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DESCRIPCION

Vacuna de conjugados meningocdcica.
Campo técnico

Esta invencion se refiere a vacunas contra Neisseria meningitidis. En particular, se refiere a vacunas basadas en
sacdridos capsulares conjugados de multiples serogrupos meningocdcicos.

Antecedentes de la técnica

Basandose en el polisacarido capsular del organismo se han identificado doce serogrupos de N. meningitidis (A, B,
C, H,LK,L,29E, W135,X,Y,yZ). El grupo A es el patégeno que estd implicado con mds frecuencia en enfermedades
epidémicas en el Africa subsahariana. Los serogrupos B y C son responsables de la inmensa mayoria de los casos en
EEUU y en la mayoria de los paises desarrollados. Los serogrupos W135 e Y son responsables del resto de casos en
EEUU y en los paises desarrollados.

Durante muchos afios se ha conocido una vacuna tetravalente de polisacdridos capsulares de los serogrupos A, C,
Y, y W135[1, 2]. Aunque es eficaz en adolescentes y adultos induce una baja respuesta inmunoldgica y su proteccién
tiene una duracién corta y no puede utilizarse con nifios [por ejemplo, referencia bibliografica 3] porque los polisacri-
dos son antigenos independientes de células T que inducen una débil respuesta inmunolégica que no puede reforzarse.
Los polisacaridos de esta vacuna no estan conjugados [4].

Las vacunas de conjugados contra el serogrupo C han sido aprobadas para su uso en seres humanos e incluyen
Menjugate™ [5], Meningitec™ y NeisVac-C™. Se conocen mezclas de conjugados de los serogrupos A+C [6-8] y se
han indicado mezclas de conjugados de los serogrupos A+C+W135+Y [9-13].

Aunque los conjugados meningocdcicos son muy conocidos ain no se han introducido en los programas de inmu-
nizacion pedidtrica existentes, que en los paises desarrollados implican, de forma tipica: la vacuna de la hepatitis B en
el momento del nacimiento; y, comenzando a los 2 meses, todas de difteria/tétanos/pertussis (D-T-P), conjugado de
H. influenzae de tipo b (Hib), poliovirus inactivo y conjugados de pneumococos a los 2 meses.

Sin embargo, cuando se afiaden vacunas de conjugados a los programas de inmunizacidn existentes, debe solucio-
narse la cuestion de la supresion epitdpica inducida por el vehiculo (o “supresion por el vehiculo”, como se conoce en
general), en particular la supresion que surge del cebado del vehiculo. La “supresion por el vehiculo” es el fendémeno
mediante el cual la preinmunizacién de un animal con una proteina vehiculo evita que posteriormente produzca una
respuesta inmunoldgica contra un nuevo epitopo antigénico que se presente sobre ese vehiculo [14].

Como se indica en la referencia bibliografica 15, cuando varios antigenos de vacuna contienen el mismo compo-
nente proteico (que se esté utilizando como inmundgeno y/o como proteina vehiculo en un conjugado), entonces existe
una posible interferencia entre estos antigenos. En la referencia bibliogréfica 15, la respuesta inmunolégica contra un
antigeno que estaba conjugado con un vehiculo de toxoide del tétanos (Tt) fue suprimida por la inmunidad preexistente
contre Tt.

La referencia bibliografica 16 indica cémo una combinacién de vacunas D-T-P con una vacuna de conjugado Hib
fue afectada de manera adversa cuando el vehiculo para ese conjugado Hib era el mismo que el antigeno del tétanos
de la vacuna D-T-P. Los autores concluyeron que este fendmeno de “supresién por el vehiculo”, que surge de la
interferencia por un vehiculo proteico habitual, deberfa tomarse en cuenta cuando se introducen vacunas que incluyan
muiltiples conjugados.

Por contraste con las referencias bibliograficas 15 y 16, la referencia bibliografica 17 indica que el cebado con el
toxoide del tétanos no tenia ninglin impacto negativo sobre la respuesta inmunoldgica contra un conjugado de Hib-
Tt administrado posteriormente, pero si se observo supresion en pacientes con anticuerpos anti-Tt adquiridos por
via materna. Sin embargo, en la referencia bibliografica 18, se indicé un efecto de “supresion epitdpica” para un
conjugado peptidico basado en Tt en pacientes con anticuerpos anti-Tt existentes como resultado de una vacunacién
contra el tétanos.

En la referencia bibliografica 19 se sugiere que un conjugado que tiene CRM197 (un mutante detoxificado de la
toxina de la difteria) como vehiculo puede ser ineficaz en nifios que no hayan recibido previamente la toxina de la
difteria como parte de una vacuna (por ejemplo, como parte de una vacuna D-T-P o D-T). Este trabajo se desarrollé
mas a fondo en la referencia bibliografica 20, en que se observé un efecto de cebado del vehiculo por una inmunizacién
D-T que persiste en la posterior inmunizacién con conjugados Hib.

En la referencia bibliografica 21, los autores descubrieron que una preinmunizacién con una proteina vehiculo de
toxoide del tétanos o de difteria reducia el aumento en los niveles de anticuerpos anti-Hib después de la posterior
inmunizacién con el sacarido capsular de Hib conjugado con estos vehiculos, siendo igualmente afectados IgG1 e
IgG2. También se suprimieron las respuestas a las porciones de vehiculo de los conjugados. Ademas, se observé una
supresion no especifica de epitopo mds general, asi como se observé que una preinmunizacién con un conjugado
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afectaba a las respuestas inmunoldgicas contra las porciones de vehiculo y de sacarido de un segundo conjugado que
se administra cuatro semanas mds tarde.

El uso de diferentes proteinas vehiculo en una tnica vacuna de conjugados pneumocdcica multivalente se indica
en la referencia bibliografica 22, utilizdndose multiples vehiculos para evitar la supresion por el vehiculo. Los autores
predicen que existe una carga mixima de proteina vehiculo que puede ser tolerada en una vacuna de conjugados multi-
valente sin que surja una interferencia negativa. En la referencia bibliografica 23 se indica que vacunas de conjugados
pneumocdcicas que incluyen proteinas vehiculo mezcladas produjeron, en paralelo a la respuesta antipneumocdcica,
unas respuestas de refuerzo no intencionadas contra los vehiculos.

En la referencia bibliogrédfica 24, una investigacion sobre si se podrian administrar refuerzos de difteria y de tétanos
con conjugados del serogrupo C meningocdcicos monovalentes, se descubrié que las valoraciones contra el conjugado
meningocdcico fueron menores cuando el vehiculo era un vehiculo de toxoide del tétanos y el paciente habia recibido
antes una inmunizacién con una vacuna que contenia tétanos.

Por 1ltimo, la referencia bibliografica 25 indica que “la exposicién anterior a la proteina vehiculo puede potenciar
o suprimir la respuesta de anticuerpos a los polisacaridos administrados en los conjugados de sacaridos-proteinas”.
Los conjugados utilizados en la referencia bibliografica 25 empleaban el toxoide del tétanos o el mutante CRM 197
como proteina vehiculo.

Por tanto, la situacién con respecto al cebado de vehiculos y/o la supresion por el vehiculo es confusa, y sigue sin
estar claro si cualquier conjugado concreto producird supresion por el vehiculo o se beneficiaria de una potenciacién
de cebado del vehiculo. Las vacunas de conjugados meningocdcicas no estaran en posicion para integrarse o afiadirse
a los programas de inmunizacién pedidtrica existentes hasta que se haya solucionado esta cuestion. Ademds, como
los conjugados meningocdcicos se administrardn como mezclas tetravalentes (es decir, cuatro conjugados diferentes),
entones el potencial de supresion por el vehiculo es ain mayor.

Ademds del problema del cebado con un vehiculo que tiene un impacto negativo sobre las respuestas inmunoldgicas
contra los conjugados de sacaridos, también puede ocurrir a la inversa, es decir, la inmunizacién con un conjugado
puede tener un impacto negativo sobre las respuestas inmunoldgicas contra el vehiculo [26].

El documento WO 03/094834 describe composiciones inmunogénicas que comprende (a) un antigeno de sacarido
capsular del serogrupo C de N. meningitidis, y (b) un adyuvante de quitosano. Se dice que las composiciones com-
prenden preferiblemente (c) uno o més antigenos diferentes y/o (d) uno o mas adyuvantes diferentes. Se dice que las
composiciones son particularmente adecuadas para la administracién mucésica, incluyendo la administracién intrana-
sal. El documento WO 03/094834 también describe composiciones inmunogénicas para la administracién mucésica
que comprenden sacdridos capsulares de al menos dos de los serogrupos A, C, W135 e Y de N. meningitidis. Se dice
que para los sacaridos capsulares en las composiciones de la invencidn, se prefiere que estén conjugados con una
proteina o proteinas vehiculo y/o que sean oligosacéridos. Se dice que los antigenos de olisacaridos conjugados son
particularmente preferidos.

Descripcion de la invencion

La referencia bibliografica 27 sugiere que la supresion por el vehiculo en vacunas de conjugados meningocdcicas
debe tratarse utilizando més de un tipo de proteina vehiculo. En particular, la referencia bibliografica 27 sugiere que la
proteina D de H. influenzae debe utilizarse como proteina vehiculo para conjugados meningocdcicos, siendo también
una posibilidad el toxoide del tétanos (Tt). Para evitar la supresion epitdpica, la proteina D también es el vehiculo
preferido en la referencia bibliografica 28. De forma similar, la referencia bibliografica 29 sugiere que las fimbrias de
Bordetella pertussis deberian utilizarse como vehiculo para evitar la supresion por el vehiculo en vacunas de conju-
gados multivalentes. Por contraste, la invencion emplea el toxoide del tétanos (Tt) como vehiculo para conjugados de
sacaridos meningocdcicos mezclados.

Ademas, la referencia bibliografica 27 también sugiere que las vacunas de conjugados meningocdécicas deben ad-
ministrarse al mismo tiempo que las vacunas D-T-P-Hib (por ejemplo, véase el ejemplo 3), de forma que no exista una
exposicion previa a la proteina vehiculo de los conjugados meningocécicos. Por contraste, ahora se ha descubierto que
los conjugados meningocdcicos pueden administrarse a pacientes incluso cuando éstos ya hayan recibido la proteina
vehiculo, en forma de un inmunégeno previo (por ejemplo, en una inmunizacién D-T-P o D-T) o como una proteina
vehiculo previa (por ejemplo, en una vacuna de conjugados Hib o de conjugados pneumocdcica). El estudio previo de
la supresion epitépica inducida por el vehiculo en vacunas de conjugados del serogrupo C monovalentes [24] no buscé
el efecto de la administracién anterior de conjugados, si la hubo.

Ademds, también en contraste con la referencia bibliografica 27, la capacidad de un paciente para producir una res-
puesta inmunolégica contra un conjugado meningocécico, incluso si ya ha recibido un conjugado diferente, contrasta
con la referencia bibliografica 21.

Por tanto, la invencién proporciona una composicién que comprende al menos dos de: (a) un conjugado de (i) el
sacarido capsular del serogrupo A de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; (b) un conjugado de (i) el sacarido
capsular del serogrupo C de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; (c) un conjugado de (i) el sacarido capsular
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del serogrupo W135 de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; y (d) un conjugado de (i) el sacarido capsular
del serogrupo Y de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos, para su uso en un procedimiento para inmunizar a
un paciente contra una enfermedad provocada por Neisseria meningitidis, que comprende la etapa de administrar al
paciente la composicion, habiendo sido el paciente preinmunizado con (a) un toxoide del tétanos y/o (b) un conjugado
de (i) un sacarido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos.

La invencién también proporciona el uso de al menos dos de: (a) un conjugado de (i) el sacarido capsular del
serogrupo A de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; (b) un conjugado de (i) el sacdrido capsular del serogrupo
C de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; (c) un conjugado de (i) el sacarido capsular del serogrupo W135
de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; y (d) un conjugado de (i) el sacérido capsular del serogrupo Y de N.
meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos, para la fabricacién de un medicamento para inmunizar a un paciente contra
una enfermedad provocada por Neisseria meningitidis, en el que el paciente ha sido preinmunizado con (a) un toxoide
del tétanos y/o (b) un conjugado de (i) un sacdrido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis, y (ii) un
toxoide del tétanos.

La enfermedad meningocdcica es preferiblemente meningitis, mds preferiblemente meningitis bacteriana, y lo mas
preferiblemente meningitis meningocdcica. Por tanto, la invencién puede utilizarse para proteger contra infecciones
meningocdcicas que provocan meningitis.

El paciente preinmunizado

El paciente que se va a inmunizar se ha preinmunizado con: (a) un toxoide del tétanos y/o (b) un conjugado de (i)
un sacérido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos. La preinmunizacién
tipica incluye: un antigeno del toxoide del tétanos; un conjugado de sacdrido capsular Hib que emplea un vehiculo
de toxoide del tétanos; y/o un conjugado de sacédrido capsular pneumocdécico que emplea un vehiculo de toxoide del
tétanos.

El paciente habrd recibido al menos una (por ejemplo, 1, 2, 3 6 mds) dosis del antigeno o antigenos de preinmu-
nizacion, y esta dosis (o la dosis mds temprana de muiltiples dosis) se habrd administrado al paciente al menos seis
(por ejemplo, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 36, 48, 60, 120, 180, 240, 300 o mds) meses antes de la inmunizacién con los
conjugados meningocdcicos segun la invencidon. En un grupo de pacientes preferido, la preinmunizacién se realizé a
los 3 afios desde el nacimiento, por ejemplo, a los 2 afios desde el nacimiento, al afio desde el nacimiento, a los seis
meses desde el nacimiento, o incluso a los 3 meses, 2 meses o un mes desde el nacimiento.

El paciente que se va a inmunizar segin la invencién serd, de forma tipica, un ser humano. El ser humano tiene, en
general, al menos un mes de edad, por ejemplo, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al menos 6
meses, al menos 2 afios, al menos 5 afios, al menos 11 afios, al menos 17 afios, al menos 40 afios, al menos 55 afios, etc.
Un grupo de pacientes preferido tiene al menos 6 meses de edad. Otro grupo de pacientes preferido estd en el grupo de
edad de 2-55 afos, y otro grupo de pacientes preferido estd en el grupo de edad de 11-55 afios. Otro grupo de pacientes
preferido tiene menos de 11 afios, por ejemplo 2-11 afios. Sin embargo, en todos los casos, independientemente de la
edad, el paciente habra sido preinmunizado como se define en la presente.

El paciente habrd recibido, de forma tipica, un toxoide del tétanos en forma del antigeno “T” en una inmunizacién
D-T-P o D-T. Estas inmunizaciones se administran, de forma tipica, a nifios y nifias recién nacidos con 2, 3 y 4 meses.
Cuando la inmunizacién incluye una vacuna de pertussis, esta vacuna puede ser una vacuna de pertussis de células
completas o celular (“Pw”) pero preferiblemente es una vacuna de pertussis acelular (“Pa”). La preinmunizacién
con vacunas Pa en general incluye uno, dos o tres de los siguientes antigenos de B. pertussis muy conocidos y bien
caracterizados: (1) el toxoide de pertussis (“PT”), detoxificado por medios quimicos o mediante mutagénesis dirigida
especifica de sitio, por ejemplo el mutante “9K/129G” [30]; (2) hemaglutinina filamentosa (“FHA”); (3) pertactina
(también denominada “proteina de la membrana externa de 69 kDa”). Las vacunas de pertussis acelulares también
pueden incluir aglutinégeno 2 y/o aglutindgeno 3. El antigeno “D” en una preinmunizacién D-T-P es, de forma tipica,
un toxoide de la difteria.

El paciente también, o como alternativa, habra recibido el toxoide del tétanos como la proteina vehiculo de un
conjugado de proteina-sacarido. Estos conjugados incluyen el conjugado Hib “PRP-T” [véase la tabla 14-7 de la
referencia bibliografica 31], por ejemplo los productos ActHIB™, OmniHIB™ e HIBERIX™. EI paciente también
ha podido ser preinmunizado con un conjugado meningocécico del serogrupo C (“MenC”). Los conjugados MenC
que emplean un vehiculo de toxoide del tétanos incluyen el producto NeisVac-C™. Sin embargo, preferiblemente el
paciente habra sido preinmunizado con un conjugado Hib y/o pneumocécico pero no con un conjugado MenC. Si el
paciente ha sido preinmunizado con un conjugado MenC, entonces la vacuna administrada segiin la invencién puede
0 no incluir un conjugado del serogrupo C.

Cuando la preinmunizacién se hubo realizado con un antigeno conjugado, entonces el paciente casi inevitablemente
también habra recibido una pequefia cantidad del toxoide del tétanos libre como resultado de una contaminacién
de bajo nivel del conjugado (por ejemplo, provocada por la hidrélisis del conjugado durante el almacenamiento),
pero esta pequefia cantidad, de forma tipica, no es la adecuada para proporcionar una respuesta inmunoldgica sig-
nificativa.
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El toxoide del tétanos es una proteina muy conocida y bien caracterizadas (por ejemplo, véase el capitulo 13 de la
referencia bibliografica 31] que puede obtenerse mediante la inactivacion de la endopeptidasa (“toxina del tétanos™)
producida por Clostridium tetani. La toxina puede tratarse para producir un toxoide que ya no es téxico pero que sigue
siendo antigénico y es capaz de estimular la produccién de anticuerpos antitoxina especificos después de una inyec-
cion. Los toxoides del tétanos preferidos son los preparados mediante un tratamiento con formaldehido. El toxoide del
tétanos puede obtenerse cultivando C. tetani en medio de crecimiento (por ejemplo, un medio Latham derivado de ca-
sefna bovina), seguido de un tratamiento con formaldehido, ultrafiltracién y precipitacioén. El material entonces puede
tratarse mediante un proceso que comprende la esterilizacién mediante filtracion y/o la didlisis. La expresion “toxoide
del tétanos”, tal como se emplea en la presente, incluye derivados del toxoide del tétanos que siguen presentando
reaccion cruzada inmunoldgica con el toxina del tétanos.

El resultado de la preinmunizacién es que el sistema inmunoldégico del paciente ha sido expuesto a los antigenos
de preinmunizacién. Esto significa en general que el paciente habrd generado una respuesta de anticuerpos anti-Tt (de
forma tipica para producir una valoracién anti-Tt > 0,01 IU/ml) y poseera linfocitos B y/o T de memoria especificos
para Tt, es decir, una preinmunizacién es adecuada, de forma tipica, para provocar una respuesta inmunolégica anti-Tt
anamnésica en el paciente. En una preinmunizacién en que Tt es un vehiculo para un sacarido dentro de un conjugado,
la preinmunizacién habréd generado una respuesta antisacdrido y el paciente poseerd linfocitos B y/o T de memoria
especificos para el sacdrido, es decir, la preinmunizacién es adecuada, de forma tipica, para provocar una respuesta
inmunoldgica antisacdrido anamnésica en el paciente. La preinmunizacién es preferiblemente adecuada para provocar
una inmunidad protectora en el paciente, por ejemplo, contra la enfermedad del tétanos o contra el organismo que
contiene el sacdrido, respectivamente.

Por tanto, los pacientes que van a inmunizar segin la presente invencién son diferentes de los pacientes en general,
puesto que son miembros de un subgrupo de la poblacién general cuyos sistemas inmunoldgicos ya han desarrolla-
do una respuesta inmunoldgica contra los antigenos de la preinmunizacién, de forma que la inmunizacién segin la
invencién con un conjugado meningocdcico que incluye un vehiculo de toxoide del tétanos provoca una respuesta
inmunoldgica diferente en el subgrupo que en pacientes que previamente no han desarrollado una respuesta inmuno-
l16gica contra los antigenos de la preinmunizacién. Los pacientes que han sido preinmunizados con Tt como vehiculo
de un conjugado (en particular de un conjugado Hib) son preferidos. Los pacientes particularmente preferidos se han
preinmunizado con Tt como vehiculo de un conjugado y también con Tt como inmunégeno no conjugado.

Ademds de haber sido preinmunizado con un toxoide del tétanos, en forma conjugada o no conjugada, el paciente
puede haber sido preinmunizado con otros antigenos. Estos antigenos incluyen, pero no se limitan a: un antigeno o
antigenos de pertussis (véase anteriormente); el toxoide de la difteria (véase anteriormente); Haemophilus influenzae
de tipo B (véase anteriormente); el antigeno de la superficie de la hepatitis B (HBsAg); poliovirus, como una vacuna
de poliovirus inactivada (IPV); Streptococcus pneumoniae (véase anteriormente); virus de la gripe; BCG; antigenos
del virus de la hepatitis A; virus del sarampion; virus de las paperas; virus de la rubéola; virus de la varicela; etc.

El paciente puede haber sido o no preinmunizado con uno o mds conjugados meningocécicos. En algunas realiza-
ciones preferidas, en el momento en que un paciente recibe por primera vez un conjugado meningocdcico, el paciente
ya ha sido preinmunizado con Tt. En otras realizaciones, un conjugado meningocdcico se administra a un paciente que
ya ha sido preinmunizado con (i) Tt y con (ii) un conjugado meningocdcico.

Los conjugados

La invencién inmuniza a pacientes con sacdridos conjugados. La conjugacién se emplea para potenciar la inmu-
nogenicidad de los sacdridos, puesto que los convierte de antigenos independientes de T en antigenos dependientes
de T permitiendo, con ello, el cebado para una memoria inmunolégica. La conjugacién es particularmente ttil para
vacunas pedidtricas (por ejemplo, referencia bibliogrédfica 32] y es una técnica muy conocida [por ejemplo, analizada
en las referencias bibliograficas 33 a 41].

La composicién utilizada segin la invencién comprende al menos dos conjugados meningocdcicos, en los que
cada conjugado comprende una proteina vehiculo de toxoide del tétanos (o su derivado), y el sacdrido capsular. Los
sacaridos capsulares se eligen de los serogrupos meningocdcicos A, C, W135 e Y, de forma que las composiciones
incluyen sacaridos de 2, 3 o los 4 serogrupos. Las composiciones especificas comprenden sacaridos de los serogrupos
Ay C; los serogrupos A 'y W135; los serogrupos A e Y; los serogrupos C y W135; los serogrupos C e Y; los serogrupos
W135 e Y; los serogrupos A 'y Cy W135; los serogrupos A 'y C e Y; los serogrupos A 'y W135 e Y; los serogrupos C y
W135 e Y; los serogrupos A 'y Cy W135 e Y. Las composiciones que incluyen sacdridos de los cuatro serogrupos son
las mds preferidas.

Los sacdridos capsulares de cada uno de estos cuatro serogrupos estan bien caracterizados. El sacdrido capsular
del serogrupo A meningocdcico es un homopolimero del N-acetil-D-manosamina-1-fosfato con enlaces (ol — 6),
con una O-acetilacién parcial en las posiciones C3 y C4. Los grupos acetilo pueden estar reemplazados por gru-
po bloqueantes para evitar la hidrdlisis [42], y estos sacdridos modificados siguen siendo sacaridos del serogrupo A
dentro del significado de la presente invencion. El sacarido capsular del serogrupo C es un homopolimero de acido
sidlico con enlaces (@2 — 9) (4cido N-acetilneuraminico o “NeuNac”). La mayoria de las cepas del serogrupo C
tienen grupos O-acetilo en C-7 y/o C-8 de los restos acido sidlico, pero aproximadamente 15% de los aislados cli-
nicos carecen de estos grupos O-acetilo [43, 44]. La estructura del sacdrido es escribe como — 9)-Neu p NAc 7/8
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OAc-(a2 —. El sacarido del serogrupo W135 es un polimero de unidades de dcido sidlico-disacdrido galactosa. Al
igual que el sacdrido del serogrupo C, tiene una O-acetilacién variable pero en las posiciones 7 y 9 del 4cido sidlico
[45]. La estructura se escribe como: — 4)D-Neup5Ac(7/90Ac)-a-(2—6)-D-Gal-a-(1—. El sacdrido del serogrupo Y
es similar al sacdrido del serogrupo W135, excepto que la unidad repetida de disacérido incluye glucosa en lugar de
galactosa. Como el serogrupo W 135, tiene una O-acetilacion variable en las posiciones 7 y 9 del 4cido sidlico [45]. La
estructura del serogrupo Y se escribe como: —4)D-NeupSAc(7/90Ac)-a-(2 — 6)-D-Glc-a-(1—.

Los sacaridos utilizados segun la invencién pueden estar O-acetilados como se describié anteriormente (por ejem-
plo, con el mismo patrén de O-acetilacién que el observado en sacdridos capsulares nativos), o pueden estar parcial o
totalmente des-O-acetilados en una o mas posiciones de los anillos de los sacaridos, o pueden estar hiper-O-acetilados
con relacién a los sacdridos capsulares nativos.

Los sacdridos utilizados segtin la invencién son preferiblemente mas cortos que los sacdridos capsulares nati-
vos que se observan en bacterias. Por tanto, los sacdridos estdn preferiblemente despolimerizados, produciéndose la
despolimerizacién después de la purificacién pero antes de la conjugacién. La despolimerizacién reduce la longitud
de la cadena de los sacdridos. Un procedimiento de despolimerizacién preferido implica el uso de perdxido de hi-
drégeno [9]. El peréxido de hidrégeno se afiade a un sacdrido (por ejemplo, para producir una concentracion final
de H,0, del 1%), y la mezcla después se incuba (por ejemplo, a aproximadamente 55°C) hasta que se logra la re-
duccién deseada en la longitud de la cadena. Otro procedimiento de despolimerizacién implica la hidrélisis dcida
[10]. Otros procedimientos de despolimerizacion son conocidos por los expertos en la técnica. Los sacaridos utili-
zados para preparar los conjugados para su uso seglin la invencién pueden obtenerse mediante cualquiera de estos
procedimientos de despolimerizacion. La despolimerizacion puede utilizarse para proporcionar una longitud de ca-
dena 6ptima para la inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de la cadena para la manipulacién fisica de los
sacdridos.

Las proteinas vehiculo tipicas para su uso en los conjugados son toxinas o toxoides bacterianos, como la toxina
de la difteria (o su mutante CRM,y,) y la toxina del tétanos. Otras proteinas vehiculo conocidas incluyen la proteina
de la membrana externa de N. meningitidis, péptidos sintéticos, proteinas de choque térmico, proteinas de pertussis,
citoquinas, linfoquinas, hormonas, factores del crecimiento, proteinas artificiales que comprenden epitopos de células
T CD4* humanos multiples de diversos antigenos derivados de patégenos, la proteina D de H. influenzae, la proteina
de la superficie PspA pneumocdcica, proteinas de captacion de hierro, la toxina A o B de C. difficile, etc. Sin embargo,
segun la invencidn, los conjugados meningocdcicos incluyen una proteina vehiculo de toxoide del tétanos. Se prefiere
la conjugacién covalente.

Es posible utilizar mds de una proteina vehiculo en las composiciones. Por tanto, pueden utilizarse diferentes
proteinas vehiculo para diferentes serogrupos, por ejemplo, los sacdridos del serogrupo A pueden estar conjugados
con Tt, mientras que los sacdridos del serogrupo C pueden estar conjugados con Dt. También es posible utilizar mas
de una proteina vehiculo para un antigeno de sacarido particular, por ejemplo, los sacaridos del serogrupo A pueden
estar en dos grupos, algunos conjugados con Tt y otros conjugados con Dt. En general, sin embargo, se prefiere utilizar
la misma proteina vehiculo para todos los sacdridos meningocdécicos en la composicidn, y mds preferiblemente para
todos los sacdridos (es decir, incluyendo cualquier conjugado no meningocdcico que pueda estar presente). Se prefiere
que las composiciones de la invencién no incluyan ninguna proteina vehiculo de toxoide de la difteria.

Una tnica proteina vehiculo puede portar mas de un antigeno de sacarido [46]. Por ejemplo, una tnica proteina
vehiculo puede conjugarse con sacaridos de los serogrupos A y C. Para conseguir este objetivo, los sacdridos pueden
mezclarse antes de la reaccién de conjugacion. Sin embargo, en general se prefiere tener conjugados separados para
cada serogrupo. Los conjugados preferiblemente se mezclan para producir sustancialmente una proporcién de 1:1:1:1
(medida como la masa del sacérido), por ejemplo, la masa del sacdrido de cada serogrupo estd dentro del +£10% entre
si. Una cantidad tipica de antigeno meningocdcico por serogrupo en una composicioén es entre 1 ug 'y 20 ug, por
ejemplo entre 2 y 10 ug por serogrupo, o aproximadamente 4 ug. Como alternativa a una proporcién de 1:1:1:1 puede
utilizarse una dosis doble de serogrupo A (2:1:1:1).

Los conjugados con una proporcién de sacarido:proteina (en p/p) de entre 1:15 (es decir, un exceso de proteina)
y 15:1 (es decir, un exceso de sacdrido), preferiblemente entre 1:10 y 10:1, mds preferiblemente entre 1:5 y 5:1, se
prefieren. Se prefiere un exceso de proteina vehiculo. Los conjugados con una proporcion de sacdrido:proteina de
aproximadamente 1:12 o aproximadamente 1:6 o aproximadamente 1:3 se prefieren.

Los conjugados pueden utilizarse junto con la proteina vehiculo libre [47]. Sin embargo, cuando una proteina
vehiculo dada estd presente en forma libre y conjugada en una composicién de la invencién, la forma no conjugada
preferiblemente no es mas del 5% de la cantidad total de proteina vehiculo en la composicién como un todo, y mds
preferiblemente estd presente en menos del 2% en peso. De forma similar, el sacarido conjugado preferiblemente no
es mds del 15% en peso de la cantidad total de sacdrido.

Puede utilizarse cualquier reaccién de conjugacién adecuada, con cualquier conector adecuado cuando sea nece-
sario.

El sacérido, de forma tipica, estard activado o funcionalizado antes de la conjugacion. La activacién puede impli-
car, por ejemplo, reactivos cianilantes como CDAP (por ejemplo, tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilaminopiridinio
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[48, 49, etc.]). Otras técnicas adecuadas emplean carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano, acido p-nitro-
benzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; véase también la introduccién a la referencia bibliogréfica
39.

Los enlaces a través del grupo conector pueden formarse utilizando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo
los procedimientos descritos en las referencias bibliograficas 50 y 51. Un tipo de enlace implica la aminacién reductora
del polisacérido, el acoplamiento del grupo amino resultante con un extremo de un grupo conector de 4cido adipico,
y después el acoplamiento de la proteina al otro extremo del grupo conector de acido adipico [37, 52, 53]. Otros
conectores incluyen B-propionamido [54], nitrofeniletilamina [55], haluros de haloacilo [56], enlaces glicosidicos
[57], 4cido 6-aminocaproico [58], ADH [59], restos C4 a Cy, [60], etc. Como alternativa a la utilizacién de un conector
puede utilizarse un enlace directo. Los enlaces directos a la proteina pueden comprender la oxidacién del polisacérido,
seguido de una aminacién reductora con la proteina como se describe, por ejemplo, en las referencia bibliograficas 61
y 62.

Se prefiere un proceso que implica la introduccién de grupos amino en el sacdrido (por ejemplo reemplazando
los grupos =0 terminales por -NH,), seguido de la derivatizacién con un diéster adipico (por ejemplo, diéster N-
hidroxisuccinimidico del 4cido adipico) y la reaccién con la proteina vehiculo.

En un procedimiento de conjugacion preferido se hace reaccionar un sacdrido con dihidrazida del 4cido adipico.
Para el serogrupo A, en esta etapa también puede afiadirse una carbodiimida. Después de un periodo de reaccion se
afiade cianoborohidruro de sodio. Entonces puede prepararse el sacdrido derivatizado, por ejemplo mediante ultrafil-
tracion. El sacarido derivatizado entonces se mezcla con la proteina vehiculo (por ejemplo, con un toxoide del tétanos)
y se afiade carbodiimida. Después de un periodo de reaccién el conjugado puede recuperarse. Otros detalles de es-
te procedimiento de conjugacién pueden encontrarse en la referencia bibliogrifica 10. Los conjugados que pueden
obtenerse mediante este procedimiento son conjugados preferidos para su uso segun la invencién, por ejemplo los
conjugados que comprenden un vehiculo de toxoide del tétanos y un conector de dcido adipico.

Los conjugados se preparan preferiblemente por separado y después se mezclan. Después del mezclado, la con-
centracién de los conjugados mezclados puede ajustarse, por ejemplo con disolucién salina tamponada con fosfato,
estéril y apirégena. Cada conjugado, antes del mezclado, contiene preferiblemente no mds de 15 pg de vehiculo.

El resultado de administrar los conjugados meningocdcicos segun la invencidn preferiblemente es que, para cada
serogrupo administrado, el paciente genera una respuesta de anticuerpos bactericidas séricos (SBA), siendo el aumento
en la valoracién de SBA (comparado con el paciente preinmunizado antes de recibir los conjugados meningocdcicos
mezclados) de al menos 4 veces y preferiblemente de al menos 8 veces. El ensayo de SBA es una correlaciéon patrén
para la proteccién meningocécica. En la referencia bibliografica 63 se ofrecen mas detalles acerca de las correlaciones
seroldgicas para las vacunas meningocdcicas.

Otros componentes antigénicos de las composiciones utilizadas segin la invencion

Ademds de los conjugados meningocdcicos, las composiciones utilizadas segiin la invencidon pueden incluir opcio-
nalmente 1, 2 o 3 de los siguientes antigenos adicionales:

1. Un sacdrido capsular conjugado de S. pneumoniae [por ejemplo, el capitulo 23 de la referencia bibliografica 31;
referencias bibliograficas 64-66]. Se prefiere incluir sacdridos de mas de un serotipo de S. pneumoniae. Por ejemplo,
las mezclas de polisacaridos de 23 serotipos diferentes se emplean ampliamente, al igual que las vacunas de conju-
gados con polisacdridos de entre 5 y 11 serotipos diferentes [67]. Por ejemplo, PrevNar™ [68] contiene antigenos
de siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) estando cada sacarido conjugado individualmente con CRM197
mediante aminacion reductora, con 2 ug de cada sacarido por dosis de 0,5 ml (4 ug del serotipo 6B), y estando los
conjugados adsorbidos sobre un adyuvante de fosfato de aluminio. Cuando se incluyen conjugados pneumocdécicos en
composiciones para su uso con la invencion, la composicién preferiblemente incluye al menos los serotipos 6B, 14,
19F y 23F.

2. Un sacdrido capsular conjugado de H. influenzae B [por ejemplo, capitulo 14 de la referencia bibliografica 31].
La proteina vehiculo para el conjugado puede ser un toxoide del tétanos, CRM 197, Dt, o un complejo de la membrana
externa de N. meningitidis. El resto sacdrido del conjugado puede ser un polisacdrido (por ejemplo, polirribosilribitol
fosfato (PRP) de longitud completa) pero se prefiere despolimerizar los polisacaridos capsulares para formar oligosa-
céridos (por ejemplo, PM de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 kDa). Un conjugado Hib preferido comprende
un oligosacdrido unido covalentemente a CRM197 o Tt a través de un conector de acido adipico [69, 70]. La adminis-
tracion del antigeno Hib preferiblemente produce una concentracién de anticuerpo anti-PRP de >0,15 pg/ml, y més
preferiblemente >1 pg/ml. Cuando una composicién incluye un antigeno de sacarido Hib, preferiblemente no inclu-
ye también un adyuvante de hidréxido de aluminio. Si la composicién incluye un adyuvante de fosfato de aluminio,
entonces el antigeno Hib puede adsorberse sobre el adyuvante [71] o puede no adsorberse [27]. La prevencién de la
adsorcion puede lograrse seleccionando el pH correcto durante el mezclado del antigeno/adyuvante, un adjuvante con
un punto de carga cero apropiado, y un orden de mezclado apropiado para los diversos antigenos diferentes en una
composicioén [72].

3. Un antigeno proteico del serogrupo B de Neisseria meningitidis [por ejemplo, la referencia bibliografica 73].
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La composicién puede comprender uno o mds de estos otros antigenos.
Estos antigenos pueden o no adsorberse sobre una sal de aluminio.

Si los conjugados meningocdécicos se van a a administrar en una serie de dosis, entonces ninguna, alguna o todas
las dosis pueden incluir estos antigenos adicionales.

Las composiciones que contienen los conjugados meningocdécicos preferiblemente no incluyen el toxoide de la
difteria. Preferiblemente no incluyen antigenos de pertussis. Preferiblemente no incluyen antigeno de la superficie del
virus de la hepatitis B. Preferiblemente no incluyen poliovirus. Una composicién contiene preferiblemente no mas de
50 ug del toxoide del tétanos por conjugado meningocdcico, y mds preferiblemente no mas de 50 ug del toxoide del
tétanos para todos los conjugados meningocdcicos combinados.

La composicion de vacuna

La composicién utilizada segtn la invencidn incluird, de forma tipica, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Estos vehiculos incluyen cualquier vehiculo que no induce en si mismo la produccién de anticuerpos perjudiciales para
el individuo que recibe la composicién. Los vehiculos adecuados son, de forma tipica, macromoléculas grandes que
se metabolizan con lentitud, como proteinas, polisacaridos, poli(4dcidos l4cticos), poli(4cidos glicélicos), aminodcidos
poliméricos, copolimeros de aminodcidos, sacarosa, trehalosa, lactosa, y agregados lipidicos (como gotas de aceite o
liposomas). Estos vehiculos son muy conocidos por los expertos en la técnica. Las vacunas también pueden contener
diluyentes, como agua, disolucién salina, glicerol, etc. Ademads, pueden estar presentes sustancias auxiliares, como
agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares. La disolucion salina fisiolgica
tamponada con fosfato, estéril y apirégena es un vehiculo tipico. En la referencia bibliografica 74 esta disponible un
analisis exhaustivo de vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones utilizadas segtn la invencién pueden incluir un antimicrobiano, en particular si estdn envasadas
en un formato de miiltiples dosis.

Las composiciones utilizadas segun la invencién pueden comprender un detergente, por ejemplo Tween (polisor-
bato), como Tween 80. Los detergentes estdn presentes en general a niveles bajos, por ejemplo <0,01%.

Las composiciones utilizadas segtin la invencién pueden incluir sales sdédicas (por ejemplo, cloruro de sodio y/o

fosfato de sodio). Estas pueden utilizarse para la tonicidad. Una concentracién de 10 + 2 mg/ml de NaCl es tipica, por
ejemplo aproximadamente 8,8 mg/ml. Una concentracion de 1,2 mg/ml de fosfato de sodio es tipica.

Las composiciones utilizadas segin la invencion en general incluirdn un tampdn, por ejemplo un tamp6n fosfato.

Las composiciones utilizadas segtin la invencién pueden comprender un alcohol de aziicar (por ejemplo, manitol)
o un disacérido (por ejemplo, sacarosa o trehalosa), por ejemplo a aproximadamente 15-30 mg/ml (por ejemplo, 25
mg/ml), en particular si se van a liofilizar o si incluyen un material que se ha reconstituido a partir de un material liofi-
lizado. Sin embargo, las composiciones preferidas no estan liofilizadas, es decir, todos los conjugados meningocécicos
estdn presentes en forma acuosa, desde la etapa del envasado a la etapa de la administracion.

Las composiciones en general se administrardn directamente al paciente. La administracion directa puede ser por
inyeccidn parenteral (por ejemplo, por via subcutdnea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular o hacia el espacio
intersticial de un tejido), o por via rectal, oral, vaginal, tépica, transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar u
otra via de administracién mucésica. La administracién intramuscular (por ejemplo, en el muslo o en el antebrazo) se
prefiere. La inyeccién puede realizarse mediante una aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica) pero como alternativa
puede utilizarse una inyeccidn sin aguja. Una dosis intramuscular tipica es de 0,5 ml.

Los conjugados meningocdcicos de multiples serogrupos se administran mezcladas en una tinica composicion. La
composicién puede administrarse como una dosis tnica, o puede administrarse mas de una vez en un programa de
dosis miiltiples. Las dosis multiples pueden utilizarse en un programa de inmunizacién primaria y/o en un programa
de inmunizacidén de refuerzo. Tras un programa de dosis primaria se puede realizar un programa de dosis de refuerzo
de los conjugados meningocécicos. Puede determinarse de la forma habitual un tiempo adecuado entre las dosis de
cebado (por ejemplo, entre 4-16 semanas) y entre el cebado y el refuerzo. Los conjugados pueden administrarse de
modo conveniente al mismo tiempo que otras vacunas, por ejemplo, al mismo tiempo que una vacuna D-T-P, o al
mismo tiempo que una vacuna de conjugado pneumocdcico, o al mismo tiempo que una vacuna de la gripe, o al
mismo tiempo que una vacuna MMR o MMRV. Estas vacunas en general se administrardn por separado pero durante
la misma visita al doctor.

Las infecciones bacterianas pueden afectar a diversas dreas del cuerpo vy, asi, las composiciones pueden prepararse
en diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, en disoluciones o en suspen-
siones liquidas. También pueden prepararse formas sélidas adecuadas para la disolucién o la suspension en vehiculos
liquidos antes de la inyeccion (por ejemplo, una composicion liofilizada). La composicién puede prepararse para la
administracién tépica, por ejemplo como un ungiiento, una crema o un polvo. La composicién puede prepararse para
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la administracién oral, por ejemplo como un comprimido o una cdpsula, o como un jarabe (opcionalmente aromati-
zado). La composicién puede prepararse para la administracién pulmonar, por ejemplo como un inhalador, utilizando
un polvo fino o un pulverizado. La composicién puede prepararse como un supositorio o un pesario. La composicién
puede prepararse para la administracion nasal, aural u ocular, por ejemplo como un pulverizado, gotas, un gel o un
polvo [por ejemplo, las referencias bibliograficas 75 y 76]. Sin embargo, en general los conjugados meningocécicos
se formulan para la inyeccién intramuscular.

Las composiciones utilizadas segtin la invencién pueden o no incluir un adyuvante de vacuna. Los adyuvantes que
pueden utilizarse en las composiciones de la invencion incluyen, pero no se limitan a:

A. Composiciones que contienen minerales

Las composiciones que contienen minerales adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencidén incluyen sa-
les minerales, como sales de aluminio y sales de calcio. La invencién incluye sales minerales, como hidréxidos (por
ejemplo, oxihidréxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por ejemplo, véanse los
capitulos 8 y 9 de la referencia bibliografica 77] o mezclas de diferentes compuestos minerales, tomando los compues-
tos cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, forma cristalina, amorfa, etc.), y siendo preferida la adsorcion. Las
composiciones que contienen minerales también pueden formularse como una particula de sal metdlica [78].

Los fosfatos de aluminio se prefieren particularmente, y un adyuvante tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo
con una proporcién molar de PO,/Al de entre 0,84 y 0,92, incluido a aproximadamente 0,6 mg de Al**/ml. Puede uti-
lizarse una adsorcién con una dosis baja de fosfato de aluminio, por ejemplo, entre 50 y 100 ug de AI** por conjugado
por dosis. Cuando una composicién incluye conjugados de miltiples especies bacterianas, entonces no es necesario
que todos los conjugados se adsorban.

B. Emulsiones de aceite

Las composiciones de emulsiones de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
emulsiones de escualeno-agua, como MF59 [capitulo 10 de la referencia bibliografica 77; véase también la referencia
bibliogréfica 79] (escualeno al 5%, Tween 80 al 0,5%, y Span 85 al 0,5%, formulados en particulas submicrénicas
utilizando un microfluidificador). También puede utilizarse adyuvante de Freund completo (CFA) y adyuvante de
Freund incompleto (IFA).

C. Formulaciones de saponina [capitulo 22 de la referencia bibliogrdfica 77]

Las formulaciones de saponina también pueden utilizarse como adyuvantes en la invencién. Las saponinas son un
grupo heter6logo de glicésidos de esterol y glicdsidos de triterpenoides que se encuentran en la corteza, las hojas,
los tallos, las raices e incluso las flores de una amplia gama de especies vegetales. La saponina de la corteza del
arbol Quillaia saponaria Molina se ha estudiado a fondo como adyuvante. La saponina también puede obtenerse en
el mercado a partir de Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophila paniculata (velo de novia) y Saponaria officinalis
(hierba jabonera). Las formulaciones de adyuvantes de saponina incluyen formulaciones purificadas, como QS21, asi
como formulaciones lipidicas, como ISCOM. QS21 se comercializa como Stimulon™,

Las composiciones de saponina se han purificado utilizado HPLC y RP-HPLC. Se han identificado las fracciones
purificadas especificas que emplean estas técnicas, incluyendo QS7, QS 17, QS 18, QS21, QH-A, QH-B y QH-C.
Preferiblemente, la saponina es QS21. Un procedimiento para producir QS21 se describe en la referencia bibliografica
80. Las formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol, como un colesterol [81].

Las combinaciones de saponina y colesteroles pueden utilizarse para formar particulas exclusivas denominadas
complejos inmunoestimulantes (ISCOM) [capitulo 23 de la referencia bibliografica 77]. Los ISCOM también incluyen
de forma tipica un fosfolipido, como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Cualquier saponina conocida puede
utilizarse en los ISCOM. Preferiblemente, los ISCOM incluyen uno o mas de QuilA, QHA y QHC. Los ISCOM se
describen mas a fondo en las referencias bibliograficas 81-83. Opcionalmente, los ISCOM pueden estar exentos de
otro detergente [84].

En las referencias bibliogrdficas 85 y 86 puede encontrarse un andlisis del desarrollo de adyuvantes basados en
saponina.

D. Virosomas y particulas de tipo virico

Los virosomas y las particulas de tipo virico (“virus-like particles”, VLP) también pueden utilizarse como adyuvan-
tes en la invencion. Estas estructuras contienen en general una o mds proteinas de un virus opcionalmente combinadas
o formuladas con un fosfolipido. En general no son patdgenas, no se replican y en general no contienen ninguna parte
del genoma virico nativo. Las proteinas viricas pueden producirse de modo recombinante o aislarse de virus comple-
tos. Estas proteinas viricas adecuadas para su uso en virosomas o VLP incluyen proteinas derivadas del virus de la
gripe (como HA o NA), virus de la hepatitis B (como proteinas del nicleo o de la capsida), virus de la hepatitis E,
virus del sarampion, virus Sindbis, rotavirus, virus de la enfermedad del pie y la boca, retrovirus, virus Norwalk, virus
del papiloma humano, VIH, ARN-fagos, QB-fagos (como proteinas de la envuelta), GA-fago, fr-fago, fago AP205, y
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Ty (como la proteina p1 del retrotransposén de Ty). Las VLP se analizan mds a fondo en las referencias bibliograficas
87-92. Los virosomas se analizan mds a fondo, por ejemplo, en la referencia bibliogrifica 93.

E. Derivados bacterianos o microbianos

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencién incluyen derivados bacterianos o microbianos, como deri-
vados no téxicos del lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), derivados del lipido A, oligonucle6tidos inmunoestimu-
lantes y toxinas de ADP-ribosilante y sus derivados detoxificados.

Los derivados no téxicos de LPS incluyen el monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O- desacilado (3dMPL).
El 3dMPL es una mezcla de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas. Una forma de
“particula pequefia” preferida del monofosforil lipido A 3-des-O-acetilado se describe en la referencia bibliografica
94. Estas “particulas pequefias” de 3dMPL son lo suficientemente pequefias para poder esterilizarse por filtracion a
través de una membrana de 0,22 um [94]. Otros derivados de LPS no tdéxicos incluyen miméticos del monofosforil
lipido A, como derivados de aminoalquil glucosaminida fosfato, por ejemplo RC-529 [95, 96].

Los derivados del lipido A incluyen derivados del lipido A de Escherichia coli, como OM-174. E1 OM-174 se
describe, por ejemplo, en las referencias bibliogréficas 97 y 98.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen se-
cuencias de nucledtidos que contienen un motivo CpG (una secuencia dinucleotidica que contiene una citosina no
metilada unida mediante un enlace fosfato a una guanosina). También se ha demostrado que los ARN bicatenarios y
los oligonucleédtidos que contienen secuencias palindrémicas o poli(dG) son inmunoestimulantes.

Los CpG pueden incluir modificaciones/andlogos de nucleétidos, como modificaciones de fosforotioato, y pue-
den ser bicatenarios o monocatenarios. Las referencias bibliograficas 99, 100 y 101 describen posibles sustituciones
de andlogos, por ejemplo, la sustitucion de guanosina por 2’-desoxi-7-desazaguanosina. El efecto adyuvante de los
oligonucleétidos CpG se analiza mds a fondo en las referencias bibliograficas 102-107.

La secuencia CpG puede dirigirse a TLR9, como el motivo GTCGTT o TTCGTT [108]. La secuencia CpG puede
ser especifica para inducir una respuesta inmunologica Thl, como CpG-A ODN, o puede ser mds especifica para
inducir una respuesta de células B, como CpG-B ODN. Los CpG-A y CpG-B ODN se analizan en las referencias
bibliograficas 109-111. Preferiblemente, el CpG es un CpG-A ODN.

Preferiblemente, el oligonucleétido CpG se construye de tal forma que el extremo 5’ es accesible para el recono-
cimiento de receptores. Opcionalmente, dos secuencias de oligonucleétidos CpG pueden estar unidas en sus extremos
3’ para formar “inmunémeros”. Véase, por ejemplo, las referencias bibliograficas 108 y 112-114.

Las toxinas ADP-ribosilantes bacterianas y sus derivados detoxificados pueden utilizarse como adyuvantes en la
invencién. Preferiblemente, la proteina se deriva de E. coli (enterotoxina termolébil de E. coli, “LT”), c6lera (“CT”)
o pertussis (“PT”). El uso de toxinas ADP-ribosilantes detoxificadas como adyuvantes mucdsicos se describe en
la referencia bibliografica 115, y como adyuvantes parenterales en la referencia bibliografica 116. La toxina o el
toxoide estd preferiblemente en forma de una holotoxina, comprendiendo ambas subunidades A y B. Preferiblemente,
la subunidad A contiene una mutacién detoxificante; preferiblemente, la subunidad B no estd mutada. Preferiblemente,
el adyuvante es un mutante de LT detoxificado, como LT-K63, LT-R72, y LT-G192. el uso de toxinas ADP-ribosilantes
y sus derivados detoxificados, en particular LT-K63 y LT-R72, como adyuvantes puede encontrarse en las referencias
bibliogréficas 117-124. La referencia numérica para las sustituciones de aminodcidos se basa preferiblemente en el
alineamiento de las subunidades A y B de las toxinas ADP-ribosilantes indicadas en la referencia bibliografica 125.

F. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para su uso como adyuvantes en esta invencion incluyen citoqui-
nas, como interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [126], etc.) [127], interferones (por
ejemplo, interferén-y), factor estimulante de colonias de macréfagos, y factor de necrosis tumoral.

G. Bioadhesivos y mucoadhesivos

Los bioadhesivos y los mucoadhesivos también pueden utilizarse como adyuvantes en la invencién. Los bioad-
hesivos adecuados incluyen microesferas de acido hialurénico esterificado [128] o mucoadhesivos, como derivados
reticulados de poli(dcido acrilico), poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, polisacéridos y carboximetilcelulosa. El
quitosano y sus derivados también pueden utilizarse como adyuvantes en la invencién [129].

H. Microparticulas

Las microparticulas también pueden utilizarse como adyuvantes en la invencién. Las microparticulas (es decir,
una particula con un didmetro de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 150 um, més preferiblemente con
un didmetro de aproximadamente 200 nm a aproximadamente 30 ym, y lo mas preferiblemente con un didmetro de
aproximadamente 500 nm a aproximadamente 10 um) formadas con materiales que son biodegradables y no t6xicos
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(por ejemplo, un poli(e-hidroxidcido), un poli(acido hidroxibutirico), un poliortoéster, un polianhidrido, una polica-
prolactona, etc.), con poli(lactida-co-glicélido) son preferidas, y opcionalmente estdn tratadas para que tengan una
superficie cargada negativamente (por ejemplo, con SDS) o una superficie cargada positivamente (por ejemplo, con un
detergente catiénico, como CTAB).

1. Liposomas (capitulos 13 y 14 de la referencia bibliogrdfica 77)

Los ejemplos de formulaciones de liposomas adecuados para su uso como adyuvantes se describen en las referen-
cias bibliogréficas 130-132.

J. Formulaciones de polioxietilén éter y polioxietilén éster

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencidn incluyen polioxietilén éteres y polioxietilén ésteres [133].
Estas formulaciones incluyen ademads tensioactivos de polioxietilén sorbitdn éster en combinacién con un octoxinol
[134], asi como tensioactivos de polioxietilén alquil éter o éster en combinacién con al menos otro tensioactivo no idni-
co, como octoxinol [135]. Los polioxietilén éteres preferidos se seleccionan del siguiente grupo: polioxietilen-9-lauril
éter (laureth- 9), polioxietilen-9-esteoril éter, polioxietilen-8-esteoril éter, polioxietilen-4-lauril éter, polioxietilen-35-
lauril éter, y polioxietilen-23-lauril éter.

L. Péptidos de muramilo

Los ejemplos de péptidos de muramilo adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen N-
acetilmuramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetilnormuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), y N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1,2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)etilamina M TP-
PE.

K. Polifosfaceno (PCPP)
Las formulaciones de PCPP se describen, por ejemplo, en las referencias bibliogréficas 136 y 137.
M. Compuestos de imidazoquinolona

Los ejemplos de compuestos de imidazoquinolona adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién inclu-
yen imiquamod y sus homoélogos (por ejemplo, “Resiquimod 3M”), descritos mds a fondo en las referencias 138 y
139.

N. Compuestos de tiosemicarbazona

Los ejemplos de compuestos de tiosemicarbazona, asi como los procedimientos para formular, fabricar y selec-
cionar compuestos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen los descritos en la referencia
bibliogréfica 140. Las tiosemicarbazonas son particularmente eficaces para la estimulacién de células mononucleares
de sangre periférica humanas para la produccién de citoquinas, como TNF-a.

O. Compuestos de triptantrina

Los ejemplos de compuestos de triptantrina, asi como los procedimientos para formular, fabricar y seleccionar
compuestos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen los descritos en la referencia bibliogra-
fica 141. Los compuestos de triptantrina son particularmente eficaces para la estimulacién de células mononucleares
de sangre periférica humanas para la produccién de citoquinas, como TNF-a.

La invencién también puede comprender combinaciones de aspectos de uno o més de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, las siguientes composiciones de adyuvantes pueden utilizarse en la invencion: (1) una
saponina y una emulsién de aceite en agua [142]; (2) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no téxico
(por ejemplo, 3dMPL) [143]; (3) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no téxico (por ejemplo,
3dMPL) + colesterol; (4) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un esterol) [144];
(5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua [145]; (6) SAF, que contiene
escualeno al 10%, Tween 80™ al 0,4%, polimero en bloque plurénico L121 al 5%, y thr-MDP, microfluidificado
en una emulsién submicrénica o agitado en voértice para generar una emulsion de tamafio de particula mayor; (7) el
sistema adyuvante Ribi™ (RAS) (Ribi Immunochem) que contiene escualeno al 2%, Tween 80 al 0,2%, y uno o mds
componentes de la pared de células bacterianas del grupo que consiste en monofosforil lipido A (MPL), dimicolato de
trehalosa (TDM), y esqueleto de la pared celular (CWS), preferiblemente MPL + CWS (Detox™); (8) una o mds sales
minerales (como un sal de aluminio) + un derivado no téxico de LPS (como 3dMPL); y (9) una o mds sales minerales
(como una sal de aluminio) + un oligonucle6tido inmunoestimulante (como una secuencia de nucleétidos que incluye
un motivo CpG).

Otras sustancias que actiian como agentes inmunoestimulantes se describen en el capitulo 7 de la referencia biblio-
gréfica 77.
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El uso de un adyuvante de hidréxido de aluminio o de fosfato de aluminio se prefiere particulamente, y los con-
jugados en general se adsorben sobre estas sales [por ejemplo, los ejemplos 7 y 8 de la referencia bibliogréifica 9; el
ejemplo J de la referencia bibliografica 10]. También es posible el mezclado con sales de aluminio sin adsorcién [27,
72]. El fosfato de calcio es otro adyuvante preferido. Los conjugados pueden mezclarse con los adyuvantes (y opcio-
nalmente adsorberse sobre éstos) por separado y después los conjugados pueden mezclarse entre si, o los conjugados
pueden mezclarse entre si y después mezclarse con el adyuvante.

El pH de las composiciones utilizadas segtin la invencién es preferiblemente entre 6 y 8, preferiblemente aproxi-
madamente 7. Un pH estable puede mantenerse mediante el uso de un tamp6n. Cuando una composicién comprende
una sal de hidréxido de aluminio, se prefiere utilizar un tampén de histidina [146]. La composicién puede ser estéril
y/o apirégena. Las composiciones puede ser isotdnicas con respecto a los seres humanos.

Las composiciones pueden incluir un conservante (por ejemplo, tiomersal, 2-fenoxietanol), o pueden estar exentas
de conservantes. Las composiciones preferidas de la invencién no incluyen ningtin material mercurico, por ejemplo,
estan exentas de tiomersal.

Para evitar interferencias entre antigenos, en particular entre antigenos conjugados, es posible incluir un polimero
polianidénico, como poli(dcido L-glutdmico) [147].

Las composiciones pueden presentarse en viales, o pueden presentarse en jeringas ya rellenas. Las jeringas pue-
den suministrarse con o sin agujas. Una jeringa incluird una dosis tnica del compuesto, mientras que un vial puede
incluir una dosis unica o multiples dosis. Las composiciones inyectables normalmente serdn disoluciones o suspen-
siones liquidas. Como alternativa, pueden presentarse en forma sélida (por ejemplo, liofilizadas) para su disolucién o
suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

Las composiciones pueden envasarse en una forma de dosis unitaria o en una forma de dosis multiples. Para las
formas de dosis multiples, los viales se prefieren frente a las jeringas prerrellenas. Los volimenes de dosificacién
eficaces pueden establecerse de la forma habitual, pero una dosis tipica para seres humanos de la composicién para
inyeccidn tiene un volumen de 0,5 ml.

Cuando una composicién se va a preparar de modo improvisado antes de su uso (por ejemplo, cuando una com-
posicion se presenta en forma liofilizada) y se presenta como un kit, el kit puede comprender dos viales, o puede
comprender una jeringa ya rellena y un vial, utilizdndose los contenidos de la jeringa para reactivar los contenidos de
los viales antes de la inyeccion. Para composiciones que incluyen un sacdrido capsular del serogrupo A, el sacdrido
del serogrupo A puede estar liofilizado, mientras que el sacdrido o sacdridos de otro u otros serogrupos pueden estar
presentes en forma liquida.

Las composiciones comprenderdn una cantidad inmunolégicamente eficaz de los conjugados meningocdécicos,
asi como cualquier otro componente seglin sea necesario. Una “cantidad inmunoldgicamente eficaz” significa que
la administracién de esa cantidad a un individuo, tanto en una dosis Ginica como parte de una serie, provoca una
respuesta inmunoldgica antimeningocdcica protectora en pacientes. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y de
la condicién fisica del individuo que se va a tratar, la edad, el grupo taxonémico del individuo que se va a tratar (por
ejemplo, primates no humanos, primates, etc.), la capacidad del sistema inmunolégico del individuo para sintetizar
anticuerpos, los grados de proteccién deseado, la formulacién de la vacuna, la evaluacién del doctor encargado de la
situacién médica, y otros factores pertinentes. Se espera que la cantidad estard en un intervalo relativamente amplio
que puede determinarse mediante ensayos habituales, y una cantidad tipica de cada antigeno meningocdécico por dosis
es de entre 1 ug y 20 ug por serogrupo (medidos en términos del sacérido), por ejemplo entre 2 y 10 ug por serogrupo.
Una dosis de aproximadamente 4 g por serogrupo se prefiere (es decir, un total de 16 ug en una mezcla tetravalente).

La cantidad total de proteina vehiculo en una composicién preferiblemente no es mayor que 100 ug/dosis, por
ejemplo, es < 90 pg/dosis, < 80 ug/dosis, < 70 pg/dosis, < 60 ug/dosis, < 50 pg/dosis, etc. La cantidad total de
proteina vehiculo en una composicién serd, en general, al menos 10 ug/dosis.

Generalidades

El término “comprende” incluye “que incluye” asi como “que consiste en”, por ejemplo una composicidon que
“comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X + Y.

El término “aproximadamente” con relacién a un valor numérico x significa, por ejemplo, x + 10%.
El término “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicién que estd “sustancial-

mente exenta” de Y puede estar completamente exenta de Y. Cuando sea necesario, el término “sustancialmente”
puede omitirse de la definicién de la invencidn.
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Modos para realizar la invencion
No hay supresion por el vehiculo empleando una mezcla de conjugados A/C/W135/Y tetravalente

Pueden prepararse mezclas de conjugados meningocécicos para los serogrupos A+C, C+W+Y o A+C+W+Y como
se describe en las referencias bibliogréficas 9 y 10. Si se desea, éstas pueden mezclarse con adyuvantes de hidréxido
de aluminio o de fosfato de aluminio, como también se describe en las referencias bibliograficas 9 y 10. Estas vacunas
se preparan utilizando una proteina vehiculo de toxoide del tétanos (Tt) [147], unida covalentemente a los sacaridos.

Los pacientes que han recibido una vacunacién pediatrica D-T-P (D-T-Pa o D-T-Pw), incluyendo los que han
recibido vacunas que contienen D-T-P y otros antigenos (por ejemplo, D- T-P-Hib tetravalente, D-T-P-HBsAg te-
travalente, D-T-P-Hib-HBsAg pentavalente, D-T-P-Hib-HBsAg-IPV hexavalente, etc.) se selecciona para recibir la
mezcla de conjugados que tiene un vehiculo Tt.

Se selecciona un grupo control de pacientes para recibir una de las dos mezclas de conjugados. Los pacientes
control no han recibido previamente el toxoide del tétanos, tanto como un antigeno separado como en forma de una
proteina vehiculo en un conjugado.

Se evaltia la capacidad de los conjugados tetravalentes para provocar una respuesta inmunoldgica en los pacientes.
Se indica una supresién por el vehiculo si los grupos de ensayo muestran respuestas inmunolégicas antimeningocd-
cicas significativamente menores que los pacientes control y, en particular, si los conjugados no pueden provocar una
respuesta SBA 1itil en los pacientes.

En el ensayo clinico V59P2, realizado en Finlandia y Alemania con 620 sujetos de 12-16 meses de edad se ensa-
yaron cinco formulaciones. Las vacunas utilizan CRM197 como vehiculo y un adyuvante de fosfato de aluminio [10].
Las dosis de cada sacdrido del serogrupo, expresadas como ug de masa del sacdrido por dosis de 0,5 ml, fueron las
siguientes:

Grupo MenA MenC MenW135 MenY
1 10 10 10 10
2 0 10 10 10
3 10 5 5 5
4 5 5 5 5
5 2,5 2,5 2,5 2,5

Los sujetos recibieron una inyeccion en el tiempo cero, y 25% de los sujetos entonces recibieron una segunda dosis
de la vacuna 4 semanas después.

El suero de los pacientes se recogié 1 mes después de la administracién de la vacuna y se ensay6 en un ensayo SBA
contra N. meningitidis de cada serogrupo, utilizando el complemento humano. Se evalué el aumento en la valoracién
de SBA con relacién a los sueros a tiempo cero, siendo el criterio > 1:4 y > 1:8. También se midieron las valoraciones
anticdpsula (GMT) para cada serogrupo. Los resultados se muestran en la tabla 1 a continuacién.

Por tanto, las vacunas trivalentes y tetravalentes eran ambas inmunogénicas en nifios pequefios. Los conjugados
son inmunogénicos a dosis de sacdrido tan bajas como 2,5 ug por conjugado. Las respuestas inmunoldgicas pueden
reforzarse, con un gran aumento en la valoracion de SBA después de la segunda dosis. No hubo evidencias de supresién
por el vehiculo en este ensayo.

Se entenderd que la invencidn se ha descrito anteriormente sélo como ejemplo y que pueden realizarse modifica-
ciones y permanecer dentro del alcance de la invencion, que se define en las reivindicaciones adjuntas.
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TABLA 1

Resultados del ensayo V59P2

Grupo A c | w1315 Y
GMT (1 mes después de 1 dosis)
1 3,9 6,4 7,1 8,9
2 2 6,1 8,3 8,5
3 5,7 52 6,9 12
4 3,8 4.5 7,0 9,6
5 3,9 5,3 7,0 12
GMT (1 mes después de 2 dosis)
1 27 89 22 37
2 2 80 20 57
3 29 76 28 58
4 14 47 20 35
5 17 71 23 52
% de pacientes con SBA >1:4 (1 mes después de 1 dosis)
1 33 56 57 58
2 0 57 60 61
3 55 49 53 70
4 37 42 54 64
5 40 51 57 67
% de pacientes con SBA >1:4 (1 mes después de 2 dosis)
1 100 100 96 96
2 0 100 73 92
3 91 96 95 95
4 84 96 88 96
5 80 100 80 92
% de pacientes con SBA >1:8 (1 mes después de 1 dosis)
1 25 44 46 48
2 0 40 50 49
3 39 34 45 64
4 23 30 44 51
5 26 35 40 60
% de pacientes con SBA >1:8 (1 mes después de 2 dosis)
1 92 100 85 93
2 0 100 64 92
3 87 96 95 82
4 60 92 77 92
5 72 92 72 88
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende al menos dos de: (a) un conjugado de (i) el sacdrido capsular del serogrupo
A de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; (b) un conjugado de (i) el sacarido capsular del serogrupo C
de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; (c) un conjugado de (i) el sacarido capsular del serogrupo W135
de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos; y (d) un conjugado de (i) el sacérido capsular del serogrupo Y de N.
meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos, para su uso en un procedimiento para inmunizar a un paciente humano contra
una enfermedad provocada por Neisseria meningitidis, que comprende la etapa de administrar al paciente humano la
composicion, habiendo sido el paciente preinmunizado con (a) un toxoide del tétanos y/o (b) un conjugado de (i) un
sacarido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos.

2. El uso de al menos dos de: (a) un conjugado de (i) el sacdrido capsular del serogrupo A de N. meningitidis, y (ii)
un toxoide del tétanos; (b) un conjugado de (i) el sacdrido capsular del serogrupo C de N. meningitidis, y (ii) un toxoide
del tétanos; (c) un conjugado de (i) el sacarido capsular del serogrupo W135 de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del
tétanos; y (d) un conjugado de (i) el sacérido capsular del serogrupo Y de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos,
para la fabricacién de un medicamento para inmunizar a un paciente humano contra una enfermedad provocada por
Neisseria meningitidis, habiendo sido el paciente preinmunizado con (a) un toxoide del tétanos y/o (b) un conjugado
de (i) un sacdrido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis, y (ii) un toxoide del tétanos.

3. La composicion de la reivindicacién 1, en la que la composicién comprende los cuatro de (a), (b), (¢) y (d).
4. El uso de la reivindicacion 2, en el que el uso es de los cuatro de (a), (b), (¢) y (d).

5. La composicion de la reivindicacién 3 o el uso de la reivindicacién 4, en los que los conjugados se mezclan para
producir una proporcién 1:1:1:1 (medida como masa del sacdrido).

6. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que cada antigeno menin-
gocdcico por dosis es entre 2 y 10 ug por serogrupo (medido en términos del sacérido).

7. La composicién o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que el paciente ha sido
preinmunizado con una vacuna que comprende un toxoide del tétanos.

8. La composicién o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que el paciente ha sido
preinmunizado con una vacuna que comprende un conjugado Hib.

9. La composicién o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que el paciente ha sido
preinmunizado con una vacuna que comprende al menos un conjugado pneumocdcico.

10. La composicién o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que el paciente ha sido
preinmunizado al menos seis meses antes del procedimiento o uso.

11. La composicion o el uso de la reivindicacién 10, en los que el paciente ha sido preinmunizado al menos 8 afios
antes del procedimiento o uso.

12. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que la preinmunizacién
tuvo lugar dentro del afio del nacimiento del paciente.

13. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que los sacdridos en
los conjugados meningocécicos (a) a (d) han sido despolimerizados de forma que son mds cortos que los sacaridos
capsulares nativos que se observan en meningococos.

14. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que los conjugados me-
ningocdécicos comprenden un vehiculo de toxoide del tétanos y un conector de dcido adipico.

15. La composicion o el uso de la reivindicacion 14, que comprende no més de 60 ug de vehiculo de toxoide del
tétanos.

16. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que la composicién o el
medicamento comprende ademds un sacdrido capsular conjugado de Steptococcus pneumoniae.

17. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que la composicién o el
medicamento comprende ademds un sacdrido capsular conjugado de Haemophilus influenzae de tipo B.

18. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que la composicién o el
medicamento comprende ademds un antigeno proteico del serogrupo B de Neisseria meningitidis.
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19. La composicion o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que la composicién o el
medicamento incluye un adyuvante de hidréxido de aluminio y/o un adyuvante de fosfato de aluminio.

20. La composicién o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en los que la enfermedad provo-
cada por Neisseria meningitidis es la meningitis meningocdcica.
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