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DESCRIPCIÓN

Vacunas mucosales con adyuvante quitosán y/o antígenos meningocócicos.

Campo técnico

La presente invención pertenece al campo de las vacunas, particularmente contra infección y enfermedad menin-
gocócica.

Técnica anterior

Neisseria meningitidis es un patógeno humano Gram-negativo [por ejemplo, véase el capítulo 28 de la ref. 1] que
provoca meningitis bacteriana. Está estrechamente relacionada con N. gonorrhoeae, aunque una característica que
claramente la diferencia de meningococo es la presencia de una cápsula de polisacárido que está presente en todos los
meningococos patógenos.

Basándose en el polisacárido capsular del organismo, se han identificado doce serogrupos de N. meningitidis (A,
B, C, H, I, K, L, 29E, W 135, X, Y y Z). El grupo A es la causa más común de de enfermedad epidémica en África
subsahariana. Los serogrupos B y C son responsables de la gran mayoría de casos en los países desarrollados, siendo
los casos restantes causados por los serogrupos W135 e Y.

Además de usarse para la clasificación, el polisacárido capsular se ha usado para vacunación.

Se ha conocido desde hace muchos años una vacuna tetravalente inyectable de polisacáridos capsulares de los
serogrupos A, C, Y y W135 [2, 3] y se ha autorizado para uso humano. Aunque es eficaz en adolescentes y adultos,
induce una escasa respuesta inmune y una corta duración de protección y no se puede usar en niños [por ejemplo,
4]. Los polisacáridos en esta vacuna no están conjugados y están presentes a una relación de peso de 1:1:1:1 [5].
MENCEVAX ACWYTM y MENOMUNETM ambos contienen 50 µg de cada polisacárido purificado reconstituido a
partir de sus formas liofilizadas.

Los oligosacáridos del serogrupo C conjugados se han aprobado para uso humano [por ejemplo, MenjugateTM; ref.
6]. Sin embargo, permanece una necesidad de mejoras en las vacunas conjugadas contra los serogrupos A, W135 e
Y, y su fabricación. Esta necesidad se dirige a los productos, procedimientos y usos descritos en la referencia 8, pero
permanece la necesidad de modificaciones y mejoras adicionales, particularmente en relación con la administración y
formulación.

Descripción de la invención

La invención proporciona una composición inmunogénica, que comprende (a) un antígeno de sacárido capsular
del serogrupo C de N. meningitidis, y (b) un adyuvante de quitosán. La composición preferiblemente comprende (c)
uno o más antígenos adicionales y/o (d) uno o más adyuvantes adicionales.

La invención también proporciona una composición inmunogénica para la administración mucosal que comprende
sacáridos capsulares del serogrupo C de N. meningitidis y sacáridos capsulares de1 o más serogrupos A, twi 35 y de
N. meningitidis

Se prefiere que los sacáridos capsulares en las composiciones de la invención están conjugados a una proteína(s)
vehículo(s) y/o son oligosacáridos. Se prefieren particularmente los antígenos de oligosacáridos conjugados (Figura
1).

Antígeno sacárido capsular de meningococo de serogrupo C

El sacárido capsular de serogrupo C de N. meningitidis se ha usado ampliamente como un antígeno. El ingredien-
te activo de MenjugateTM, por ejemplo, es un fragmento de oligosacárido del polisacárido capsular, conjugado a la
proteína vehículo CRM197.

Cuando una composición de la invención incluye un antígeno de sacárido capsular del serogrupo C de N. meningi-
tidis, se prefiere usar un fragmento de oligosacárido del polisacárido capsular y/o para conjugar el antígeno de sacárido
a una proteína vehículo. Los antígenos de sacárido particularmente preferidos de MenC se describen en las referencias
6 y 9.

Los detalles adicionales de la producción y conjugación de oligosacáridos se proporcionan más adelante.

Mezclas de Sacáridos

Las composiciones de la invención pueden comprender sacáridos capsulares de serogrupo C de N. meningitidis y
los sacáridos capsulares de 1 o más serogrupos A, WI35 e Y de N. meningitidis.
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Se prefieren las mezclas de sacáridos de más de un serogrupo de N. meningitidis por ejemplo, las composi-
ciones que comprenden los sacáridos de los serogrupos A+C, C+W135, C+Y, A+C+W135, A+C+Y, C+W135+Y,
A+C+W135+Y, etc. Se prefiere que la eficacia protectora de los antígenos de sacáridos individuales no se elimine
mediante la combinación de los mismos, aunque se pueda reducir la inmunogenicidad real (por ejemplo, titulaciones
de ELISA).

Las composiciones preferidas comprenden sacáridos de los serogrupos C e Y. Otras composiciones preferidas
comprenden los sacáridos de los serogrupos C, W135 e Y.

Cuando una mezcla comprende los sacáridos capsulares de ambos serogrupos A y C, la relación (p/p) del sacárido
MenA:sacárido MenC puede ser mayor que1 (por ejemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 o mayor).

Cuando una mezcla comprende sacáridos capsulares del serogrupo Y y los serogrupos C y/o W135, la relación
(p/p) del sacárido MenY:_ sacárido MenW135 puede ser mayor que 1 (por ejemplo, 2:1,3:1,4:1,5:1,10:1 o mayor) y/o
que la relación (p/p) del sacárido MenY: sacárido MenC puede ser menos que 1 (por ejemplo, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, o
inferior).

Las relaciones preferidas (p/p) para los sacáridos de los serogrupos A:C:_W135:Y son: 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2:1:1:1;
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.

Purificación de polisacárido capsulares

Los polisacáridos capsulares meningocócicos se preparan típicamente mediante un procedimiento que comprende
las etapas de precipitación de polisacárido (por ejemplo, usando un detergente catiónico), fraccionamiento por etanol,
extracción por fenol en frío (para eliminar proteína) y ultracentrifugación (para eliminar LPS) [por ejemplo, ref. 10].

Sin embargo un procedimiento más preferido [8], implica la precipitación del polisacárido seguido de la solubili-
zación del polisacárido precipitado usando un alcohol inferior. La precipitación se puede lograr usando un detergente
catiónico tal como sales de tetrabutilammonio y de cetiltrimetilammonio (por ejemplo, las sales de bromo), o bromuro
de hexadimetina y las sales de miristiltrimetilamonio.

Se prefiere particularmente bromuro de bromuro de cetiltrimetilamonio (“CTAB”) [11]. La solubilización del ma-
terial precipitado se puede llevar a cabo usando un alcohol inferior tal como metanol, propan-1-ol, propan-2-ol, butan-
1-ol, butan-2-ol, 2-metilpropan-1-ol, 2-metil-propan-2-ol, dioles, etc., but etanol es particularmente adecuado para la
solubilización de complejos de CTAB- polisacárido. Se añade preferiblemente etanol al polisacárido precipitado para
proporcionar una concentración de etanol final (basándose en el contenido total de etanol y agua) de entre 50% y 95%.

Después de la solubilización de nuevo, el polisacárido se puede además tratar para eliminar los contaminantes.
Esto es particularmente importante en situaciones en las que incluso la contaminación secundaria no es aceptable
(por ejemplo, para la producción de vacuna humana). Esto típicamente implicará una o más etapas de filtración por
ejemplo, filtración en profundidad, filtración a través de carbono activo, filtración por tamaño y/o ultrafiltración.

Una vez que se ha filtrado para eliminar los contaminantes, el polisacárido se puede precipitar para tratamiento y/o
procesamiento adicional. Esto se puede lograr de manera conveniente mediante intercambio de cationes (por ejemplo,
mediante la adición de sales de calcio o de sodio).

El polisacárido se puede modificar químicamente. Por ejemplo, se puede modificar para reemplazar uno o más
grupos hidroxilo grupos con grupos de bloqueo. Esto es particularmente útil para el serogrupo A [12].

Oligosacáridos

Los sacáridos capsulares en general estarán en la forma de oligosacáridos. Éstos se forman de manera conveniente
mediante fragmentación de polisacárido capsular purificada (por ejemplo, mediante hidrólisis, en medio ácido débil,
o mediante calentamiento), a la que normalmente seguirá la purificación de los fragmentos del tamaño deseado.

La fragmentación de polisacáridos se realiza preferiblemente para proporcionar un grado medio final de polime-
rización (DP) en el oligosacárido de menos de 30 (por ejemplo, entre 10 y 20, preferiblemente alrededor de 10 para
el serogrupo A; entre 15 y 25 para los serogrupos W135 e Y, preferiblemente alrededor de 15-20; entre 12 y 22 para
el serogrupo C; etc.). DP se puede medir de manera conveniente mediante cromatografía de intercambio iónico o
mediante ensayos colorimétricos [13].

Si la hidrólisis se realiza, el hidrolizado en general se ajustará en tamaño con el fin de eliminar los oligosacáridos
de longitud corta. Esto se puede lograr de varias formas, tal como la ultrafiltración seguida de cromatografía de
intercambio iónico. Los oligosacáridos con un grado de polimerización de menos de o igual a aproximadamente 6 se
eliminan preferiblemente para el serogrupo A, y los de menos de alrededor de 4 se eliminan preferiblemente para los
serogrupos W135 e Y.
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Conjugación covalente

Los sacáridos capsulares en las composiciones de la invención estarán usualmente conjugados a una(s) proteína(s)
vehículo.

En general, la conjugación potencia la inmunogenicidad de los sacáridos a medida que se convierten los antígenos
T-independientes en antígenos T-dependientes, permitiendo de este modo el cebado la memoria inmunológica. La
conjugación es particularmente útil para vacunas pediátricas [por ejemplo, ref. 14] y también es una técnica bien
conocida [por ejemplo, como se revisa en las refs. 15 a 23, etc.].

Las proteínas vehículo preferidas son toxinas o toxoides bacterianos, tales como toxoides de difteria o de tétanos.
Se prefiere particularmente el toxoide de difteria CRM197 [24, 25, 26]. Otras proteínas vehículo adecuadas incluyen
la proteína de membrana externa de N. meningitidis [27], péptidos sintéticos [28, 29], proteínas de choque térmico [30,
31], proteínas de tos ferina [32, 33], citoquinas [34], linfoquinas [34], hormonas [34], factores de crecimiento [34],
proteínas artificiales que comprenden epítopes de células CD4+ T múltiples humanas de diversos antígenos derivados
de patógenos [35], proteína D de H. influenzae [36], toxina A o B de C. difficile [37], etc.

Dentro de una composición de la invención, es posible usar más de una proteína vehículo. De este modo las
proteínas vehículo se podrían usar para los diferentes serogrupos por ejemplo, los sacáridos del serogrupo A se podrían
conjugar a CRM197 mientras que los sacáridos del serogrupo C se podrían conjugar a toxoide de tétanos. También es
posible usar más de una proteína vehículo para un antígeno de sacárido particular por ejemplo, sacáridos del serogrupo
A podrían estar en dos grupos, con algún conjugado a CRM197 y otros conjugados a toxoide de tétanos. Sin embargo
en general se prefiere usar la misma proteína vehículo para todos los sacáridos.

Una única proteína vehículo podría ser más de un antígeno de sacárido [38]. Por ejemplo, una única proteína
vehículo podría tener conjugada a ella sacáridos de los serogrupos A y C.

Se prefieren los conjugados con una relación de sacárido:proteína (p/p) de entre 0,5:1 (es decir, exceso de proteína)
y 5:1 (es decir, exceso de sacárido), y se prefieren más aquellos con entre 1:1,25 y 1:2,5.

Los conjugados se pueden usar junto con la proteína vehículo libre [39].

Se puede usar cualquier reacción de conjugación adecuada, con cualquier engarce adecuado cuando sea necesario.

Típicamente el sacárido se activará o se funcionalizará antes de la conjugación. La activación puede implicar,
por ejemplo, reactivos de cianilación tales como CDAP (por ejemplo, 1-ciano-4-dimetilamino piridinio tetrafluoro-
borato [40, 41, etc.]). Otras técnicas adecuadas usan carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano, ácido p-
nitrobenzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; véase también la introducción a la referencia 21).

Se pueden realizar enlaces mediante un grupo de engarce usando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo,
los procedimientos descritos en las referencias 42 y 43. Un tipo de enlace implica la aminación reductora del polisa-
cárido, acoplamiento del grupo amino resultante con un extremo de un grupo de engarce de ácido adípico, y después
acoplamiento de una proteína al otro extremo del grupo de engarce del ácido adípico [19, 44, 45]. Otros engarces
incluyen engarces de B-propionamido [46], nitrofenil-etillamina [47], haluros de haloacilol [48], glicosídicos [49],
ácido 6-aminocaproico [50], ADH [51], restos C4 a C12 [52] etc. Como una alternativa al uso de engarce, se puede usar
un engarce directo. Los engarces directos a la proteína pueden comprender la oxidación del polisacárido seguido de la
aminación reductora con la proteína, como se describe, por ejemplo, en las referencias 53 y 54.

Se prefiere un procedimiento que implica la introducción de grupos amino en el sacárido (por ejemplo, mediante
el reemplazo de los grupos =O terminales con -NH2) seguido de la derivación de con un diéster adípico (por ejemplo,
N-hidroxisuccinimido diéster del ácido adípico) y reacción con proteína vehículo.

Después de la conjugación, se pueden separar los sacáridos libres y conjugados. Existen muchos procedimientos
adecuados, incluyendo cromatografía hidrófoba, ultrafiltración tangencial, diafiltración etc. [véanse también las refs.
55 y 56, etc.].

Cuando la composición de la invención incluye un oligosacárido conjugado, se prefiere que la preparación del
oligosacárido

Preceda a la conjugación.

Preparación de composiciones de la invención

Cuando las composiciones de la invención incluyen más de un tipo de sacárido capsular, preferiblemente se pre-
paran de manera separada (incluyendo cualquier fragmentación, conjugación, etc.) y después se mezclan para propor-
cionar una composición de la invención.
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Sin embargo, cuando la composición comprende sacárido capsular del serogrupo A, se prefiere que el sacárido del
serogrupo A no se combine con el (los) otro(s) sacárido(s) hasta que se use de manera breve, con el fin de minimizar el
potencial de hidrólisis. Esto se puede lograr de manera conveniente teniendo el componente del serogrupo A en forma
liofilizada y el (los) otro(s) componente(s) del serogrupo(s) en forma líquida, usándose el componente líquido para
reconstituir el componente liofilizado cuando esté listo para uso.

La invención también proporciona una composición de la invención, que comprende sacárido(s) capsular(es) de
serogrupos de N. meningitidis C, W 135 e Y, donde los sacáridos están en forma líquida. Esta composición se pue-
de envasar con un antígeno de sacárido del serogrupo A liofilizado, para reconstitución, o se puede usar como una
composición por sí misma por ejemplo, cuando no se desea la inmunización contra el serogrupo A.

Presentación de composiciones de la invención

Las composiciones de la invención se pueden presentar y envasar de diversas maneras.

Cuando las composiciones son para inyección, se pueden presentar en viales, o se pueden presentar en jeringas
llenas listas para uso. Las jeringas se pueden suministrar con o sin agujas. Una jeringa incluirá una única dosis de la
composición, mientras que un vial puede incluir una única dosis o múltiples dosis. Usualmente las composiciones in-
yectables serán soluciones o suspensiones líquidas. De manera alternativa, se pueden presentar en forma de soluciones
o suspensiones sólidas para la solución o suspensión en vehículos líquidos antes de la inyección.

Sin embargo, las composiciones preferidas son para administración mucosal. De las diversas opciones disponibles
de administración mucosal, la más práctica es la vía intranasal ya que ofrece fácil acceso con dispositivos relativamente
sencillos que ya se han producido en gran cantidad. De este modo, la composición de la invención se adapta preferi-
blemente para y/o envasar para la administración intranasal, tal como mediante pulverización nasal, gotas nasales, gel
o polvo [por ejemplo, refs 57 y 58].

Las vías alternativas para la administración mucosal de la composición son las vías oral, intragástrica, pulmonar,
intestinal, transdérmica, rectal, ocular, y vaginal. De este modo la composición de la invención se puede adaptar
para y/o envasar para la administración mucosal [por ejemplo, véanse las refs. 59, 60 y 61]. Por ejemplo, cuando la
composición es para la administración oral, puede estar en la forma de comprimidos o cápsulas (opcionalmente con
recubrimiento entérico), liquido, material de plantas transgénicas, gotas, inhalador, aerosol, recubrimiento entérico,
supositorio, pesario, etc. [véase también la ref. 62, y Capítulo 17 de la ref. 73].

Sea la que sea la vía de administración, las composiciones de la invención se envasan preferiblemente en forma de
dosis unitaria. De manera rutinaria se pueden establecer las dosis eficaces. Una dosis típica humana de la composición
para inyección o para uso intranasal use tiene un volumen entre 0,1-0,5 ml por ejemplo, dos pulverizaciones de 100
µl, una por orificio nasal.

Dentro de cada dosis, la cantidad individual de antígeno de sacárido estará en general entre 1-50 µg (medido como
masa de sacárido), siendo preferido 10 µg de cada uno.

Las composiciones de la invención son preferiblemente estériles. Están preferiblemente sin pirógenos. Están pre-
feriblemente tamponadas por ejemplo, a entre pH 6 y pH 8, en general alrededor de pH 7. Cuando una composición
comprende una sal de hidróxido de aluminio, se prefiere usar tampón de histidina [63].

Adyuvantes

Las composiciones en general incluirán uno o más adyuvantes, en las que uno de los adyuvantes es quitosán. El
(los) adyuvante(s) se pueden añadir a los sacáridos antes y/o después de que se mezclen para formar una composición
de la invención, pero se prefiere combinar el adyuvante con un antígeno de sacárido antes de la mezcla de los diferentes
sacáridos.

Sin embargo, no es necesario que cada sacárido deba formar adyuvantes antes de tal mezcla. El exceso de adyuvante
se puede incluir en una preparación de sacárido de manera que, cuando un antígeno(s) de sacárido no adyuvantazo(s)
se añade(n), el exceso se diluye hasta una concentración deseada. En una realización particular, cuando la composición
de la invención se prepara a partir de un antígeno liofilizado (por ejemplo, un componente liofilizado del serogrupo A)
se puede preferir que no incluya el adyuvante en el material liofilizado.

Para la administración mucosal, se prefiere usar un adyuvante mucosal. Los adyuvantes mucosales adicionales
incluyen, pero no se limitan a: (A) enterotoxina lábil al calor (“LT”) de E. coli, o los mutantes destoxificados de los
mismos [por ejemplo, el capítulo 5 de la ref. 64]; (B) toxina de cólera (“CT”), o los mutantes destoxificados de los
mismos [por ejemplo, el capítulo 5 de la ref. 64]; o (C) micropartículas es decir una partícula de ∼ 100 nm a ∼ 150 µm
de diámetro, más preferiblemente ∼200 nm a ∼30 µm de diámetro, y lo más preferiblemente -500 nm a ∼10 µm de
diámetro) formado a partir de materiales que son biodegradables y no tóxicos (por ejemplo, un poli(ácido α-hidroxi),
un ácido polihidroxibutírico, un poliortoéster, un polianhídrido, una policaprolactona etc., tal como poli(lactida-co-
glicolida) etc.) opcionalmente tratadas para tener una superficie cargada negativamente (por ejemplo, con SDS) o una
superficie cargada positivamente (por ejemplo, con un detergente catiónico, tal como CTAB); (D) un polioxietilen éter
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o un polioxietilen éster [65]; (E) un tensioactivo polioxietilen sorbitan éster en combinación con un octoxinol [66] o
un tensioactivo polioxietilen alquil éter o éster en combinación con al menos un tensioactivo no iónico adicional [67];
(F) un oligonucleótido inmunoestimulador (por ejemplo, un oligonucleótido CpG) y una saponina [69]; (G) liposomas
[capítulos 13 y 14 de la ref. 73]; (H) imitadores de monofosforil lípido A, tales como derivados de aminoalquil gluco-
saminida fosfato por ejemplo, RC-529 [70]; (I) polifosfazeno (PCPP); (J) un bioadhesivo [71] tales como microesferas
de ácido hialurónico esterificado [72] o un mucoadhesivo seleccionado entre el grupo constituido por derivados reticu-
lados de poli(ácido acrílico), alcohol polivinílico, polivinil pirollidona, polisacáridos y carboximetilcelulosa. También
están disponibles otros adyuvantes mucosales [por ejemplo, véase el capítulo 7 de la ref. 73].

Además de quitosán y los adyuvantes mucosales proporcionados anteriormente, las composiciones de la inven-
ción pueden incluir uno o más adyuvantes seleccionados entre el siguiente grupo: (A) sales de aluminio (alum),
tales como hidróxidos de aluminio (incluyendo oxihidróxidos), fosfatos de aluminio (incluyendo hidroxifosfatos),
sulfato de aluminio, etc [Capítulos 8 y 9 en la ref. 73]; (B) formulaciones de emulsión de aceite en agua (con
o sin otros agentes inmunoestimuladores específicos tales como péptidos de muramilo [los péptidos de muramilo
incluyen N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-
MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-eti-
lamina MTP-PE), etc.] o componentes de la pared de la célula bacteriana), tales como por ejemplo (a) MF59TM

[Capítulo 10 en la ref. 73; 74, 75], que contiene 5% de escualeno, 0,5% de Tween 80, y 0,5% de Span 85 (conteniendo
opcionalmente MTP-PE) formulado en partículas de submicrones usando un microfluidificador, (b) SAF, que contiene
10% de Escualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polímero bloqueado por plurónico L121, y thr-MDP o bien microflui-
dificado en una emulsión de submicrones o en agitación con un aparato Vortex para generar una emulsión de tamaño
de partícula mayor, y (c) sistema de adyuvante RibiTM (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) que contiene 2%
de Escualeno, 0,2% de Tween 80, y uno o más componentes de la pared bacteriana del grupo constituido por mono-
fosforil lípido A (MPL), trehalosa dimicolato (TDM), y esqueleto de la pared celular (CWS), preferiblemente MPL+
CWS (DetoxTM); (C) adyuvantes de saponina [capítulo 22 de la ref. 73], tales como QS21 o StimulonTM (Cambridge
Bioscience, Worcester, MA), o bien en una forma simple o en la forma de las partículas generadas a partir de ellos tales
como lSCOMs (complejos inmunoestimuladores; capítulo 23 de la ref. 73), cuyo ISCOMS puede estar desprovisto
de detergente adicional por ejemplo, la ref. 76; (D) Adyuvante de Freund Completo (CFA) y Adyuvante de Freund
Incompleto (IFA); (E) citoquinas, tales como interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12
[77], etc.), interferones (por ejemplo, interferón gamma), factor estimulador de las colonias de macrófagos (M-CSF),
factor de necrosis tumoral (TNF), etc.; (F) monofosforil lípido A (MPL) o MPL 3-O-desacilado (3dMPL) por ejemplo,
las refs. 78 y 79, opcionalmente en la ausencia sustancial de alumbre cuando se usa con los sacáridos neumocócicos
por ejemplo, ref. 80; (G) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua por
ejemplo, las refs. 81, 82 y 83; (H) oligonucleótidos que comprenden los motivos CpG es decir que contienen al menos
un dinucleótido CG, con 5-metilcitosina usándose de manera opcional en lugar de citosina; (I) un inmunoestimulador
y una partícula de sal de metal por ejemplo, ref. 84; (J) una saponina y una emulsión de aceite en agua por ejemplo,
ref. 85; (K) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (de manera opcional + un esterol) por ejemplo, ref.
86; (L) ARN de doble cadena; (M) otras substancias que actúan como agentes inmunoestimuladores para potenciar la
eficacia de la composición [por ejemplo, capítulo 7 de la ref. 73].

Cuando se usa un fosfato de aluminio, es posible adsorber uno o más de los sacáridos a la sal de aluminio, pero
se prefiere que no sea así, y esto se favorece mediante la inclusión de de los iones fosfato en solución (por ejemplo,
mediante el uso de un tampón fosfato). Cuando se usa un hidróxido de aluminio se prefiere adsorber los sacáridos a la
sal. Se puede preferir el uso de hidróxido de aluminio como un adyuvante para el sacárido del serogrupo A.

Los adyuvantes mucosales preferidos son quitosán y los mutantes destoxificados de las toxinas bacterianas (parti-
cularmente LT.) Éstos se pueden usar solos, o se pueden usar de manera ventajosa en combinación, a medida que la
co-administración permite las dosis inferiores de la toxina a usar, mejorando por lo tanto la seguridad.

Quitosán

Quitosán se conoce para uso como un adyuvante [por ejemplo, las refs. 87 a 98], particularmente para uso mucosal
(por ejemplo, intranasal). Quitosán (Figura 11) es un derivado N-desacetilado de la quitina del polímero exoesquelético
(Figura 12), aunque la N-desacetilación casi nunca está completa. La desacetilación significa que, a diferencia de la
quitina, quitosán es soluble en ácidos acético y fórmico acuosos. También se ha encontrado que el quitosán tiene una
amplia aplicabilidad en los campos farmacéuticos de no vacuna [99].

El monómero de glucosamina repetitivo de quitosán contiene un grupo amina. Este grupo puede existir como una
amina libre (-NH2) o como una amina catiónica (-NH3

+), afectando la protonación a la solubilidad del polímero. Los
grupos amina son químicamente activos y pueden estar sustituidos. De particular interés para la invención, los grupos
amina pueden estar sustituidos con uno o más grupos alquilo (“A” por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo,
etc.) por ejemplo, -NHA, -NH2A+, -NA1A2, -NHA1A2 +, -NA1A2A3 +. Los derivados preferidos son tri-alquilados y se
prefieren particularmente los derivados trimetilados (es decir, trimetilquitosán, o “TMC” - Figura 13). Estos derivados
tienen una solubilidad acuosa mucho mayor que el quitosán no modificado en un mayor intervalo de pH.

No es necesario para cada amina en el polímero de quitosán que se sustituya de esta manera. El grado de subs-
titución a lo largo de la cadena de quitosán se puede determinar mediante 1H-RMN y se puede controlar mediante
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el número y duración de las etapas de reacción [100]. Se prefiere que al menos 10% (por ejemplo, al menos 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o más) de monómeros tengan una amina sustituida. Existen dos razones
principales por las que es raro que el 100% de los monómeros en el quitosán llevarán la amina alquilada. Primero, la
reacción de substitución no tendrá usualmente un 100% de eficacia. Segundo, es raro encontrar el quitosán en el que
el 100% de las unidades de monómero llevan grupos amina debido a la desacetilación de la quitina no es usualmente
eficaz al 100%. Por lo tanto los derivados de quitosán alquilados usados en la invención pueden tener grupos amida
y/o no alquilados sobre algunas unidades de monómero, y quitosán puede poseer algunos grupos amida. Quitosán y
los derivados usados con la invención están preferiblemente al menos 75% desacetiladas.

Los quitosanos están en una diversidad den pesos moleculares por ejemplo, de oligosacáridos con peso molecular
alrededor de 5.000-10.000 a polímeros de alto peso molecular (por ejemplo, 600.000-1.000.000).

Cuando se usa un quitosán o derivado, estará en la forma de una sal por ejemplo, cloruro o lactato.

El quitosán o derivado puede tener diversas formas físicas por ejemplo en solución, en forma de un polvo, o en
forma particulada. Se prefieren las formas particuladas, incluyendo micropartículas, que pueden estar reticuladas o no
reticuladas y se pueden formar de manera conveniente mediante secado por pulverización [101, 102]. Otras formas
físicas incluyen geles, perlas, películas, esponjas, fibras, emulsiones, etc.

El termino “quitosán” como se usa con referencia a las composiciones, procedimientos, métodos y usos de la
invención incluyen todas estas formas y derivados de quitosán.

Toxinas mutantes destoxificadas

Las exotoxinas ADP-ribosilantes bacterianas que catalizan la transferencia de una unidad de ADP-ribosa de NAD+
a una proteína diana se conocen ampliamente. Los ejemplos incluyen toxina de difteria (Corynebacterium difteriae),
exotoxina A (Pseudomonas aeruginosa), tóxina de cólera (CT; Vibrio cholerae), enterotoxina lábil al calor (LT; E.
coli) y toxina de tos ferina (PT). Además en los ejemplos en las referencias 103 y 104.

Las toxinas se dividen típicamente en en dos dominios funcionalmente distintos - A y B. La subunidad A es
responsable de la actividad enzimática tóxica, mientras que la subunidad B es responsable de la unión celular.

Las subunidades podrían ser dominios sobre la misma cadena de polipéptidos o podrían ser dominios de polipép-
tidos separados. Las propias subunidades pueden ser oligómeros por ejemplo, la subunidad A de CT consta de A1 y
A2 que están unidas mediante un enlace bisulfuro, y su subunidad B es un homopentámero. Típicamente, el contacto
inicial con un a célula diana está mediado por la subunidad B y después la subunidad A sola entra en la célula.

Las toxinas son típicamente inmunogénicas, pero su inclusión en las vacunas es complicada por su toxicidad.

Para eliminar la toxicidad sin eliminar también la inmunogenicidad, las toxinas se han tratado con compuestos quí-
micos tales como glutaraldehído o formaldehído. Un planteamiento más racional depende de la mutagénesis dirigida
al sitio de los restos activos claves para eliminar la actividad enzimática tóxica mientras se mantiene la inmunogeni-
cidad [por ejemplo, las refs. 105 (CT y LT), 106 (PT), 64 etc.]. Las vacunas para la tos nerviosa acelulares incluyen
una forma de toxina de tos ferina con dos sustituciones de aminoácidos (Arg9 → Lys y Glu129 → Gli; “PT-9K/129G”
[107]).

Además de sus propiedades inmunogénicas, las toxinas se han usado como adyuvantes. La capacidad de formar
adyuvantes por vía parenteral se observó en primer lugar en 1972 [108] y la capacidad de formar adyuvantes mucosal
en 1984 [109]. Sorprendentemente se encontró en 1993 que las formas destoxificadas de las toxinas mantienen la
capacidad de formar adyuvantes [110].

Las composiciones de la invención pueden incluir la toxina destoxificada de ribosilación ADP. La toxina puede ser
toxina de difteria, exotoxina A de Pseudomonas o toxina de tos ferina, pero es preferiblemente toxina de cólera (CT)
o, más preferiblemente, enterotoxina de E. coli labíl al calor (LT). Otras toxinas que se pueden usar son las descritas
en la referencia 104 (SEQ IDs 1 a 7 en ella, y sus mutantes).

La destoxificación de estas toxinas sin pérdida de la actividad inmunogénica y/o adyuvante se puede lograr me-
diante cualquier medio adecuado, siendo la mutagénesis la preferida. La mutagénesis puede implicar una o más susti-
tuciones, supresiones y/o inserciones.

Los mutantes destoxificados preferidos son LT que tienen una mutación en el resto Arg-7 (por ejemplo, una susti-
tución Lys); teniendo una mutación CT en Arg-7 (por ejemplo, una sustitución Lys); teniendo una mutación CT en el
resto Arg-11 (por ejemplo, una sustitución Lys); teniendo una mutación LT en Val-53; teniendo una mutación CT en
Val-53; teniendo una mutación CT en el resto Ser-61 (por ejemplo, una sustitución Phe); teniendo una mutación LT
en el resto Ser-63 (por ejemplo, una sustitución Lys o sustitución Tyr) [por ejemplo, Capítulo 5 de la ref. 111-K63;
ref. 112-Y63]; teniendo una mutación CT en el resto Ser-63 (por ejemplo, una sustitución Lys o Tyr); teniendo una
mutación LT en el resto Ala-72 (por ejemplo, una substitución Arg) [113-R72]; teniendo una mutación LT en Val-
97; teniendo una mutación CT en Val-97;]; teniendo una mutación LT en Tyr-104;]; teniendo una mutación CT en
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Tyr-104;]; teniendo una mutación LT en el resto Pro-106 (por ejemplo, una sustitución Ser);]; teniendo una mutación
CT en el resto Pro-106 (por ejemplo, una sustitución Ser); teniendo una mutación LT en Glu-112 (por ejemplo, una
sustitución Lys); teniendo una mutación CT en Glu-112 (por ejemplo, una sustitución Lys); teniendo una mutación
LT en el resto Arg-192 (por ejemplo, una sustitución Gly); teniendo una mutación PT en el resto Arg-9 (por ejemplo,
una sustitución Lys); teniendo una mutación PT en Glu-129 (por ejemplo, una sustitución Gly); y cualquiera de los
mutantes descritos en la referencia 105.

Estas mutaciones pueden estar combinadas por ejemplo, Arg-9-Lys + Glu-129-Gly en PT, o LT con tanto una
mutación D53 como una K63, etc.

LT con una mutación en el resto 63 ó 72 es una toxina destoxificada preferid. Las toxinas LT-K63 y LT-R72 se
prefieren particularmente [114].

Se apreciará que la numeración de estos restos se basa en secuencias prototipo y que, por ejemplo, aunque la Ser-63
pueden no estar realmente en el aminoácido 63 en una variante LT dada, una alineación se secuencias de aminoácidos
revelarán la localización correspondiente a Ser-63.

Las toxinas destoxificadas pueden estar en la forma de subunidades A y/o B según sea apropiada para la actividad
adyuvante.

Componentes adicionales de las composiciones

Además del antígeno de sacáridos de meningocócicos, composiciones de la invención puede incluir antígenos de
proteína de meningococos. Se prefiere incluir proteínas del serogrupo B de N. meningitidis [por ejemplo, las refs. 115
a 120] o preparaciones OMV [por ejemplo, las refs. 121 a 124 etc.].

Los antígenos no meningocócicos de no neisseria, preferiblemente los que no disminuyen la respuesta inmune
contra los componentes meningocócicos, también pueden estar incluidos. La ref. 125, por ejemplo, describe combina-
ciones de oligosacáridos de los serogrupos B y C de N. meningitidis conjuntamente con el sacárido Hib. Se prefieren
los antígenos de neumococos, virus de hepatitis A, virus de hepatitis B, B. tos ferina, difteria, tétanos, Helicobacter
pylori, polio y/o H. influenzae. Los antígenos particularmente preferidos de no neisseria incluyen:

- antígenos de Helicobacter pylori tales como CagA [126 a 129], VacA [130, 131], NAP [132, 133, 134], HopX
[por ejemplo 135], HopY [por ejemplo, 135] y/o ureasa.

- un antígeno de sacárido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, 136, 137, 138].

- un antígeno de sacárido virus de hepatitis A virus, tal como virus inactivado [por ejemplo, 139, 140].

- un antígeno de virus de hepatitis B, tales como los antígenos de superficie y/o de núcleo [por ejemplo, 140, 141],
estando el antígeno de superficie preferiblemente adsorbido sobre un fosfato de aluminio [142].

- a antígeno de sacárido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo, 9], preferiblemente no-adsorbido o adsorbido
sobre un fosfato de aluminio [143].

- un antígeno de virus de hepatitis C [por ejemplo, 144].

- un antígeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo, 115 a 118].

- un antígeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo, las refs. 145 a 146, 147, 148, 149, 150, 151].

- un antígeno de Chlamydia trachomatis [por ejemplo, 152].

- un antígeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo, 153].

- polio antígeno(s) [por ejemplo, 154, 155] tal como IPV.

- antígeno(s) de rabia [por ejemplo, 156] tal como virus inactivado liofilizado [por ejemplo, 157, RabAvertTM].

- antígenos de sarampión, paperas y/o rubéola [por ejemplo, los capítulos 12, 13 y 17 de la ref. 1].

- antígeno(s) de influenza [por ejemplo, los capítulo 21 de la ref. 1], tales como la hemaglutinina y/o proteínas de
superficie de neuraminidasa.

- un antígeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo, 158].

- un antígeno de Streptococcus agalactiae (estreptococos del grupo B) [por ejemplo, 159, 160].
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- un antígeno de Streptococcus pyogenes (estreptococos del grupo A) [por ejemplo, 160, 161, 162].

- un antígeno de Staphylococcus aureus [por ejemplo, 163].

- antígeno(s) de paramixovirus tal como virus sincitial respiratorio (RSV [164, 165]) y/o virus de parainfluenza
(PIV3 [166]).

- un antígeno de Bacillus antracis [por ejemplo, 167, 168, 169].

- un antígeno de un virus en la familia flaviviridae (género flavivirus), tal como el virus de la fiebre amarilla, virus
de encefalitis Japonesa, cuatro serotipos de virus Dengue, virus de encefalitis de origen en las garrapatas, virus West
Nile.

- un antígeno de pestivirus, tal como virus de la fiebre pocina clásico, virus de la diarrea viral bovina, y/o virus de
la enfermedad de la frontera.

- un antígeno de parvovirus por ejemplo, del parvovirus B19.

- un toxoide de tétanos [por ejemplo, capítulo 18 de la ref. 1]

- holotoxina de tos ferina (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA) de B. tos ferina, de manera opcional también
en combinación con pertactina y/o aglutinógenos 2 y 3 [por ejemplo, las refs. 170 y 171].

- antígeno de tos ferina celular.

La mezcla puede comprender uno o más de estos antígenos adicionales, que se pueden destoxificar cuando sea
necesario (por ejemplo, la destoxificación de toxina de tos ferina mediante medios químicos y/o genéticos). Cuando
un antígeno de difteria está incluido en la mezcla se prefiere también incluir antígeno de tétanos y antígenos de tos
ferina. De manera similar, cuando se incluye un antígeno de tétanos se prefiere incluir antígenos de difteria y de. De
manera similar, cuando se incluye un antígeno de tos ferina se prefiere también incluir antígenos difteria y de tétanos.

Los antígenos en la mezcla típicamente estarán presentes a una concentración de al menos 1 µg/ml cada uno. En
general, la concentración de cualquier antígeno será suficiente para inducir una respuesta inmune contra ese antígeno.

Se puede preferir no incluir los tres (1) un sacárido meningocócico, (2) un antígeno que induce una respuesta
inmune contra Haemophilus influenzae, y (3) un antígeno que induce una respuesta inmune contra Streptococcus
pneumoniae conjuntamente en la composición de la invención. Sin embargo si estos tres antígenos están incluidos
en la misma composición, se prefiere que la composición incluya un derivado alquilado de quitosán (por ejemplo,
trimetilquitosán) como un adyuvante.

Una alternativa para usar antígenos de proteínas en la mezcla, se puede usar el ácido nucleico que codifica antígeno.
Los componentes proteicos de la mezcla pueden estar de esta manera reemplazados por ácido nucleico (preferible-
mente ADN por ejemplo, en la forma de un plásmido) que codifica la proteína. De manera similar, las composiciones
de la invención pueden comprender proteínas que imitan al antígeno de sacáridos por ejemplo, mimotopes [172] o
anticuerpos anti-idiotipo.

Éstos pueden ser componentes de sacarina individuales, o pueden suplementarlos. Como ejemplo, la vacuna puede
comprender una imitación de péptido del polisacárido capsular MenC [173] o MenA [174] en lugar del propio sacárido.

Las composiciones de la invención pueden comprender detergente (por ejemplo, un Tween, tal como Tween 80)
a niveles (por ejemplo < 0,01%). Las composiciones de la invención pueden comprender un alcohol de azúcar (por
ejemplo, manitol) o trehalosa por ejemplo, a aproximadamente 15 mg/ml, particularmente si se tienen que liofilizar o
si incluyen material que se ha reconstituido a partir de a partir de material liofilizado.

Inmunogenicidad

Las composiciones de la invención son inmunogénicas. Las composiciones inmunogénicas preferidas son vacunas.

Las vacunas de acuerdo con la invención pueden ser o bien profilácticos (es decir, para prevenir infección) o
terapéuticos (es decir, para tratar la enfermedad después de la invención), pero típicamente serán profilácticos.

Las composiciones y vacunas inmunogénicas de la invención típicamente comprenderán, además de los sacáridos
meningocócicos, “vehículos farmacéuticamente aceptables”, que incluyen cualquier vehículo que el por sí mismo no
induce la producción de anticuerpos peligrosos para la recepción individual de la composición. Los vehículos adecua-
dos son típicamente grandes, macromoléculas metabolizadas lentamente tales como proteínas, polisacáridos, ácidos
polilácticos, ácidos poliglicólicos, aminoácidos poliméricos, copolímeros de aminoácidos, trehalosa [175], agregados
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lipídicos (tales como gotitas de aceite o liposomas), y partículas de virus inactivas. Tales vehículos son bien conocidos
por los expertos en la técnica. Las vacunas también pueden estar en contacto con diluyentes, tales como agua, solución
salina, glicerol, etc. De manera adicional, pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes de humec-
tación y de emulsificación, sustancias de tamponación de pH, y similares. Una discusión completa de excipientes
farmacéuticamente aceptables está disponible en la ref. 176.

Las composiciones inmunogénicas usadas como vacunas comprenden una cantidad inmunológicamente eficaz de
antígeno de sacárido, así como cualquier otro de los otros componentes mencionados anteriormente, según se necesite.
Por “cantidad inmunológicamente eficaz”, significa que la administración de la cantidad a un individuo, o bien en una
única dosis o como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o prevención. Esta cantidad varía dependiendo de la
afección de salud y física del individuo a tratar, edad, el grupo taxonómico del individuo a tratar (por ejemplo, primate
no humano, primate, etc.), la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar los anticuerpos, el grado de
protección deseado, la formulación de la vacuna, la valoración del doctor que está tratando la situación médica, y
otros factores relevantes. Se espera que la cantidad caiga en un intervalo relativamente alto que se puede determinar
mediante ensayos rutinarios.

La inmunogenicidad de las composiciones de la invención se pueden determinar administrándolas a sujetos de
ensayo (por ejemplo, niños 12-16 meses de edad, o modelos de animales [177]) y después determinando los parámetros
convencionales incluyendo anticuerpos bactericidas en suero (SBA) y titulaciones de ELISA (GMT) de IgG total anti-
cápsula de alta actividad. Estas respuestas inmunes en general se determinarán alrededor de 4 semanas después de
la administración de la composición, y se comparan con los valores determinados antes de la administración de la
composición. Se prefiere un incremento de SBA de al menos 4 veces u 8 veces. Cuando se administra más de una
dosis de la composición, se debe realizar más de una determinación después de la administración.

Administración de composiciones de la invención

Como se ha mencionado anteriormente, las composiciones de la invención se pueden administrar mediante diver-
sas vías, incluyendo la parenteral y la mucosal. Una vía preferida de la administración parenteral es inyección. La
inyección puede ser subcutánea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular. Se prefiere la administración intramus-
cular al muslo. Se puede usar la inyección sin aguja. Una vía preferida de administración mucosal es intranasal. La
administración transdérmica o transcutánea es también posible (por ejemplo, véase la ref. 178).

La administración puede ser un programa de una sola dosis o un programa de dosis múltiple. A un programa de
dosis primario puede seguir un programa de dosis de refuerzo. La programación adecuada entre el cebado y refuerzo
se puede determinar de manera rutinaria.

La administración en general será a un animal y, en particular, se pueden tratar sujetos humanos. Las composiciones
son particularmente útiles para la vacunación de niños y adolescentes.

Procedimientos y usos médicos

La invención proporciona un procedimiento de inducción de una respuesta inmune en un paciente, que comprende
la administración al paciente de una composición de la invención. La respuesta inmune es preferiblemente protectora
contra la enfermedad meningocócica, y pueden comprender una respuesta inmune humoral y/o una respuesta inmune
celular. La respuesta inmune y/o la administración es/son preferiblemente ambas mucosal.

El paciente es preferiblemente un niño. Una clase preferida adicional de paciente es una mujer adulta, y particu-
larmente una mujer de edad que está criando un niño o una mujer embarazada. Las composiciones de la invención son
particularmente adecuadas para inmunizar de manera pasiva a los niños mediante la vía maternal.

El procedimiento puede inducir una respuesta inmune, en un paciente que ya se ha cebado contra N. meningitidis.

La invención también proporciona el uso de sacáridos capsulares del serogrupo C de N. meningitidis y sacárido
capsular de 1 o más de los serogrupos A, W135 e Y de N. meningitidis, en los que dichos sacáridos capsulares
están conjugados a la(s) proteína(s) vehículo y/o son oligosacáridos, en la fabricación de un medicamento para la
administración intranasal a un animal con el fin de inducir una respuesta inmune. La invención también proporciona
el uso de (1) un sacárido capsular del serogrupo, C, de N. meningitidis, en el que dichos sacáridos capsulares están
conjugados a la(s) proteína(s) vehículo y/o son oligosacáridos, y (2) un quitosán, en la fabricación de un medicamento
para la administración intranasal a un animal con el fin de inducir una respuesta inmune.

Estos medicamentos son preferiblemente para la prevención y/o tratamiento de una enfermedad provocada por
Neisseria (por ejemplo, meningitis, septicemia, gonorrea etc.). Son preferiblemente para la administración intranasal.
Preferiblemente comprenden sacáridos capsulares de al menos dos (es decir, 2, 3 ó 4) de los serogrupos A, C, W135 e
Y de N. meningitidis.
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Definiciones

El término “que comprende” significa “que incluye” así como “que constituye” por ejemplo, una composición
“que comprende” X puede constar exclusivamente de X o puede incluir algo adicional por ejemplo, X + Y.

El término “aproximadamente” en relación a un valor numérico x significa, por ejemplo, x ± 10%.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente” por ejemplo, una composición que está “sustancial-
mente libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra “ sustancialmente ” se
puede omitir de la definición de la invención.

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 ilustra la preparación de un conjugado de oligosacárido.

Las Figuras 2, 5 y 8 muestran los datos de IgG en suero de los ejemplos. Figuras 3, 6 y 9 muestran los da-
tos de BCA en suero de los ejemplos. Las Figuras 4, 7 y 10 muestran los datos de proliferación en bazo de los
ejemplos.

Las Figuras 11 a 13 muestran las estructuras de repetición de (11) quitosán (12) quitina y (13) trimetilquitosán.

La Figura 14 muestra las titulaciones de ELISA de IgG (14A) y titulaciones bactericidas (14B) usando TMC y/o
LT-K63.

La Figura 15 muestra las titulaciones de IgA en suero (15A) y lavados nasales (15B) para los mismos experimentos,
y

La Figura 16 muestra los resultados de un ensayo de proliferación en bazo que varía con la concentración de
CRM197 (µg/ml).

La Figura 17 muestra las titulaciones de IgG en suero obtenidas después de tres dosis de antígeno MenC con
adyuvante de quitosán.

La Figura 18 muestra las titulaciones de IgA nasales para los mismos experimentos, y la Figura 19 muestra los
anticuerpos bactericidas en suero para los mismos experimentos.

Modos para llevar a cabo la invención

Vacuna del serogrupo C de meningococos

Un conjugado de oligosacárido C de meningococos CRM197 [6,9] se administró por vía intranasal a 1 µg por dosis
(medido como sacárido) a ratones usando cloruro de N-trimetil-quitosán [179] y/o adyuvantes LT-K63. Se usó TMC
como 8 µg por dosis, y se prepare a partir de quitosán (“Chitoclear”, Primex ehf, Islandia) a partir de cáscaras de
camarón (94,5% acetilado) con 18,9% de sustitución. Se usó LT-K63 a 1 ó 0,1 µg por dosis. Se inmunizaron hembras
no anestesiadas de BALB/c los días 0, 21, 35 con las formulaciones en volúmenes de 10 µl (5 µl por orificio nasal). Se
recogieron muestras de suero antes y después de cada inmunización. Se recogieron lavados nasales diez días después
de la tercera inmunización. Se determinaron mediante ELISA las titulaciones de IgG e IgA específicas para MenC y
para LT [180].

Las respuestas de IgG en suero se muestran en la Figura 14: (A) ELISA y (B) bactericida (escala log). La Figura
15 muestra las titulaciones de IgA

En (A) suero y (B) lavados nasales. La Figura 16 muestra los resultados de un ensayo de proliferación en bazo.

Los datos muestran que TMC solo potencia la inmunogenicidad y que TMC potencia la inmunogenicidad cuando
se administra conjuntamente con adyuvante LT-K63. Los ratones que recibían 1 µg de LT-K63 y TMC combinados
lograron titulaciones de IgG comparables con las obtenidas mediante inmunización subcutánea.

Además, los adyuvantes combinados de ambas dosis proporcionaron iguales o mejores respuestas de anticuerpos
bactericidas en suero que la inmunización subcutánea. La inmunización subcutánea no dio lugar a una respuesta de
IgA específica de MenC en lavados nasales.

TMC y LTK-63 son así adyuvantes intranasales para el antígeno de sacárido MenC, o bien solos o en combinación.
De manera ventajosa, la adición de TMC a LT-K63 permite que la dosis de LT-K63 se reduzca en un 90% sin pérdida
de inmunogenicidad. De este modo TMC permite que los componentes con toxicidad residual potencial se reduzca sin
pérdida de inmunogenicidad.
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Se realizaron experimentos similares usando quitosán no metilado ’Chitoclear’ como adyuvante. Los ratones re-
cibieron el mismo antígeno conjugado a 2,5 µg de sacárido por dosis, pero con LT-K63 (1 µg) y/o quitosán (10 ó 20
µg), por la misma vía. Se usaron seis grupos de ratones:

Como se muestra en las Figuras 17 a 19, la administración intranasal con LT- K63 y quitosán, en comparación con
la administración subcutánea con alumbre, proporcionó respuestas de IgG y bactericidas en suero equivalentes, y dio
como resultado respuestas nasales de IgA.

Vacuna combinada

Una composición combinada de conjugados de oligosacárido ACWY se preparó usando los materiales descritos
en la referencia 8. La composición se tamponó a pH 7,4 con PBS. La concentración de cada conjugado fue:

La composición se administró por vía intranasal a ratones en volúmenes de 10 µl (5 µl por fosa nasal) sin adyuvante
o con uno de los siguientes adyuvantes mucosales:

12
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Para comparación, se administró la misma composición de antígeno por vía subcutánea con un adyuvante de
hidróxido de aluminio.

Como control, se administró solo el conjugado de MenC con los mismos adyuvantes por las mismas vías a una
concentración equivalente a la de MenC en la composición de combinación.

Por lo tanto diez grupos de ratones recibieron las siguientes composiciones:

En un primer conjunto de experimentos, los niveles de IgG en suero después de 3 dosis intranasales (subcutánea
para alumbre) eran como sigue, expresados como GMT (MEU/ml) _ standard deviation (Figura 2):
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Se ensayaron los mismos animales para determinar los anticuerpos bactericidas en suero en la presencia de com-
plemento de conejo infantil.

Las cepas usadas fueron A-F6124, C-C11, W135-5554 e Y-240539.

Los resultados fueron como sigue (Figura 3):

También se ensayó la proliferación de células en el bazo para los mismos 10 grupos. Los resultados para los grupos
con números impares, que recibieron los antígenos MenACWY, se muestran en la Figura 4A; los grupos, con números
pares que recibieron solamente MenC, están en la Figura 4B.
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En un segundo conjunto de experimentos, los ratones recibieron 20 µl de las siguientes composiciones ACWY
(cada antígeno como 2 µg de sacárido) por vía intranasal, excepto para el grupo 1 que lo recibió por vía subcutánea:

IgG en suero después de tres inmunizaciones se muestran en la Figura 5, BCA en suero se muestra en la Figura 6,
y la proliferación celular se muestra en las Figuras 7A y 7B.

En un tercer conjunto de experimentos similares, los ratones recibieron 20 µl de las siguientes composiciones
ACWY (cada antígeno como 2 µg de sacárido) por vía intranasal, excepto para el grupo 1 que lo recibió por vía
subcutánea.
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IgG en suero después de tres inmunizaciones se muestran en la Figura 8, BCA en suero se muestra en la Figura 9,
y la proliferación celular se muestra en las Figuras 10A y 10B.

De este modo tanto LTK63 como TMC, y particularmente el emparejamiento de los mismos, son adyuvantes
altamente eficaces para la administración intranasal de una vacuna combinada contra los serogrupos A, C, W 135 e Y
de meningococos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composición inmunogénica, que comprende (a) un antígeno de sacárido capsular del serogrupo C de N.
meningitidis, y (b) un adyuvante de quitosán.

2. La composición de la reivindicación 1, que comprende (c) uno o más antígenos adicionales y/o (d) uno o más
adyuvantes adicionales.

3. La composición de cualquier reivindicación precedente, en la que los sacáridos capsulares son oligosacáridos.

4. La composición de la reivindicación 2, en la que los sacáridos capsulares son oligosacáridos conjugados a la(s)
proteína(s) vehículo(s).

5. La composición de cualquier reivindicación precedente, que comprende sacáridos capsulares de 2, 3 ó 4 de los
serogrupos, A, C, W135 e Y de N. meningitidis.

6. La composición de la reivindicación 5, que comprende sacáridos de los serogrupos A+C, A+W135, A+Y,
C+W135, C+Y, W135+Y, A+C+W135, A+C+Y, C+W135+Y, o A+C+W135+Y.

7. La composición de cualquier reivindicación precedente, que está adaptada y/o envasadas para administración
intranasal.

8. La composición de la reivindicación 7, en forma de una pulverización nasal o gotas nasales.

9. Las composiciones de cualquier reivindicación precedente, que comprende un adyuvante de quitosán y un mu-
tante destoxificado de toxina de E. coli termolábil.

10. La composición de la reivindicación 1 o una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, en el que el quitosán es
un quitosán trialquilado.

11. La composición de la reivindicación 10, en la que quitosán es trimetilquitosán.

12. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que el mutante destoxificado de toxina
de E. coli termolábil tiene una sustitución serina a lisina en el resto 63.

13. La composición de cualquier reivindicación precedente, en la que la composición no incluye ambos de (1) un
antígeno que induce una respuesta inmune contra Haemophilus. influenzae, y (2) un antígeno que induce una respuesta
inmune contra Streptococcus pneumoniae.

14. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende de manera adicional los tres de
(1) un sacárido meningocócico, (2) un antígeno que induce una respuesta inmune contra Haemophilus influenzae, y (3)
y antígeno que induce una respuesta inmune contra Streptococcus pneumoniae, y un derivado alquilado de quitosán.

15. El uso de (1) un sacárido capsular de al menos uno de los serogrupos, A, C, W135 e Y de N. meningitidis,
en el que dichos sacáridos capsulares están conjugados a la(s) proteína(s) vehículo(s) y/o son oligosacáridos, y (2) un
quitosán, en la fabricación de un medicamento para la administración mucosal a un animal con el fin de inducir una
respuesta inmune.

16. El uso de la reivindicación 15, en el que medicamento es para la administración intranasal.
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