacion, se lavé con 95% de etanol y se sec6 bajo vacio.
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En otros experimentos, se modificé la concentracién final de etanol utilizada para la extraccién (Figura 1). Para
el polisacdrido del grupo serolégico A, el rango de etanol mds efectivo fue entre 80 y 95%, con una eficiencia de
extraccién decreciente a porcentajes menores. Para el grupo serolégico W135, se alcanzé una buena extraccién con
entre el 75% y el 95% de etanol, siendo 95% menos efectivo. Para el grupo seroldgico Y, los mejores resultados se
obtuvieron con etanol entre el 75% y el 85%, siendo altos porcentajes (p. ej. 90%, 95%) menos efectivos. En general,
se observd que los porcentajes de etanol por debajo de los expuestos aqui tendian a incrementar la co-extraccion de
contaminantes tales como proteinas. Los porcentajes de etanol dados en este parrafo se expresaron como concentracion
final (etanol como porcentaje del volumen total de etanol + agua) y se basan en un contenido de agua en las pastas
de CTAB-polisacérido recuperadas por centrifugacién de aproximadamente el 50% (esto es, 500g de H,O por Kg de
pasta seca). Este valor se determiné empiricamente en experimentos a pequefia escala.

B. Conjugacion de los polisacdridos del grupo serolégico A
a) Hidrolisis

El polisacarido del grupo serolégico A meningocécico se hidrolizé en 50 mM de tampén acetato sédico, pH 4,7
durante aproximadamente 3 horas a 37°C. La hidrdlisis se control6 con el fin de obtener oligosacaridos con un grado
medio de polimerizaciéon (GP) de aproximadamente 10, como se determind por la relacién (p/p) entre el fésforo
orgdnico total y el fosfato monoéster.

La relacién DP (de fésforo organico total) a (fésforo monoéster) es inversamente proporcional a la capacidad de
rotacién Optica (@), como se muestra en la Figura 12. Esta relacién se puede utilizar para medir la extension de la
hidrdlisis mas convenientemente que las medidas directas de fésforo.

b) Seleccion por tamaiio

Esta etapa elimina los oligosacdridos de corta longitud generados durante el procedimiento de hidrdlisis. El hi-
drolizado obtenido anteriormente se ultrafiltré a través de una membrana con un limite de exclusion de 30 kDa (12
volimenes de diafiltraciéon de tampoén acetato 5 mM, pH 6,5). El retenido, que contiene los productos de alto peso
molecular (PM), se descartd. El permeado se cargd en una columna Q-Sepharose Fast Flow equilibrada en tampén
acetato 5 mM, pH 6,5. La columna se lavé con 5 volimenes de columna (VC) de tamp6n equilibrado, después con 10
VC de tamp6n acetato 5 mM/NaCl 125 mM, pH 6,5 con el fin de eliminar oligosacéridos con GP < 6. El oligosacérido
seleccionado por tamafio se eluy6 entonces con 5 VC de tampén acetato 5 mM/NaCl 0,5 M, pH 6,5.

La poblacién de oligosacaridos eluidos tenia un GP medio de aproximadamente 15.
¢) Introduccion de un grupo amino primario en el extremo reductor

Se afiadié una sal de amonio (acetato o cloruro) a la disolucién del oligosacarido seleccionado por tamafo a
una concentracién final en un intervalo de 49-300 g/l, posteriormente se afiadié ciano borohidruro de sédio a una
concentracion final en un intervalo de 12-73 g/l. Después de ajustar el pH entre 6-7.3, la mezcla se incubd a 37°C
durante 5 dfas.

Los amino-oligosacdridos se purificaron entonces por ultrafiltracién de flujo tangencial o con una membrana con
un limite de exclusién de un 1kDa 6 3kDa utilizando 13 volimenes de diafiltracién de NaCl 0,5 M seguido por
7 volimenes de diafiltraciéon de NaCl 20 mM. El contenido de fésforo (una actividad quimica del antigeno) de la
solucién de amino-oligosacdrido purificada se analizé por el procedimiento de la ref. 146 y la cantidad de grupos
amino introducidos por el procedimiento de la ref. 147.

Los oligosacéridos purificados se secaron entones en un evaporador rotatorio para eliminar el agua.

d) Derivacion a éster activo

Los amino-oligosacdridos secados se disolvieron en agua destilada a una concentracién de grupos amino 40 mM,
entonces se afiadieron 9 volimenes de DMSO seguidos por trietilamina a una concentracién final de 200 mM. A la
solucién resultante se le afiadié N-hidroxisuccinimido diéster del dcido adipico a una concentracién de 480 mM.

La reaccion se mantuvo bajo agitacién a temperatura ambiente durante 2 horas, entonces el oligosacarido activado
se precipité con acetona (concentracion final de 80% v/v). El precipitado se recuperd por centrifugacion y se lavé
varias veces con acetona para eliminar el N-hidroxisuccinimido diéster del 4cido adipico y productos secundarios.
Finalmente, el oligosacdrido activado se secé bajo vacio.

La cantidad de grupos éster activos introducidos en la estructura del oligosacarido se determiné por un procedi-
miento colorimétrico como se describi6 en la ref. 148.

e) Conjugacion a CRM,y;

El oligosacarido activado seco se afiadi6 a una solucién de 45 mg/ml de CRM,4; en tamp6n fosfato 0,01M, pH 7,2
para una relacién de éster/proteina (mol/mol) de 12:1. La reaccién se mantuvo bajo agitacién a temperatura ambiente
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toda la noche. Después de este periodo, el conjugado se purificé por cromatografia hidrofébica o ultrafiltracion de flujo
tangencial. El conjugado MenA-CRM,; se esterilizé por filtracién y se almacend a -20°C 6 -60°C hasta la formulacién
de la vacuna.

El conjugado se analiz6 para: contenido proteico (ensayo de proteinas micro BCA), contenido de sacdrido MenA
(andlisis colorimétrico de fésforo), contenido de sacarido libre, perfil en HPLC (en TSKgel G4000SW 7,5 mm ID x
30 cm), y SDS-PAGE. Las caracteristicas de las preparaciones tipicas se muestran en la tabla siguiente:

Cédigo del lote | Sacéarido mg/ml Proteina (mg/ml) Glucosilacién KD
210201/A 0,257 0,864 0,3 0,489
210201/BS 0,308 1,354 0,23 0,503
210201/BL 0,28 1,482 0,19 0,501
351230595 0,138 0,3 0,46
010900 0,092 0,337 0,27
DP29 0,105 0,245 0,43
A1l (no
seleccionado 0,08 0,291 0,27
por tamano)
A2
(seleccionado 0,446 2,421 0,18
por tamano)

C. Conjugacion de polisacdridos del grupo serolégico W135
a) Hidrolisis

El polisacarido de grupo meningocdcico W se hidrolizé en tampon acetato sédico 50 mM, pH 4,7 durante apro-
ximadamente 3 horas a 80°C. Esto resulto en oligosacaridos con un GP medio de aproximadamente 15 a 20 segtin se
determind por la relacion entre dcido sidlico (AS) y AS reducido terminal.

La relacién de GP (AS total) a (AS reducido terminal) estd relacionada con la KD determinada por HPLC-SEC,
como se muestra en la Figura 3. Esta relacién se puede utilizar para monitorizar la extension de la hidrélisis de forma
m4s conveniente que las medidas directas de AS.

b) Separacion por tamaiio

El hidrolizado se ultrafiltr6 a través de una membrana con un limite de exclusion de 30 kDa (12 a 20 volimenes de
diafiltracién de tampdn acetato 5 mM/NaCl 15-30 mM, pH 6,5). La fraccién retenida, que contiene los productos de
alto PM, se descarté mientras que la fraccién permeable se cargo en un columna Q-Sepharose Fast Flow equilibrada
con tampo6n acetato 5 mM/ NaCl 15 mM, pH 6,5. La columna se lavé entonces con 10 VC de tamp6n equilibrado, con
el fin de eliminar oligosacéridos con GP < 3-4 y se eluy6 con 3 VC de tampén acetato 5 mM/NaCl 500 mM, pH 6,5.

¢) Introduccion de un grupo amino primario en el extremo reductor

Se afiadi6 cloruro aménico o acetato amdnico a la solucién de oligosacaridos seleccionados por tamafio hasta una
concentracién final de 300 g/1, entonces se afiadi6 ciano borohidruro de sodio a una concentracion final de 49 g/1 6 73
g/l. La mezcla se incubé a 50°C durante 3 dias.

Los amino-oligosacéridos se purificaron entonces por ultrafiltracion de flujo tangencial como se describi6 para el
serogupo A. Se analiz6 el contenido de 4cido sidlico del material purificado (procedimiento colorimétrico de acuerdo
a lare. 149 y/o galactosa (HPLC) (actividades quimicas del antigeno MenW135). Los oligosacéridos purificados se
secaron con un evaporador rotatorio para eliminar el agua.

d) Derivacion a éster activo

Los amino-oligosacaridos secos se derivaron como se describié anteriormente para el grupo seroldgico A.
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e) Conjugacion a CRM o,

La conjugacién se realizé como se describi6 anteriormente para el grupo seroldgico A pero, se utilizé diafiltracion
con una membrana de 30 kDa para purificar el conjugado (50 volimenes de diafiltracién de tamp6n fosfato 10 mM,
pH 7,2). El conjugado purificado se esterilizé por filtracién y se almacené a -20°C 6 -60°C hasta la formulacién de la
vacuna.

El conjugado se analiz6 para los mismos pardmetros descritos anteriormente para el grupo serolégico A. El conte-
nido de sacarido MenW se analiz6 por determinacién colorimétrica de acido sidlico:

Cédigo del lote Sacarido mg/ml Proteina (mg/ml) Glucosilacién KD

Lote 1 5,73 3,52 1,63 0,296

Lote 2/4,5 3,51 2,88 1,22 0,308
Lote 3S 2,49 2,25 1,11 0,380

Lote 3Sd 2,03 2,24 0,91 0,394
Lote 3L 2,32 2,3 1,01 0,391

Lote 3Ld 1,94 2,29 0,85 0,383
Lote 3S/pr. Glicé 0,363 0,82 0,44 0,498
Lote 3S/pr. Glic9 0,424 0,739 0,57 0,447
Lote 3S/pr. Glic12 0,479 0,714 0,671 0,414

D. Conjugacion de polisacdridos del grupo serologico Y

a) Hidrolisis

El polisacarido meningocdécico del grupo Y se hidrolizé como se describié anteriormente para el sorogrupo W135.
Esto gener6 oligosacaridos con un GP medio de aproximadamente 15 a 20 como se determind por la relacién entre
AS y AS reducido terminal (medido indirectamente convenientemente como se describié bajo C(a) anteriormente).

b) Seleccion por tamario, ¢) Introduccion de grupos amino, d) Derivacion a éster activo y €) Conjugacion

Estas etapas se realizaron como se describid anteriormente para el grupo serolégico W135. El conjugado purificado
se esteriliz6 por filtracién y se almacen6 a -20°C 6 -60°C hasta la formulacién de la vacuna.

El conjugado se analiz6 de la misma forma que se describi6 anteriormente para el grupo serolégico W135:

Cédigo del lote Sacarido mg/ml Proteina (mg/ml) Glucosilacién KD
Lote 1A 1,16 0,92 1,26 0,303
Lote 1B 4,57 3,55 1,29 0,339

Lote 2/4,5 2,32 6,1 0,38 0,467
Lote 2/6 1,75 5,73 0,3 0,498

E. Inmunogencidad de conjugados individuales

Los conjugados a granel congelados se descongelaron. Cada uno de ellos se diluy6 en agitacion, hasta una concen-
tracion final de 20 ug de sacdrido/ml, 5 mM fosfato, 9 mg/ml de NaCl, fosfato de aluminio (proporcionando un Al**
concentracién de 0,6 mg/ml), pH 7,2. Después las mezclas se mantuvieron, sin agitacién, a 2-8°C durante toda una
noche y después e diluyé con solucién salina hasta 4 pg de sacdrido/ml, para inmunizacién de ratones.

Se prepar6 un segundo conjunto de vacunas para cada grupo seroldgico de la misma forma, excepto que la adicién
de fosfato de aluminio se reemplazé con el mismo volumen de agua.

Diez ratones Balb/c se inyectaron para cada grupo de inmunizacién s.c. dos veces con 0,5 ml de vacuna en las
semanas 0 y 4. Se tomaron muestras de sangre antes de la inmunizacion, el dia antes de la segunda dosis y 2 semanas
después de la segunda dosis. Las inmunizaciones se realizaron con (a) la vacuna conjugada con o sin alumbre, (b)
control de solucidn salina y (c) control de polisacarido no conjugado.
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Anticuerpos de IgG anti-polisacaridos especificos se determinaron en el suero de animales inmunizados como se
describe en la ref. 150. Cada suero de ratén individual se analizé por duplicado mediante una curva de valoracién y se
calcul6 GMT para cada grupo de inmunizacidn. Los titulos se calcularon en Unidades Elisa de Ratén (MEU) usando el
software “Titerun” (FOA). La especificidad de titulacion anti-polisacarido se determiné mediante ELISA competitivo
con el polisacdrido relevante como competidor.

Como se muestra en la Figura 2, el conjugado MenA indujo altas titulaciones de anticuerpo en anticuerpo. Como
se espera, el polisacdrido no conjugado era no inmunogénico. La formulacién conjugada con un fosfato de aluminio
como adyuvante indujo un alto nivel de anticuerpos comparado con la titulacién obtenida por el conjugado solo. Se
observaron resultados similares para MenY (Figura 3) y MenW 135 (Figura 4).

La subclase IgG de las respuestas post-II inmunes se midié para varios grupos. Las subclases especificas se deter-
minaron usando el mismo procedimiento ELISA como se usé para la determinacidn del titulo IgG total en la seccién E
anterior, excepto que se usa fosfatasa alcalina-anti ratén -IgG1, -IgG2a, -IgG2b o -IgG3 (Zymed) como el anticuerpo
secundario. Los titulos se expresaron DOys,, obtenidos después de 30 minutos de desarrollo de sustrato usando suero
diluido 1:3200, y se muestran en las Figuras 14 (MenA), 15 (MenW135) y 16 (MenY). Las respuestas estan principal-
mente en la subclase IgG1, que es la subclase predominantemente inducida en ratones por antigenos T-dependientes.
Debido a que los polisacéridos son inherentemente antigenos T-independientes que no son capaces de inducir memoria
inmunoldgica, estos datos muestran que la conjugacién habia tenido el efecto deseado.

Los sueros Post-II también se ensayaron para determinar la actividad bactericida usando un ensayo in vitro para
medir la lisis de bacterias mediada por complemento.

Los sueros Post-II se inactivaron durante 30 minutos a 56°C antes de uso en el ensayo, y se usé 25% de comple-
mento de conejo infantil como fuente de complemento. Se expreso la titulacién bactericida como la dilucién de suero
reciproca que produce 50% de muerte de bacteria frente a las siguientes cepas: MenA G8238, Al, F6124; MenW 135
5554(0Ac+) y 242317(0Ac-); MenY 242975(0Ac-) y 240539(0OAc+).

Los resultados para MenA incluyeron:

Vehiculo| Polifoligo sacarido | Aprox. aDP |Adyuvante de aluminio| GMT | Actividad bactericida

CRM, g7 0 15 - 461 | F8238: 2048-4098;
FE124: 2048-4096

CRM, g7 O 15 fosfato 920 | F8238: 4006; F&124:
4086

. P - fosfato 3 F8238: 8; F6124: 128
CRMyg7 0 15 - 230 | F8238:512-1024
- P - - 2 F8238: <4

CRMg7 o 15 - 155 | F8238:512-1024

CHM g7 O 15 - 393 | F8238: 1024

CRM;g7 o 15 - 395 | -

CRM,g7 O 15 fosfato 1396 | Fe2382:4096

CBM, 57 O 15 fosfato 1461 | F8238: 2048-4096

CRMyg7 O 15 fosfate 1654 | FB238:2048

CRM g7 o] 29 fosfato 1053 | F8238:2048

CRM, gz () sin seleccién por tamafio 10 fosfato 1449 | Faz38 2048

CRM g7 o] 15 fosfato 626 | FB8238: 2048-4096

CRM,g; 0 15 - 742 | -

CRM, g7 0 15 - 2207 | -

CRM, g7 0 28 - 1363 | -

CRMg7 | O sin seleccién por tamaiio 10 - 15 | -

CRM, g7 o 15 fosfato 1515 | -

CRM g7 0 18 fosfato 876 | -

CRM, g7 Q 15 fosfato 1232 | -

14



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2347 458 T3

Vehiculo| Polifoligo sacarido | Aprox.aDP |Adyuvante de aluminio| GMT | Actividad bactericida

CRM, g7 o i85 fosfato 852 | -

CRM g7 o 15 fosfato 863 | F8238: 2048; A1: 2048,
F&124: »2048

CRM, g7 o 27 fosfato 1733 | F8238: 4096-8192;
F&124: 4096-8192

CRM, g7 o 15 fosfato 172 | F8238: 1024; A1:
1024-2048; F8124: 2048

CRM, g7 ! 15 hidréxido 619 | F8238: 1024; A1: 2048,
Fé124: 2048

Los resultados para MenW 135 incluyeron:

Vehiculo| Polifoligo sacarido | OAc |Adyuvante de aluminio| GMT | Actividad bactericida
CRM,g7 o + - 14 | 5564:266-512
CRMyg; 0 + fosfato 23 | 5554:266-512
- P - - 5554: 4

CRM, g7 o + - 46 | 5554:1024

CRMg7 0o + - 101 | 5554: 64-128

CRM, g Q + - 80 | 5554 256-512

CRMyg7 0 + fosfato 221 | 5554: 1024-2048; 242317
1024-2048

CRM, g7 0 - - 52 | 5554:512-1024

CRM,q7 0 - fosfato 320 | 5654: 1024-2048; 242317
1024-2048

CRM, o7 o + - 41 | 5554: 256512

CRM, g7 0 + 24 | 5654: 1024; 242317: 128-256

CRM g7 0 - - 118 | 5554: 266-512

CRM, o 0 fosfato 185 | 5854 1024; 242317: 512-1024

CRM, o 0 + fosfato 565 | 5554:2048

CRM1g7 o + fosfato 328 | 5554:512-1024

CRM, g7 o + fosfato 490 | 5554: 1024-2048

CRM,g7 0 + hidréxido 189 | 5554: 512-1024; 242317
512-1024

CRM, g7 0 + fosfato BO | 5554: 512-1024; 242317
512-1024

CRMyg7 0 + hidréxido 277 | 5554: 512-1024; 242317
1024-2048
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Los resultados para MenY incluyeron:

Vehicul | Poli/oligo sacarido | oDP Adyuvante de | GMT Actividad bactericida
o] aluminio

CRMig7 O >15 - 751 242975:8192

CRM1g7 O >15 fosfato 1190 | 242975,8192-16384,240539:
8192-16384

CRMi¢7 O >15 - 284 242975: 2048-4096

CRMg7 O >15 fosfato 775 242975: 2048-4096

CRM1g7 P - - - 242975: 256

CRMig7 O >15 - 1618 | 242975: 4096-8192

CRMyg7 O >15 - 2123 | 242975:2048

CRMyg7 O <10 - 253 242975: 512-1024

CRMi¢7 O <10 - 1060 | 242975:256-512

CRM1g7 O >15 hidroxido 1167 | 242975:8192; 240539: 8192-
16384

CRMyg7 O >15 fosfato 665 242975:8192; 240539: 8192-
16384

CRMyg7 O >15 fosfato 328 242975:4096; 240539: 2048-
4096

CRM1g7 O >15 hidroxido 452 242975:2048;240539: 1024-
2048

F. Inmunogenicidad de conjugado de MenA en combinacion con conjugado de MenC

Granel concentrado de CRM-MenC (de Chiron Vaccines, Italia) se mezclé con granel concentrado de CRM-MenA
(obtenido como se ha descrito anteriormente) se diluyeron y se mezclaron mediante agitacidon. Se realizaron tres
diferentes preparaciones. Cada una contenia 20 ug de sacdrido/ml para MenA, excepto que se incluyeron diferentes
cantidades de conjugado de MenC: (i) 20 ug de sacarido/ml (ii) 10 ug de sacarido/ml; (iii) 5 pg de sacarido/ml. Las
relaciones de MenA:MenC (p/p) fueron asi: (i) 1:1; (ii) 2:1; (iii) 4:1.

Cada preparacién también contenia 5 mM fosfato de sodio, 9 mg/ml de NaCl, fosfato de aluminio (proporcionando
una concentracién de AP* de 0,6 mg/ml), pH 7,2. Cada mezcla se mantuvo después, sin agitacion, a 2-8°C durante
toda una noche y después se diluy6 1:5 con solucién salina antes de la inmunizacién de ratones.

Se prepar6 un segundo conjunto de vacunas de la misma manera, excepto que la adicion de fosfato de aluminio se
reemplazé con el mismo volumen de agua.

Para cada una de las seis vacunas, diez ratones Balb/c se inmunizaron como se ha descrito anteriormente. Los
grupos de control recibieron solucién salina o conjugado de MenA solo.

Anticuerpos anti-polisacarido para MenA y MenC se determinaron como se ha descrito anteriormente.

Los resultados obtenidos con la mezcla de conjugados MenA+MenC claramente indican que la relacién (p/p) entre
los componentes A y C juega un papel crucial para la inmunogenicidad de MenA.

La titulacion especifica de anti-MenApS obtenida con el control de conjugado MenA era mayor (con o sin adyu-
vante de alumbre) que para la combinaciéon de MenA+MenC a la misma dosificacién (Figura 5a). Cuando se usa una
cantidad menor de conjugado de MenC en la combinacion, se indujo un mejor titulo de anti-MenApS mediante el
componente de conjugado de MenA. Al mismo tiempo, el titulo de anti-MenC permanece aceptable (Figura 5b).

También se realizaron experimentos usando un modelo de cobaya. Se realizaron tres preparaciones diferentes,

usando el mismo adyuvante de fosfato de aluminio como antes (hidroxifosfato amorfo, relacién molar de PO,/Al entre
0,84y 0,92, 0,6 mg de AI**/ml):
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Preparacion Men A~ Men C * Relacion MenA : Men C
A 20 pg/ml 20 pg/ml 1:1
B 40 pg/ml 20 pg/ml 2:1
C 20 pg/ml 10 pyg/ml 1:1/2
* Expresado como sacarido

Estas preparaciones se diluyeron 1:2 con solucién salina y se usaron para inmunizar cobayas. Cinco cobayas (cepa
Hartelley, hembras, 450-500 gramos) para cada grupo de immunizacién se inyectaron s.c. dos veces con 0,5 mi de
vacuna los dfas 0 y 28. Se tomaron muestras de sangre antes de la primera inmunizacién y después el dia 42. Se
almacen6 el suero a -70°C antes del andlisis mediante ELISA y ensayo bactericida de suero (contra MenA cepa MK
83/94 o .MenC cepa C11). Los resultados se muestran en la Figura 19.

G. Vacuna de combinacion para los grupos sexologicos C, WI35e Y

Conjugados de polisacaridos de los grupos serolégicos C, W135 e Y se mezclaron como se ha descrito anterior-
mente proporcionando una concentracion final de 20 ug de sacdrido/ml para cada conjugado. La vacuna contenia una
concentracion final de 5 mM de fosfato de sodio y 9 mg/ml de NaCl, pH 7,2. Después de almacenamiento durante
toda una noche, la mezcla se diluyé hasta que contuviera 4 ug de sacarido/ml para cada conjugado para inmunizacion.

Las inmunizaciones y andlisis se realizaron como antes.

Los resultados muestran que la inmunogenicidad de conjugado de MenW135 se potencia cuando se administra en
combinacién con conjugados MenC y MenY, cuando se compara con la obtenida con el conjugado MenW 135 solo
(Figura 6). La inmunogenicidad de MenY era comparable en la combinacién a la obtenida con el conjugado individual
(Figura 7) y también era comparable con la inmunogenicidad del conjugado MenC (Figura 8).

H. Vacuna de combinacion para los grupos sexologicos A, C, Wi35eY

Conjugados de polisacdridos de los grupos serolégicos A, C, W135 e Y se mezclaron como se ha descrito ante-
riormente proporcionando una concentracién final de 20 ug de sacarido/ml para los conjugados de grupo serolégico
A, W135e Y y 5 ug de sacarido/ml para el conjugado del grupo seroldgico C. La vacuna contenia una concentracién
final de 5 mM fosfato de sodio, 9 mg/ml NaCl, fosfato de aluminio (proporcionando una concentracién de AI** de 0,6
mg/ml), pH 7,2. Después la mezcla se mantuvo, sin agitacion, a 2-8°C durante toda una noche y después se diluy6 con
solucién salina proporcionando 4 ug de sacdrido/ml para los conjugados A, W135 e Y y 1 ug de sacarido/ml para el
conjugado C. Esta mezcla diluida se usé para inmunizacién.

Las inmunizaciones y andlisis se realizaron como antes, incluyendo los controles conjugados individuales excepto
para el grupo seroldgico C.

La Figura 9 muestra que, como antes, la inmunogenicdad del conjugado MenW 135 se potencié cuando se admi-
nistraba en combinacién con los conjugados MenA, MenC y MenY.

La Figura 10 muestra que la inmunogenicidad del conjugado MenY no es diferente significativamente cuando se
administra en combinacién con los conjugados MenA, MenC y MenW135.

La Figura 11 muestra que la inmunogenicidad del conjugado MenA disminuye de manera notable en la combina-
cioén, incluso cuando el conjugado MenC se administra a una dosis inferior (1;4). Esta competicién antigénica no se
observa en la vacuna tetravalente de polisacdrido no - conjugada d (ACWY) [5].

1. Antigeno del grupo serologico A liofilizado

El polisacérido capsular del grupo serolégico A N.meningitidis es particularmente susceptible a hidrdlisis. Conju-
gados de oligosacdrido capsular MenA se prepararon después en forma liofilizada, listo para la reconstitucién en el
momento de la administracién. La forma liofilizada se prepard para que tuviera componentes que proporcionaran la
siguiente composicién después de la reconstitucién en una dosis unitaria:

Componente Concentracion
CRM-MenA 20 pg de sacarido/ml
Tamp6n fosfato de potasio 5mM
Manitol 15 mg/ml
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Esta composicion no tiene adyuvante. Se prepararon dos adyuvantes para su reconstitucion:

5 Componente Concentracion Concentracion
Hidréxido de aluminio 0,68 mg Al**/ml -
Fosfato de aluminio* - 0,6 mg Al¥*/ml
10 Tampén Fosfato de sodio - 10 mM
Tampén Histidina 10 mM -
Cloruro de sodio 9 mg/ml 9 mg/ml
15 Tween 80 0,005% 0,005%
PH 7.2 +£0.05 7,2+0,05
* hidroxifosfato amorfo, relacion molar de PO./Al entre 0,84 y 0,92

20

Cuando se reconstituye con agua para inyeccidn, la estabilidad del componente sacarido era como sigue:
25

Tiempo Almacenadoa2-8C Almacenado a 36 - 38°C
30 (dias)
Sacarido | Sacarido | Sacarido | Sacarido | Sacarido | Sacarido
total libre libre total libre libre

» (ug/ml) | (pg/mi) % (ug/ml) | (pg/mi) %

0 17,72 1,04 5,9 17,72 1,04 59

15 17,01 0,88 5,2 16,52 2,26 13,7
|30 17,82 0,89 5,0 17,29 2,64 15,3

4 En la misma escala de tiempo de 4 semanas, pH era estable a 7,2 tanto a 2-8°C como a 36-38°C, el contenido de

proteina era estable a aproximadamente 24,5 ug/ml, y el contenido en humedad estaba por debajo de 2,5%.

Cuando se reconstituy6 con la solucién de adyuvante de fosfato de aluminio y se almacené a 2-8°C, la estabilidad

5o eracomo sigue:

55 Tiempo Almacenado a2 -8°C
(dias) Sacarido | Sacarido | Sacarido
total libre libre
60 (pg/ml) (pg/ml) %
0 16,62 1,09 6,6
24 16,51 0,98 5,9
© 48 16,83 0,99 5,9
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Se prepar6é una mezcla trivalente de los componentes MenC, W135 e Y o bien adsorbidos sobre adyuvante de
hidréxido de aluminio (2 mg/ml) o mezclados con adyuvante de fosfato de aluminio (hidroxifosfato amorfo, relacién
molar de PO,/Al entre 0,84 y 0,92, 0,6 mg/ml Al**, en presencia de tampén fosfato 10 mM). Las composiciones de
las dos mezclas trivalentes eran como sigue:

ES 2 347 458 T3

J. Vacuna de combinacion para los grupos seroldgicos A, C, W135 e Y (conjugado del grupo serolégico A liofilizado)

Componente

Concentracion

Concentracion

Hidréxido de aluminio

0,68 mg Al**/ml

Fosfato de aluminio *

0,6 mg Al**/ml

CRM-MenC

20pg de sacarido/ml

20pg de sacarido/ml

CRM-MenY

20pg de sacarido/ml

20pg de sacarido/ml

CRM-MenW 135

20ug de sacarido/ml

20ug de sacarido/ml

Tampén fosfato de sodio - 10 mM
Tampén histidina 10 mM *
Cloruro de sodio 9 mg/ml 9 mg/ml

Tween 80 0,005% 0,005%

* hidroxifosfato amorfo, relacion molar de PO./Al entre 0,84 y 0,92

Para la mezcla de hidréxido, la estabilidad de los componentes sacdrido era como sigue:

Tiempo Almacenadoa2-8C Almacenado a 36 - 38°C
(dias) Sacarido libre | Sacarido libre | Sacarido libre | Sacarido libre
(ng/ml) % (pg/ml) %
Granel de MenC
0 <1,2 <6 <1,2 <6
15 <1,2 <6 <1,2 <6
30 <1,2 <6 <1,2 <6
Viales de MenC
0 <1,2 <6 <1,2 <6
15 <1,2 <6 <1,2 <6
30 <1,2 <6 1,3 6,6
Granel de MenW135
0 2,5 12,5 2,5 12,5
15 2,3 11,4 3,4 16,8
30 2,3 11,5 3,5 17,3
Viales de MenW135
0 2,1 10,6 2,1 10,6
15 2,3 11,7 2,7 13,3
30 20,0 10,2 3,3 16,3
Granel de MenY
0 1,7 8,3 1,7 8,3
15 <1,3 <6,3 2,0 10,2
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30 1,3 6,3 2,4 12,2
Viales de MenY

0 1,4 7,1 1,4 7,1
15 1,5 7,6 2,1 10,7
30 1,3 6,3 2,9 14,3

En la misma escala de tiempo de 4 semanas, pH era estable a 7,15 + 0,05 tanto a 2-8°C como a 36-38°C.

Para la mezcla de hidréxido, la estabilidad de los componentes sacdrido era como sigue:

Tiempo Almacenadoa2-8C Almacenado a 36 - 38°C
(dias) Sacarido | Sacarido | Sacarido | Sacarido | Sacarido | Sacarido
total libre libre total libre libre
(pg/ml) (pg/ml) % (pg/ml) (pg/ml) %

Granel de MenC
0 22,8 <1,0 <5 22,8 <1,0 <5
15 17,2 <1,0 <5 18,6 <1,0 <5
30 18,9 <1,0 <5 20,5 <1,0 <5
Viales de MenC
0 20,5 <1,0 <5 20,5 <1,0 <5
15 18,3 <1,0 <5 23,4 <1,0 <5
30 18,0 <1,0 <5 20,5 <1,0 <5
Granel de MenW135
0 20,7 2,0 10,4 20,7 2,0 10,4
15 21,9 2,3 11,6 21,2 2,1 10,3
30 19,6 2,1 10,6 21,0 2,4 11,8
Viales de MenW 135
0 23,4 1,7 8,4 23,4 1,7 8,4
15 21,2 1,9 9,5 20,1 2,2 11,1
30 20,1 2,2 11,2 21,3 3,2 16,1
Granel de MenY
0 19,1 <1,1 <5,3 19,1 <1,1 <5,3
15 20,1 1,4 6,8 18,7 1,3 6,4
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30 18,6 1,4 7,6 19,2 1,7 8,3

Viales de MenY

0 21,4 <1,1 <5,3 214 <1,1 <5,3
15 19,6 1,4 6,8 19,0 1,5 7.4

30 17,7 1,2 6,2 18,4 1,9 9,4

En la misma escala de tiempo de 4 semanas, pH era estable a 7,15 + 0,05 tanto a 2-8°C como a 36-38°C.

Las composiciones liquidas trivalentes se diluyeron y se usaron 0,5 ml para reconstituir el conjugado MenA lio-
filizado. La mezcla tetravalente resultante se administré a diez ratones Balb/c (hembras de 6-8 semanas de edad) por
grupo mediante inyeccion subcutdnea el dia 0 y 28. La mezcla contenia 2 ug de cada conjugado de sacérido por dosis
que representa 1/5 de la dosis individual humana (SHD). Los controles fueron solucién salina o polisacaridos homo-
logos conjugados. Se tomaron muestras de sangre antes de la inmunizacién y después el dia 42, con suero almacenado
a-70°C. IgG se determiné como se ha descrito anteriormente.

Todos los conjugados usados eran seguros e inmunogénicos en animales. Titulos GMT post-II ELISA (con 95%
de intervalos de confianza) eran como sigue:

Vacuna Adyuvante A Y W135 Cc
MenA Fosfato de 172 (69 - - - -
(liofilizado o | aluminio 439)
resuspendido) | Hidroxido de | 619 (419 - - - -

aluminio 906)
MenY Fosfato de - 328 (147 - - -
aluminio 731)
Hidroxido de 452 (344 - - -
aluminio 593)
MenW Fosfato de - - 80 -
aluminio (28-225)
Hidréxido de - - 277 -
aluminio (185 - 411)
MenC Fosfato de - - - 317
aluminio (152 - 659)
Hidroxido de - - - 723
aluminio (615-851)
MenA Fosfato de 32 397 99 114
(liofilizado) + aluminio (15 -68) (252 - 627) (35 - 288) (53 - 246)
MenC, W135, | Hidréxido de 206 141 139 163
Y aluminio (112 - 372) (97 - 205) (76 - 251) (122 - 218)

Figura 17 muestra los resultados de andlisis de la subclase de IgG para: (17A) MenA; (178) MenC; (17C)
MenW135; y (170) MenY. IgGl1 es claramente la subclase mas prominente.
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Las titulaciones bactericidas en suero fueron como sigue:

v20L-Z1S ]! Z15-952 . 9601-8102 | SVOZ-FE0L | 2W0Z-v20L 215 OILIWN[E 3P OPIXOJPIH AGELMDUSI
215 oL zlg-952 . 8102 8¥0s-+20L reol a5z-821 olulinie op ojejso | +( opezIol ) Yusiy
960% - - . - . - - olulWN|E 8p OpIXCJpIH
Qualy
9B0F-8F0Z - - - - - - - oluiwinje @p 0jejso 4
- P0Z-7201 vZ0l - - - - - OluIIN[E &p opRxoIpIH
Musiy
- ¥eolL-21s clS - - - - - olunfe ap 0jejso 4
- - - §702-+Z01 8502 - - - olulwinje ep opIXQJpIH
ua
- - - 86078702 9607 - - - OlultunyE 8p Oe}so4 AT
- - - - - 2r0e 8402-¥20L | 8¥0Z-¥e0l | OMIWN[E 3P OPIXQIPIH
(opezijyol ) yusiy
- - - - - 8v02 8¥0Z-7Z0) | ¥Z01-glS | Olwnje ep ojejsoy
LLD £1£2v2 G 6850F2 S/6ZH2 rz1od v 8£784
DUBI-AUY SELMUSI -HUY AUBA-QUY YUS-BuUY SjuBANApY BUMSEA
) [« wv (=] vy (=] v (=) v (=) vy (=)
— — N N o o <t <t vy v O
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K. Vacuna de combinacion para los grupos serologicos A, C, W135 e Y (dosificaciones diferentes)

Se inmunizaron ratones como se ha descrito anteriormente, excepto que las composiciones de vacuna contenian
diferentes relaciones de los diversos conjugados de oligosacdridos. Las dosis eran de manera diversa 0,5, 1, 2 6 4
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ug/dosis. Se usé MenA oligo-conjugado liofilizado en todos los experimentos.

Las titulaciones ELISA eran como sigue:

Cantidad de antigeno (pg/dosis) Adyuvante | GMT ELISA (95% de intervalo de
de confianza)
aluminio
A C W135 A C W135 |Y
4 2 2 2 Fosfato 177 367 239 239
(107- | (263- | (135- | (184-
291) 510) 424) 311)
4 2 2 2 Hidroxido 390 494 338 158
(813- | (345- | (266 - (96 -
486 ) 706) 430) 260)
2 2 2 2 Fosfato 132 582 143 247
(59 - (268 - (75 - (152 -
296) 1155) 272) 400)
2 2 2 2 Hidroxido 337 569 171 100
(239 - | (462- | (117- | (59 -
476 ) 679) 251) 169 )
4 2 1 1 Fosfato 137 192 18 315
(47 - (88- | (4-75)| (174 -
397) 421) 571)
4 2 1 0,5 Fosfato 152 207 51 220
(82- | (100- | (21- | (125-
271) 428) 125) 388 )
4 2 1 2 Fosfato 113 230 23 267
(49 - (98- | (6-91) | (81-
263) 540) 877)
4 2 0,5 1 Fosfato 267 504 46 583
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(109 - | (300 - (15 - (330 -
656 ) 847) 134) 1030 )
4 2 2 1 Fosfato 87 118 24 214
(49 - (51 - (8-72) | (140 -
155 ) 278) 326 )
2 2 1 1 Fosfato 217 514 110 206
(132 - (332 - (66 - (141 -
355) 796) 183) 300)
2 2 1 0,5 Fosfato 105 381 90 206
(40 - (180 - (34 - (96 -
279) 808) 236) 445 )
2 2 1 2 Fosfato 155 374 53 502
(71 - (196 - (28 - (335 -
339 ) 713) 100) 752 )
2 2 0,5 1 Fosfato 224 358 43 624
(125 - (223 - (14 - (426 -
400) 577) 128) 914)
2 2 2 1 Fosfato 180 306 70 423
(113- | (190 - (34 - (258 -
288 ) 492) 146) 696 )
Las titulaciones bactericidas en suero fueron como sigue:
Cantidad de antigeno [lLg/closis) | Adyuvante de aluminio Titulacion de anticuerpa bactericida
A C W135 Y A C W135 Y
4 2 2 2 Fosfato 256-512 1024-2048 | 1024-2048 4096-8192
4 2 2 2 Hidroxido 1024-2048 | 266-512 | 1024-2048 | 1024-2048
2 2 2 2 Fosfato 512-1024 | 1024-2048 | 128-256 | 8192-18384
2 2 2 2 Hidréxido 256 1024-2048 266 512-1024
4 2 1 1 Fosfato 512-1024 2048 128 2048-4098
4 2 1 0.5 Fosfato 512-1024 1024-2048 128 2048-4098
4 2 1 2 Fosfato 512-1024 | 2048-4096 128 8192-16384
4 2 0.5 1 Fosfato 1024-2048 8192 2b6-512 8192-186384
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Cantidad de antigeno{.g/dosis) Adyuvante de aluminio Titulacion de anticuerpo bactericida

A Cc w135 Y A c W135 Y

4 2 2 1 Fosfato - 2048-4096 128 4098-8192
2 2 1 1 Fosfato 1024-2048 | 1024-2048 256 4096-8192
2 2 1 0,5 Fosfato 1024-2048 | 2048-4096 | 256-512 | 2048-4096
2 2 1 2 Fosfato 512-1024 | 1024-2048 128 8192-16384
2 2 0.5 1 Fosfato 1024-2048 2048 256-512 4096-8192
2 2 2 1 Fosfato 128-256 512-1024 64-128 1024-2048

Se realizé un segundo conjunto de experimentos usando una dosificacién de 2 ug/ml de sacdrido para MenA y
MenC, la mitad de la dosificacion para MenY, y un cuarto de dosificacién para MenW135. Las titulaciones de ELISA
fueron como sigue:
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Cantidad de antigene {ug/dosis) GMT ELISA {95% de intervalo de confianza)
Adyuvante de aluminio
A c Wi3s Y A c W13s Y
Fosfato 32 114 a9 397
{15-68) (53-246} {35-288) | (252-627)
2 2 2 2
Hidréxido 2086 163 138 141
(112-372) | (122-218) | (76-251) | (97-205)
Fosfato 96 238 42 315
(49-187) {101-561) [20-89) {(114-867)
2 2 1 0.5
Hidroxido 293 267 83 244
(144-597) | (158-451) | {43-163) | (152-392)
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Las titulaciones bactericidas en suero fueron como sigue:

]! v20L | ¥20L-2LS | ¥20L-ZLS | P2OL-ZiS - 8zl OpIXoIpIH .
960%-8702 | ¥20l Z15-952 zLs 8t02-720 | - 952 OjejsoA 50 : ¢ ¢
960%-8702 | P20l 216-952 | ¥201-2lS | 8v0e-¥20l | 8v02-+20! 21s OpIXoJpIH
8102 20l Z15-952 ZLs 8v02-¥201 v20lt 9g2-82! ojejso- ¢ ¢ ¢ ¢
gl6zve | Liezve 9SS LLD veLod LV 8€g8d A M 2 v
A SELM o) v (sisop/Br)ousbiue op pepnued
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L. Oligosacdridos MenA, W135 e Y conjugados

La tabla siguiente muestra datos relativos a conjugados MenA, MenW 135 y MenY apropiados para realizar com-
binacién de composiciones de la invencidn:
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A W135

GP tras seleccién
~ 16,6 21,9
por tamano

21,1

Relacion
. i 0,5 1,1
sacarido/proteina

0,7

KD 0,44 0,36

0,41

Sacarido libre 5% 10%

5%

Proteina libre < 2% < 2%

< 2%
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REIVINDICACIONES
1. Un kit que comprende: (a) sacdrido capsular conjugado de grupo serolégico A de N.meningitidis, en forma
liofilizada; y (b) sacdrido(s) capsular(es) de uno o mds grupos serolégicos C, W135 e Y de N.meningitidis, en forma
liquida.
2. El kit de la reivindicacion 1, en el que uno o més de los sacéridos de (b) estd conjugado a una proteina vehiculo.

3. El kit de 1la reivindicacién 2, en el que la proteina vehiculo es el toxoide de difteria CRMq;.

4. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en el que el sacarido capsular del grupo serolégico A de N.meningi-
tidis esta conjugado a una toxina o toxoide bacteriano.

5. El kit de la reivindicacion 4, en el que la toxina o toxoide bacteriano es toxoide de difteria, toxoide de tétanos o
el toxoide de difteria CRM, ;.

6. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en el que la conjugacién es mediante un procedimiento que implica
la introduccién de grupos amino en el sacdrido seguido de la derivatizacién con un diéster adipico y reaccién con la
proteina vehiculo.

7. El kit de cualquier reivindicacion precedente, en el que el sacdrido capsular conjugado del grupo serolégico A
de N.meningitidis tiene una relacién sacdrido:proteina (p/p) de entre 0,5:1 y 5:1.

8. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en el que uno o mas de los sacaridos estd adsorbido a un adyuvante
de hidréxido de aluminio.

9. El kit de cualquier reivindicacion precedente, en el que el componente (b) comprende un adyuvante de sal de
aluminio.

10. El kit de la reivindicacién 9, en el que el componente (b) comprende un adyuvante de fosfato de aluminio.
11. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en el que uno o mds de los sacaridos es un oligosacarido.

12. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en el que el sacdrido del grupo seroldgico A tiene un grado medio
de polimerizacién de entre 10 y 20.

13. El kit de cualquier reivindicacion precedente, en el que el componente (b) comprende un sacarido del grupo
serologico W135.

14. El kit de la reivindicacién 13, en el que el sacarido del grupo serolégico W135 sacdrido tiene un grado medio
de polimerizacién de entre 15 y 25.

15. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en el que el componente (b) comprende un sacarido del grupo
serolégico Y.

16. El kit de la reivindicacion 15, en el que el sacarido del grupo serolégico Y tiene un grado medio de polimeri-
zacién de entre 15 y 25.

17. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en el que el componente (b) comprende un sacarido del grupo
serolégico C.

18. El kit de la reivindicacién 17, en el que el sacdrido del grupo serolégico C tiene entre 12 y 22 unidades de
repeticion.

19. El kit de la reivindicacién 17 o reivindicacién 18, en el que la relacion (p/p) de sacarido del grupo serolégico
A al sacérido del grupo serolégico C es mayor que 1.

20. El kit de 1a reivindicacién 19, en el que la relacién (p/p) de sacarido del grupo serolégico A al grupo serolégico
C sacdrido es 2:1.

21. El kit de cualquier reivindicacion precedente, en el que los sacdridos de (b) estdn entre los grupos serologicos
C, W135 e Y de N.meningitidis.

22. El kit de la reivindicacién 21, en el que la relacién (p/p) para los sacdridos de los grupos seroldgicos A:C:
W135:Y es 2:1: 1:1.

23. El kit de cualquier reivindicacién precedente, en la forma de dos viales.
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24. El kit de cualquier reivindicacién precedente, que comprende ademds un antigeno de sacarido de Haemophilus
influenzae B.

25. El kit de cualquier reivindicacion precedente, en el que la dosis estd entre 5 y 20 ug por sacérido por dosis.

26. Un procedimiento para preparar una vacuna que comprende sacdridos capsulares conjugados de al menos dos
de los grupos serolégicos A, C, W135 e Y de N.meningitidis, que comprende una etapa de mezclar (i) un conjugado
liofilizado de sacarido capsular del grupo serolégico A de N.meningitidis con (ii) conjugado(s) en forma liquida de
capsular sacdrido(s) capsular(es) de uno o mds de los grupos serolégicos C, W 135 e Y de N.meningitidis.

27. El procedimiento de la reivindicacion 26, en el que los sacdridos de (ii) estdn entre los grupos seroldgicos C,
W135 e Y de N.meningitidis.

28. El procedimiento de la reivindicacién 27, en el que la relacién (p/p) para los sacaridos de los grupos serolégicos
A:C:W135:Y es 2:1:1:1.

29. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en el que los sacdridos estdn conjugados al
toxoide de difteria CRM, ;.

30. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en el que la conjugacién es mediante un
procedimiento que implica la introduccién de grupos amino en el sacédrido seguido de la derivatizacién con un diéster
adipico y reaccién con la proteina vehiculo.

31. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 30, en el que uno o mds de los sacdridos es 7
son un oligosacarido.

32. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 31, en el que uno o mas de los sacdridos estd
adsorbido a un adyuvante de hidréxido de aluminio.

33. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, en el que la vacuna comprende un adyuvante
de fosfato de aluminio.

34. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, en el que la vacuna comprende un antigeno
de sacarido de Haemophilus influenzae B, proteinas del grupo seroldgico B de N.meningitidis o preparaciones OMV.

35. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 34, en el que la dosis estd entre 5 y 20 ug por
sacarido por dosis.
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