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SUPERINTENDENCIA DEIINDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. 10.052.816 -
Solicitud de patente a nombre de NOVARTIS AG

Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN identificada como aparece al
pie de mi firma, domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando como
apoderada de la sociedad NOVARTIS AG domiciliada en Basilea Suiza,
solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No. 18328
notificado por fijacién en lista el 16 de octubre de 2012, me permito manifestar:

1.  Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisién
486 al solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del
tramite, presento junto con este memorial nuevo capitulo reivindicatotio el cual
consta de 7 reivindicaciones dirigidas al kit.

Adicionalmente, se- rnod1ﬁca el t1tulo de 12 1 mvenc1on el cual queda del 31gulente
tenor: “Formulacion dual para vacunas que comnrende una emulsién de

adyuvante de aceite en agua libre de sales de aluminio y un componente
inmunogénico de meningitidis B en forma liofilizada”

En cuanto a estas modificaciones, nos permitimos manifestar que las mismas no
amplian de ninguna manera la materia objeto de la -presente solicitud y se
realizaron con el 4nimo de superar las objeciones de claridad planteadas por el
examinador en su concepto técnico.

Teniendo-en cuenta la solicitud el sefior examinador, se presenta de nuevo la
memoria desctipiva en donde se han aclarado términos como

MENGUGATE®, MENINGITEC® y otros. Se colocd su significado como pie
de paginas.

Se adjunta copia legible de la ﬁgura 3.
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No se presenta tasa por reivindicaciones adicionales dado que el nuevo pliego
reivindicatorio contiene solo 7 reivindicaciones.

2. Claridad de la invencién

En relacién con las objeciones planteadas por el sefior examinador, atentamente
nos permitimos decit que con las modificaciones realizadas en la memoria

descriptiva y con el nuevo pliego reivindicatorio quedan cabal mente superadas
las objeciones.

3. Unidad de Invencion

A la luz del nuevo capitulo reivindicatorio dirigido exclusivamente al kit, quedan
cabalmente superadas estas. objeciones. -

4. Nivel inventivo .

El enfoque de dos viales como se discute en el documento D1, se utiliza cuando

la formulacién de la vacuna del sacarido del serogrupo A es almacenada como un
liofilizado.

En este sentido, es importante sefialar que la descripcién de D1 establece que "el
sacarido del serogrupo A no se combina con otto u otros sacaridos hasta poco

antes de su uso, con el fin de minimizar el potencial de hvdrolym lo cual
no corresponde al problema resuelto por la presente. solicitud.

De hecho, el problema es que los inmun(’)genos del sero_grupo B muestra
diferentes estabilidades dependiendo del adyuvante utilizado. -En este sentido el
adyuvante de aceite en agua conttibuye 2 la estabilidad de la formulacién de la
vacuna MenB, un problema previamente desconocido (véase por favor la nueva
pagina 2 segundo pérrafo de la memotia desctiptiva presentada con este escrito).

En ese orden de ideas, se buscaba una méjora en el sentido-de evitar la necesidad
de adsorber antigenos a hidréxido de aluminio con la concomitante pérdida de
eficacia, los inventores probaron que los adyuvantes de aceite en agua realizan tal
mejora. No obstante; esta formulacién inesperadamente - causé una disminucién
en la estabilidad y luego dicho problema fue resuelto mediante la liofilizacién del
inmundgeno menB, lo cual probd ser un enfoque bastante Gtil para muchos
antigenos y saciridos de meningitidis (véase por favor el tercer parrafo de la
nueva pagina 3 de la memoria descriptiva).

En relacién con el argumento que sefiala el senor examinador en el folio 148
donde indica que “E/ documenito D2 de. scribe una manera di fo/monm e/ prob/ema técnico,
mediante la utilizacion de un adynvante en emulsion aceite en agua... “y que .. .es conocido
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por la persona normalmente versada en la materia que la liofilizaciin es una buena alternativa
Ppara el alamacenamiento de.una composicion de vesiculas de la membrana excterna de Neissseria
mentngiticis gripo B en estado lignido y permite un ventajoso tiempo de almacenamiento de mis
de 1 aro’; nos permitimos decir que no nos encontramos de acuerdo, dado que
como se discute en la memoria descriptiva, principalmente en las tres primeras
paginas, una caracteristica comtn de las actuales vacunas de MenB es que ellas
incluyen un adyuvante de hidréxido de aluminio. Fl rol de este adyuvante es el
de incrementar la inmunogenicidad de la vacuna. No obstante, los inventores
probaros una formulacién de MenB  sin este adyuvante y descubderon que el
hidréxido de aluminio también contribuye en la estabilidad de la vacuna. Por lo
tanto, cuando se reemplazé el hidréxido de aluminio con una emulsién de aceite
en agua se retuvo la inmunogenicidad pero la vacuna resultante redujo su
estabilidad. En este sentido, a fin de restablecer la estabilidad, los inventores
encontraron que la mezcla de antigeno/emulsién debia de ser preparada y
distribuida como componentes separados, listos para el mezclado extemporineo
vy la administracion justo al momento de su uso.

En este sentido, el solicitante es de la opinién de que no setfa evidente a partir del
arte ptrevio citado por el examinador que el adyuvante de hidréxido de aluminio
conttibuyera a la estabilidad de las vacunas de MenB y mucho menos que el uso
de un adyuvante alternativo (una emulsién de aceite en agua) darfa una vacuna
con estabilidad disminuida pero con una inmunogenicidad mantenida.

Las razones técnicas del solicitante para emplear “dos viales” es la establidad de
los antigenos MenB en presenica de un adyuvante de emulsién de aceite en agua.
Este problema de inestabilidad no habifa sido reportado en la técnica anterior, y
entonces el uso de dos viales tampoco habria sido evidente a partir de D1, de
hecho, esta anterioridad no proporciona guia util dado que no trata con el asunto
de la estabilidad del antigeno.

Ahora bien, si D2 usa antigenos conjugados liofilizados de Hib y MenC, dicha
anterioridad no explica el porqué de la liofilizacion, De hecho, ID2 usa antigenos
liofilizados con un adyuvante de emulsién de aceite en agua pero también con
adyuvante de hidréxido de aluminio, lo cual quiere decir que el enfoque de
“dos viales” fue empleado para ambos adyuvantes. Esta situacién contrasta con
la presente invencién, donde el solicitante identificé que-los antigenos MenB se
comportan de manera diferente con estos dos adyuvantes, dado que los antigenos
MenB son estables en ptresencia de hidréxido de aluminio (es decir, no es
necesatio “dos viales™), pero eran inestables en presencia de una adyuvante de
emulsién de aceite en agua. El comportamiento distinto de antigenos MenB con
hidréxido de aluminio y emulsiones de aceite en agua fue la clave para el hallazgo
de la presente invencién, pero_.s»‘;e‘s_ta_diferer_;éi?iio_habia sido reportada por D2
para conjugados Hib or MenC. Asf las cosas, nos permitimos decir que D2 no
podria llevar de manera evidente a la persona medianamente versada en la
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materia a la presente invencidon en combinacién con D1 o con el atticulo D3.

Teniendo en cuenta las diferencias expuestas anteriormente, atentamente nos
permitimos decir que una persona medianamente versada en la materia no habria
estado motivada a realizar un kit como el reportado en la presente invencion.

Habiendo atendido cabalmente las objeciones ptesentadas por ese despacho,
atentamente solicitamos se conceda el ptivilegio de patente de invencion a la solicitud
en estudio o si el sefior examinador considera que subsisten tazones para objetar la
presente invencién, rogamos expedir otro examen de fondo con los debidos motivos y
razones que sustenten su objecién con el fin de que nuestto mandante tenga la
posibilidad de exponer sus atgumentos con base en la interpretacion de los articulos 45
de la Decisién 486 -el cual otorga la facultad al examinador para emitit los examenes de
v ga‘a. ; exami para > exal
fondo-, 35 vy 59 del Cédigo Contencioso Administrativo que sefiala que: ‘habiéndose dado
y 29y 97 X S o 9 9 )
oportunidad a los interesados para expresar sus opiniones, y con base en las pruebas e informes
disponibles, se tomard la decision que serd motivada al menos en jorma sumaria si afecta a
. 2 ¢ . . q C e, . . ,

particulares”y “(..) deberd proferirse la decisidn definitiva. Esta se motivard en sus aspectos de hecho y
de derecho, y en los de conveniencia si es el caso ”, tespectivamente (El subrayado es nuestro).

En consecuencia, solicitamos a ese despacho pronunciatse en relacién con todos los
argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacién al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional.

Sefior Superintendente,

DILIA RODRIGUEZ D'AL

C.C. 41.654.882 de Bogota

T.P. 20824 del C.S.J.
mc —

notificaciones@clarkemodet.com.co
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Formulacién dual para vacunas que comprende una emulsién de adyuvante de aceite en agua libre

de sales de aluminio y un componente inmunogénico de meningitidis B en forma liofilizada

Campo de la Invencién

Esta invencién estd en el campo de la formulacidn de

vacunas meningocédcicas.

Antecedentes de la Invencién

Actualmente se estdn investigando varias vacunas
contra el serogrupo B de Neisseria meningitidis (“Men-B”),
pero comparten una caracteristica comun.

Los productos de vesicula de membrana exterior (OMV)
producidos por Novartis (MENZB™), por el Instituto Finlay
(VA-MENGOC-BC™), por el Instituto Noruego de Salud Publica
(MENBVAC™) y por el Instituto de Vacunacién de los Paises
Bajos (HEXAMEN™ y NONAMEN™) incluyen todos un adyuvante de
hidréxido de aluminio. La “wvacuna universal para el
meningococo del serogrupo B” reportada por Novartis en la
referencia 1 también incluye un adyuvante de hidréxido de
aluminio, Ccomo lo hace la vacuna bivalente de OMV
recientemente reportada en la referencia 2.

Breve Descripcién de la Invencién

Al desarrollar la vacuna de Men-B de Novartis, 1los
inventores han encontrado que la inmunogenicidad Jdptima
requiere la presencia de un adyuvante. Adicionalmente,
encontraron que la adsorcién a hidréxido de aluminio

proporciona buena estabilidad de almacenamiento para los

00 %



10

15

20

25

antigenos de la vacuna. Sin embargo, se han Dbuscado
alternativas para evitar la necesidad de wusar sales de
aluminio.

Es ya ‘conocido el uso de adyuvantes sin aluminio
para las vacunas de. Men-B. Por ejemplo, la referencia 3
reporta el uso de la emulsién de aceite en agua, MF59, como un
adyuvante para las vesiculas de Men-B, y la referencia 4
describe - el uso de oligonucleétidos inmunoestimuladores y/o
ME59 como adyuvantes. Aunque los resultados de
inmunogenicidad con MF59 fueron excelentes, la investigacidn
contintia ha mostrado que este adyuvante puede mejorar la
cobertura de cepas de una vacuna de Men-B en comparacidén a
hidréxido de aluminio, el trabajo adicional ha mostrado
inesperadamente que los inmunégenos de Men-B con adyuvante de
emulsiones de aceite en agua tienen pobre estabilidad a largo
plazo. De esta manera, es un objeto de la invencidn
proporcionar maneras para mejorar la estabilidad de
almacenamiento de vacunas de Men-B cuando se usan adyuvantes
de emulsiones de aceite en agua.

La experiencia anterior con emulsiones de aceite en
agua viene del 4area de las vacunas de influenza. El producto

FLUAD"™ incluye la emulsién MF59, y se distribuye en un

1 pluad: Vacuna de la influenza de Novartis, Antigeno de superficie, inactivo, con
adyuvante MF59C.1.
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formato 1liquido pre-mezclado en un recipiente duUnico (el
planteamiento de “un frasco”}. Esta formulacidédn pre-mezclada
es la formulacidén que ahora se ha encontrado que ofrece pobre
estabilidad para las vacunas de Men-B.

Como una alternativa a la formulacidén de “un frasco”
con vacunas de emulsién de aceite en agua, se ha usado un
planteamiento de “dos frascos” para influenza (ver, por
ejemplo referencia 5), para HSV (por ejemplo, referencia 6) y
para VIH (por ejemplo, referencia 7), en los cuales se
distribuyen conjuntamente la vacuna y la emulsidén, ambos en
formato 1liquido, paré mezclado extempordneo en el punto de
uso.

De acuerdo a la presente invencidén, se sigue un
planteamiento diferente para las vacunas de Men-B, usando una
formulacién dual de (i) un adyuvante de emulsién de aceite en
agua y (ii) un componente inmunogénico de Men-B en forma
liofilizada. Los antigenos liofilizados de Men-B se pueden
reconstituir en forma liquida con adyuvantes en el momento del
uso listo para administracién a un paciente. Se ha encontrado
que la formulacién da excelentes resultados en términos tanto
de estabilidad como de inmunogenicidad.

Adicionalmente, los inventores han encontrado que el
componente liofilizado puede retener eficiencia cuando se
incluyen uno o mas sacédridos conjugados de N. meningitidis en

los serogrupos A, C, W135 y/o Y (Men-A, -C, -W135 y -Y). Es

0000 7



10

15

20

25

particularmente ventajosa la combinacién de antigenos para
inmunizacién contra multiples serogrupos meningocécicos,
incluyendo el serogrupo B, usando un componente liofilizado
tnico.

De esta manera, la invencidén proporciona un kit que
comprende: (i) un primer recipiente que contiene un adyuvante
que comprende una emulsién de aceite en agua; y (ii) un
segundo recipiente que contiene una composicidén antigénica
liofilizada que comprende un inmundgeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra el Serogrupo B de N.
meningitidis. La composicién antigénica liofilizada puede
comprender ademéds un éacérido capsular conjugado de uno o mas
de los serogrupos A, C, W135 y/o Y de N. meningitidis.

La invencién también proporciona un método para
preparar una composicién inmunogénica, que comprende el paso
de mezclar: (i) un adyuvante que comprende una emulsion de
aceite en agua; y (ii) una composicién antigénica liofilizada
que comprende un inmundégeno para provocar una respuesta
inmunitaria contra el serogrupo B de N. meningitidis. La
composicién antigénica liofilizada puede comprender ademas un
sacarido capsular conjugado de uno o mas de los serogrupos A,
C, W135 y/o Y de N. meningitidis.

La invencién también proporciona una composicidn
antigénica liofilizada que comprende (1) un inmundgeno para

provocar una respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.
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meningitidis, y (ii) un sacdrido capsular conjugado de uno o
mas de los serogrupos A, C, W135 y/o Y de N. meningitidis.
Esta composicién liofilizada es adecuada para la
reconstitucién por un adyuvante que comprende una emulsién de
aceite en agua, y es adecuada para el uso como un componente

de kit de la invenciédn.

La composicidén antigénica liofilizada

| La invencién usa una composicidn antigénica
liofilizada que incluye un inmundégeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra Men-B. Opcionalmente puede
incluir un sacdrido capsular conjugado de uno o mas de Men-A,
Men-C, Men-W135 y/o Men-Y.

El inmunégeﬁo Men-B puede comprender vesiculas de
membrana de una bacteria de Men-B y/o proteinas recombinantes
de Men-B y/o un lipo-oligosacarido (LOS) de Men-B.

Se conoce en la técnica [8] la liofilizacidén de 1las
oMV de Men-B, pero estas oMV se admiﬁistraron
subsiguientemente de manera conjunta con un adyuvante de
fosfato de aluminio. No se reportd el problema de estabilidad
de antigeno cuando se combindé con un adyuvante de emulsidn de
aceite en agua; De manera similar, se conoce la liofilizacidn
de antigenos de conjugados meningocdcicos, incluyendo la
reconstitucidén subsiguiente con MF59 (9], pero no en

combinacién con ningun antigeno de Men-B.

Componentes de Men-B que Comprenden Vesiculas
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Las vesiculas para el uso como componentes de vacuna
de Men-B incluyen cualquier vesicula proteoliposémica obtenida
al romper una membrana exterior Dbacteriana para formar
vesiculas de la misma que incluyen componentes proteicos de la
membrana exterior. Dg esta manera, el término incluye las OMV
(referidas algunas veces como “ampollas”), microvesiculas (MV
[10]) y “OMV nativas” (“NOMV” [11]).

Las MV y NOMV son vesiculas de membrana que se
presentan de manera natural que se forman esponténeamente
durante el crecimientb bacteriano y se liberan en el medio de
cultivo. Se pueden obtener MV al cultivar Neisseria en medio
de cultivo de caldo, separando las células enteras de las MV
mas pequefias en el medio de cultivo de caldo (por ejemplo, por
filtracién o ©por centrifugacién a baja velocidad para
sedimentar sélo las células y no las vesiculas mé&s pequefas),
y luego recolectando las MV del medio agotado de células (por
ejemplo, por filtracién, por precipitacién diferencial o
agregacién de las MV, por centrifugacién a alta velocidad para
sedimentar las MV). En general se pueden seleccionar cepas
para el uso en la produccién de MV en base a la cantidad de MV
producidas en cultivo, por ejemplo, referencias 12 y 13
describen Neisseria con alta produccién de MV.

Se preparaﬁ artificialmente OMV a partir de
bacterias, y se pueden preparar usando tratamiento con

detergente (por ejemplo, con desoxicolato), o por medios no
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detergentes (ver, por ejemplo referencia 14). Por ejemplo, se
describen en las referencias citadas en la presente los
métodos para obtener preparaciones adecuadas de OMV. Las
técnicas para formar OMV incluyen tratar bacterias con un
detergente de sal de acido biliar (por ejemplo, sales de acido
litocélico, &cido quenodesoxicdlico, &cido usodesoxicdlico,
dcido desoxicdlico, ééido cbélico, &cido ursocdlico, etc., con
desoxicolato de sodio [15 y 16] que se prefiere para tratar
Neisseria) a un pH suficientemente alto para no precipitar el
detergente [17]. Se pueden realizar sustancialmente otras

técnicas en la ausencia de detergente [14] usando técnicas tal

como tratamiento con ultrasonido, homogenizacién,
microfluidizacién, cavitacién, choque osmético, molienda,
prensa francesa, mezclado, etc. Los métodos que usan nada o

poco detergente pueden retener los antigenos utiles tal como
NspA [14]. De esta manera, un método puede usar un

amortiguador de extraccién de OMV con aproximadamente 0.5 % de

oe

desoxicolato o menos, por ejemplo, cerca de 0.2
aproximadamente 0.1 %( <0.05 % o cero.

En la referencia 18 se describe un proceso util para
la preparacién de OMV y comprende la ultrafiltracidn en OMV
crudas, en lugar de centrifugacién de alta velocidad. El
proceso puede comprender el paso de ultracentrifugacidn

después de que tome lﬁgar la ultrafiltraciédn.

Se pueden preparar vesiculas a partir de cualquier
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cepa de Men-B para el uso con la invencidn. Pueden ser de
cualquier isotipo (por ejemplo 1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 1o,
etc.), de cualquier serosubtipo, y de cualquier inmunotipo
(por ejemplo, Ll1; ’L2; L3; L3,3,7; L10; etc.). Los
meningococos pueden ser de cualquier linaje adecuado,
incluyendo linajes hiperinvasivos e hipervirulentos, por
ejemplo cualquiera de los siguientes siete linaijes
hipervirulentos: subgrupo I; subgrupo III; subgrupo IV-1;
complejo ET-5; complejo ET-37; agrupacidén A4; linaje 3. Estos
linajes se han definido por electroforesis enzimatica
multilocus (MLEE), pero también se ha usado la tipificacidn de
secuencia multilocus .(MLST) para clasificar los meningococos
[referencia 19], por ejemplo, el complejo ET-37 es el complejo
ST-11 por MLST, el complejo ET-5 es ST-32 (ET-5), el linaje 3
es ST-41/44, etc. Se pueden preparar vesiculas de cepas que
tienen uno de los siguientes subtipos: P1.2; P1.2,5; Pl.4;
P1.5; P1.5,2; Pl1.5,c; Pl.5¢c, 10; P1.7,16; P1.7,16b; P1.7h,4;
P1.9; P1.15; P1.9,15; P1.12,13; P1.13; P1.14; P1.21,16;
P1.22,14.

Las vesiculas usadas con 1la invencién se pueden
preparar de cepas tipb silvestre de Men-B o de cepas mutantes.
Por ejemplo, la referencia 20 describe preparaciones de
vesiculas obtenidas de N. meningitidis con un gen fur
modificado. La referencia 27 ensefia que la expresidén de nspA

se puede favorecer con supresidén concomitante de porA y cps.
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Los mutantes adicionales de supresidédn de N. meningitidis para
la produccién de OMV se describen en las referencias 27 a 29.
La referencia 21 describe vesiculas en las cuales se favorece
la expresién de £fHBP. La referencia 22 describe la
continuacién de vesiculas de cepas modificadas para expresar
seis diferentes subtipos de PorA. También se puede usar
[23,24] Neisseria mutante con bajos niveles de endotoxinas,
lograda por supresidn de enzimas comprendidas en la
biosintesis de LPS. Estos u otros mutantes también se pueden
usar con la invencidn.

De esta manera, una cepa de Men-B usada con la
invencién puede expresar en algunas modalidades mas de un
subtipo PorA. Se han construido anteriormente las cepas 6-
valente y 9-valente de PorA. La cepa puede expresar 2, 3, 4,
5 6, 7, 8 &6 9 de los-subtipos de PorA: P1.7,16; P1.5-1,2-2;
P1.19,15-1; P1.5-2,10; P1.12-1,13; P1l.7-2,4; P1.22,14; Pl.7-
1,1 y/o P1.18-1,3,6. En otras modalidades, una cepa puede
haber sido reducida en expresidén para la expresidédn de Pora,

por ejemplo, en la cual se ha reducido la cantidad de PorA por

oe

al menos 20 % (por ejemplo, 230 %, 240 %, 250 %, 260 %, 270

ow

, 280

o\°

, 290 %, 295 %, etc.), o aun suprumido, con relacidén a
los niveles tipo sil&estre (por ejemplo, con relacién a la
cepa H44/76, como se describe en la referencia 30):

En algunas modalidades, la cepa de Men-B puede

sobreexpresar (con relacién a la correspondiente cepa tipo
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silvestre) ciertas proteinas. Por ejemplo, las cepas pueden
sobreexpresar NspA, proteina 287 [45], £fHBP [21], TbpA y/o
TbpB [25], Cu,Zn-superdéxido dismutasa [25], etc.

En algunas modalidades,. una cepa de Men-B puede
incluir wuna o mds de las mutaciones de supresidn o
sobreexpresidn descriﬁas en las referencias 26 a 29. Los genes
preferidos para la reduccién de la expresién y/o para la
supresién incluyen: (a) Cps, CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB,
GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PilC, PorB, Siah,
SiaB, SiaC, SiaD, TbpA, y/o TbpB [26]; (b) CtrA, CtrB, CtrC,
CtrD, FrpB, GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PhoP,
PilC, PmrE, PmrF, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA, y/o TbpB [27];
(c) ExbB, ExbD, rmpM, CtrA, CtrB, CtrD, GalE, LbpA, LpbB, Opa,
Opc, PilC, PorB, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA, y/o TbpB [28];
y (d) CtrA, CtrB, CtrD, FrpB, OpA, OpC, PilC, PorB, SiaD,
SynA, SynB, y/o SynC [29].

Cuando se usa una cepa mutante, en algunas
modalidades, puede tener una o mis de las siguientes
caracteristicas: (if LgtB y/o GalE reducidos en expresidén o
reducidos para truncar la LOS meningocdcica; (ii) TbpA
favorecido en expresién; (iii) Hsf favorecido en expresidn;
(iv) Omp85 favorecido en expresién; (v) LbpA favorecido en
expresidn; (vi) NspA favorecido en expresién; (vii) PorA
favorecido en expresién; (viii) FrpB reducido en expresidén o

suprimido; (ix) Opa reducido en expresién o suprimido; (x) Opc
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reducido en expresién o suprimido; (xii) el complejo génico
cps suprimido. Un LOS truncada puede ser una que no incluya
un epitopo de éialilFlacto—N-neotetraosa, por ejemplo, puede
ser un LOS deficiente en galactosa. La LOS puede no tener una
cadena «o.

Si estd presente LOS en una vesicula entonces es
posible tratar la vesicula para enlazar su LOS y sus
componentes proteicos (conjugacién “intra-ampolla” [29]).

La invencién se puede usar con mezclas de vesiculas
de diferentes cepas. Por ejemplo, la referencia 30 describe
una vacuna que comprende composiciones multivalentes de
vesiculas meningocécicas, que comprenden una primera vesicula
derivada de wuna cepa meningocdécica con un serosubtipo
prevalente en un pais de uso, y una segunda vesicula derivada
de una cepa que no necesita tener un serosubtipo prevalente en
un pais de uso. La referencia 31 también describe
combinaciones utiles de diferentes vesiculas. En algunas
modalidades se puede usar una combinacién de vesiculas de
cepas con dada uno de los inmunotipos L2 y L3.

Se pueden preparar antigenos basados en vesicula a
partir de los serogrupos diferentes de Men-B (por ejemplo, la
referencia 17 describe un proceso ©para Men-A). Por
consiguiente, la invencién se puede usar con vesiculas
preparadas de los serogrupos diferentes de Men-B (por ejemplo,

A, C, W135 y/o Y). Sin embargo, el foco principal es Men-B.
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Componentes de Men-B que Comprenden Proteinas Recombinantes

También se han reportado proteinas recombinantes
para el uso como inmundégencs de vacuna contra Men-B. Por
ejemplo, en las referencias 32 a 40 se reportan varios
antigenos. Estos antigenos se pueden usar solos o en
combinaciones. Donde se combinan multiples proteinas
purificadas entonces es Util usar una mezcla de 10 o menos
(por ejemplo, 9, 8, 7} 6, 5, 4, 3, 2) antigenos purificados.

Una combinacién particularmente util de antigenos se
describe en las referencias 1 y 40, y de este modo una
composicién de la invencién puede incluir 1, 2, 3, 4 &6 5 de:
(1) una proteina - “NadA”; (2) una proteina “fHBP",
anteriormente conocida como “741”; (3) una proteina “936”; (4)
una proteina “953”; y (5) una proteina “287". Otras»posibles
combinaciones de antigeno pueden comprender una proteina de
unidén a transferrina (por ejemplo, TbpA y/o TbpB) y un
antigeno Hsf. Otros posibles antigenos purificados incluyen
proteinas que comprenden una de las siguientes secuencias de
aminodcidos: SEQ ID NO: 650 de la referencia 32; SEQ ID NO:
878 de la referencia 32; SEQ ID NO: 884 de la referencia 32;
SEQ ID NO: 4 de lav referencia 33; SEQ ID NO: 598 de la
referencia 34; SEQ ID NO: 818 de la referencia 34; SEQ ID NO:
864 de la referencia 34; SEQ ID NO: 866 de la referencia 34;
SEQ ID NO: 1196 de la referencia 34; SEQ 1ID NO:'1272 de la

referencia 34; SEQ ID NO: 1274 de la referencia 34; SEQ ID NO:
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1640 de la referencia 34; SEQ ID NO: 1788 de la referencia 34;
SEQ ID NO: 2288 de la referencia 34; SEQ ID NO: 2466 de la
referencia 34; SEQ ID NO: 2554 de la referencia 34; SEQ ID NO:
2576 de la referencia.34; SEQ ID NO: 2606 de la referencia 34;
SEQ ID NO: 2608 de la referencia 34; SEQ ID NO: 2616 de 1la
referencia 34; SEQ ID NO: 2668 de la referencia 34; SEQ ID NO:
2780 de la referencia 34; SEQ ID NO: 2932 de la referencia 34;
SEQ ID NO: 2958 de la referencia 34; SEQ ID NO: 2970 de la
referencia 34; SEQ ID NO: 2988 de la referencia 34, o© un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos dque:

Q

(a) tiene 50 % o mas de identidad (por ejemplo, 60 %, 70

o

, 80

o

, 90 %, 095

oe

, 99 % o mas) a estas secuencias; y/o (b)
comprende un fragmentb de al menos n aminodcidos consecutivos
de estas secuencias, en donde n es 7 6 mas (por ejemplo, 38,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 &6 mas). Los fragmentos preferidos para (b)
comprenden un epitopo de la secuencia pertinente. Se puede
incluir mas de uno (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6) de estos
polipéptidos.

El antigeno fHBP cae en tres variantes distintas
[39]. Un componente de Men-B de la invencidén puede incluir
una variante unica de fHBP, pero incluird de manera util un
fHBP de cada una de las dos o tres variantes. De esta manera,
puede incluir una combinacién de dos o tres diferentes fHBP

purificados, seleccionados de: (a) una primera proteina, que
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comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos a %
identidad de secuencia a SEQ ID NO: 1 y/o que comprende una
secuencia de aminocdcidos que consiste de un fragmento de al
menos x aminodcidos contiguos de SEQ ID NO: 1; (b) una segunda
proteina, que comprende una secuencia de aminocacidos que tiene
al menos b % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 2 y/o que
comprende una secuencia de aminodcidos que consiste de un
fragmento de al menos y aminodcidos contiguos de SEQ ID NO: 2;
y/o (c) una tercera proteina, que comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene al menos ¢ % de identidad de secuencia a
SEQ ID NO: 3 y/o que comprende una secuencia de aminoacidos
que consiste de un fragmento de al menos =z aminoacidos
contiguos de SEQ ID NO: 3.

El valor de a es al menos 85, por ejemplo, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99.5, o mas.

El valor de b es al menos 85, por ejemplo, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99.5, o mas.

El wvalor dé c es al menos 85, por ejemplo, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99.5, o mas.

Los valores de a, b y ¢ no se relacionan de manera
intrinseca entre si.

El valor de x es al menos 7, por ejemplo, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120,

140, 160, 180, 200, 225, 250). El valor de y es al menos 7,
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por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). E1l valor
de z es al menos 7, por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
225, 250). Los valores de x, y e z no se relacionan
intrinsecamente entre si.

En algunas ‘modalidades, las proteinas de fHBP se
lipidarédn, por ejemplo, a una cisteina N-término. En otras
modalidades, no se lipidaran.

Una composicién util en base a las protelnas
purificadas comprende una mezcla de: (i) un primer polipéptido
que tiene la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO: 4; (ii) un
primer polipéptido que tiene la secuencia de aminoadcidos SEQ
ID NO: 5 & SEQ ID NO: 7; y (iii) un primer polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 6. Ver
referencias 1 y 40.

Componentes de Men-B que Comprenden LOS

Se han reportado vacunas meningocécicas basadas en
lipooligosacarido. El LOS se puede usar en si mismo O se
puede conjugar a un portador. Cuando se conjuga, la
conjugacién puede ser mediante una porcidén de lipido A en el
LOS o por cualquier otra porcién adecuada, por ejemplo, sus

residuos de KDO. Si la porcién de lipido A de LOS esta
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ausente entonces es esencial este enlace alternativo.

El1 LOS puéde ser de cualquier inmunotipo, por
ejemplo, L2, L3, L7, etc.

En lugar de usar el LOS nativo, se prefiere usar una
forma modificada. Estas modificaciones se pueden lograr de
manera quimica, pero -es mds conveniente suprimir las enzimas
en el Men-B responsable de ciertas adiciones biosintéticas.
Por ejemplo, se puede modificar LOS para remover al menos el
Gal terminal de la unidad nativa de lacto-N-neotetraosa, y
esta modificacién se puede lograr al suprimir una o mas de las
enzimas pertinentes. Las enzimas responsables de adicionar
los dos monosacdridos terminales en un LOS nativo (&cido
sidlico y galactosa) se pueden suprimir, ya sea para eliminar
sélo la Sia terminal o para eliminar el disacdride Sia-Gal.
La supreéién del genlIgtB, por ejemplo, remueve Sia-Gal. Una
supresién del gen galE también proporciona un LOS modificado,
atil. Se puede suprimir ([41] un gen de lipido A-graso-
transferasa.

Se puede remover al menos un acido graso O-enlazado
primario del LOS [42]. E1 LOS que tiene un numero reducido de
cadenas acilo secundarias por molécula de LOS también se puede
usar [43]. El LOS puede no tener una cadena o.

El LOS puede comprender GlcNAc-Hep;fosfoetanolamina-
KDO,-Lipido A [44].

Componentes Mezclados de Men-B
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La invencién puede usar vesiculas, polipéptidos
purificados o LOS como el'antigeno de Men-B. También puede
usar combinaciones de estos tres antigenos, por ejemplo, (i)
vesiculas + polipéptidos purificados; (ii) vesiculas + LOS;
(iii) polipéptidos purificades + LOS; o (iv) vesiculas +
polipéptidos purificados + LOS. Se pueden hacer estas
combinaciones al préparar los componentes individuales de
manera separada y luego al mezclarlos. Por ejemplo, la
referencia 45 describe la adicién de proteinas purificadas a
vesiculas para proporcionar una composicién con eficiencia mas
amplia.

Serogrupos A, C, W135 e Y

Se han aprobado vacunas monovalentes conjugadas
contra el serogrupo C par el uso en humanos, e incluyen
MENJUGATE"™, MENINGITECY™ y NEISVAC-C™™. Las mezclas de
conjugados de los serogrupos A+C se conocen ([46,47] y se han
reportado [48-51] mezclas de conjugados de los serogrupos
A+C+W135+Y, y se aprobaron en 2005 como el producto acuoso
MENACTRA™,

El componeﬁte liofilizado wusado con 1la invencidn

puede incluir uno o mas conjugados de sacdridos capsulares de

2 Menjugate: Vacuna conjugado de Novartis de Meningococcal Grupo C-CRM197.

3 Meningitec: Vacuna Conjugado de Pfizer de Meningococcal Serogrupo C (Diphtheria
CRM197 Protein).

4 NeisVac-C: vacuna conjugado absorbido de GlaxoSmithkline de Meningococcal Grupo
C-TT.

5 Menactra: Vacuna conjugado de polisacirido de difteria toxoide Meningococcal de
Sanofi Pasteur (Grupos A, C, Y and W-135).

'—A
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1, 2, 3 &6 4 de los serogrupos A? C, W135 e Y meningocdcicos,
por ejemplo, A+C, A+W135, A+Y, C+W135, C+Y, W135+Y, A+C+W135,
A+C+Y, A+W135+Y, A+C+W135+Y, etc. Se prefieren los
componentes que incluyen saca&ridos de los cuatro serogrupos A,
C, W135 e Y.

El sacdrido capsular del serogrupo A de meningococo
es un homopolimero dev(a1—+6)—enlazado—N—acetil—D—mannosamina—
1-fosfato, con O-acetilacién parcial en las posiciones C3 y
C4. La acetilacidén en la posicidédn C-3 puede ser de 70-95 %.
Las condiciones usadas para purificar el sacarido pueden dar
por resultado la des-O-acetilacidn (por ejemplo, bajo

condiciones basicas), pero es Util para retener OAc en esta

posicién C-3. En algunas modalidades, al menos 50 % (por

o

ejemplo, al menos 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas) de 1los
residuos de mannosamina en un sacarido del serogrupo A estan
O-acetiladas en la posicidén C-3. Se pueden reemplazar 1los
grupos acetilo con grupos bloqueadores para impedir la
hidrdélisis [52], vy estos sacadridos modificados aun son
sacidridos del serogrupo A dentro del significado de la
invenciédn.

El sacdrido <capsular del serogrupo C es un
homopolimero de 4&cido sidlico (a 2-»9)-enlazado (acido N-
acetil-neuraminico, o “NeuNAc”). La estructura del sacdrido

se escribe como —9)-Neu p NAc 7/8 OAc-(a2—>. La mayoria de

las cepas del serogrupo C tienen grupos O-acetilo en C-7 y/o
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C-8 de los residuos de acido sialico, pero cerca del 15 % de
los aislados <c¢linicos carecen de estos grupos O-acetilo
[53,54]. La presencia o ausencia de grupos OAc genera
epitopos uUnicos, y la especificidad de la unién del anticuerpo
al sacarido puede afectar su actividad bactericida contra las
cepas O-acetiladas (OAc+) y des-O-acetiladas (OAc-) ([55-57].
Los sacaridos del serogrﬁpo C wusados con la invencidn se
pueden preparar de ya sea las cepas OAct+ u OAc-. Las vacunas
licenciadas del conjugado de Men-C incluyen sacéridos tanto
OAc- (NEISVAC-C™) vy OAc+ (MENJUGATE™ y MENINGITEC™). En
algunas modalidades, las cepas para la produccién de los
conjugados del serogrupo C son cepas OAct+, por ejemplo, del
serotipo 16, serosubﬁipo P1.7a,1, etc. De esta manera, se
pueden usar las cepas C:16:P1l.7a,1 OAc+. También son Utiles
las cepas OAc+ en el serosubtipo P1.1, tal como la cepa Cll.

El sacarido del serogrupo W135 es un polimero de
unidades disacaridas de acido siadlico-galactosa. Al igual que
el sacarido del serogrupo C, tiene O-acetilacién variable,
pero en las posiciones 7 y 9 del acido sialico [38]. La
estructura se escribe como: —4)-D-Neup5Ac(7/90Ac)-o-(2—>6)-D-
Gal-o-(1-.

El sacdrido del serogrupo Y es similar al sacarido
del serogrupo W135, excepto que las unidades repetitivas del
disacarido incluyen glucosa en lugar de galactosa. Al igual

que el serogrupo W135, tiene O-acetilacién variable en las
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posiciones 7 y 9 de &cido sialico [58]. La estructura del
serogrupo Y se escribe como: —4)-D-Neup5Ac(7/90Ac)-a-(2—6)-
D-Glc-a-(1—-.

Los sacaridos usados de acuerdo a la invencién
pueden estar O—acetilédos como se describe anteriormente (por
ejemplo, con el mismo patrdén de O-actilacidén como se ve en los
sacidridos capsulares nativos), o pueden estar parcial o
totalmente des-O-acetilados en una o mas posiciones de los
anillos de sacarido, o pueden estar hiper-O-acetilados con
relacién a los sacaridos capsulares nativos.

Las porciones de sacarido en los conjugados pueden
comprender sacaridos de longitud completa como se prepara de
meningococos, y/o pueden comprender fragmentos de sacaridos de
longitud completa, es decir, los sacaridos pueden ser mas
cortos que los sacaridos capsulares nativos vistos en las
bacterias. Los sacaridos de esta manera se pueden
despolimerizar, con la despolimerizacidén que se presenta
durante o después de la purificacién del sacarido pero antes
de la conjugacién. La despolimerizacién reduce la longitud de
cadena de 1los sacéaridos. Un método de despolimerizacién
comprende el uso de perdxido de hidrégeno [48]. Se adiciona
perdxido de hidrégeﬁo a un sacarido (por ejemplo, a una
concentracién final de H,0, de 1 %), y entonces se incuba la
mezcla (por ejemplo, a aproximadamente 55°C) hasta que se ha

logrado una reduccién deseada de longitud de cadena. Otro
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método de despolimerizacidédn comprende hidrdélisis &acida [49].
En la técnica se conocen otros métodos de despolimerizacidn.
Los sacaridos usados para preparar conjugados para el uso de
acuerdo a la invencidén se pueden obtener por cualquiera de
estos métodos de despolimerizacidn. Se  puede usar
despolimerizacidn a fin de proporcionar una longitud optima de
cadena para inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de
cadena para manejabilidad fisica de los sacaridos. En algunas
modalidades, los sacadridos tienen el siguiente intervalo de
grados promedio de polimerizacién (Dp): A=10-20; C=12-22;
W135=15-25; Y¥Y=15-25. En términos de peso molecular, en lugar
de Dp, los intervalos utiles son, para todos los serogrupos:
<100kDa; 5SkDa-75kDa; 7kDa-50kDa; 8kDa-35kDa; 12kDa-25kDa;
15kDa-22kDa.

En algunas modalidades, el peso molecular promedio
para los sacaridos de cada uno de los serogrupos
meningocécicos A, C, W135 e Y puede ser mas de 50kDa, por
ejemplo, =275kDa, 2100kDa, 2110kDa, =2120kDa, 2130kDa, etc.
[59], y aun hasta 1500kDa, en particular como se determina por
MALLS. Por ejemplo, un sacdrido de Men-A puede estar en el
intervalo de 50-500kDa, por ejemplo, 60-80kDa; un sacarido de
Men-C puede estar en el intervalo de 100-210kDa; un sacarido
de Men-W135 puede eétar en el intervalo de 60-190kDa, por
ejemplo, 120-140kDa; y/o un sacdrido de Men-Y puede estar en

el intervalo de 60-190kDa, por ejemplo, 150-160kDa.
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La masa del sacarido meningocdcico por serogrupo en
la vacuna reconstituida usualmente estard entre lug y 20ug,
por ejemplo, entre 2 y 10 ug por serogrupo, © aproximadamente
dug o aproximadamente 5ug o aproximadamente 10ug. Donde se
incluyen conjugados de mas de un serogrupo, pueden estar
presentes a masas sgstancialmente iguales, por ejemplo, la
masa del sacdrido de cada serogrupo estd dentro de +10 % uno
del otro. Como una alternativa a una relacidén igual, se puede
usar una doble masa del sacarido del serogrupo A. De esta
manera, una vacuna puede incluir el sacadrido Men-A a 10 ug y
los sacéridos de Men-C, -W135 y -Y a 5pg cada uno.

Las proteinas portadoras preferidas son toxinas

bacterianas, tal como toxinas de difteria o tétano, o toxoides

o mutantes de los mismos. Estas se usan comunmente en vacunas
conjugadas. El mutante de toxina de difteria CRM;e7 es
particularmente preferido [60]. Otras proteinas portadoras

adecuadas incluyen el complejo de proteina de membrana
exterior de N.meningitidis [61], péptidos sintéticos [62,63],
proteinas de choque térmicé [64,65], proteinas de pertussis
[66,67], citocinas [68], linfocinas [68], hormonas [68],
factores de crecimiento [68], ©proteinas artificiales que
comprenden multiples epitopos de células T CDR+ humanas de
varios antigenos derivados de patégenos [69] tal como N19

[70], proteina D de H.influenzae [71-73], pneumolisina [74] o

sus derivados no téxicos [75], proteina PspA de superficie
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pneumocéccica [76], proteinas de captacién de hierro [77],
toxina A o B de C.difficile [78], exoproteina A de Pseudomonas
aeruginosa recombinaﬁte (rEPA) [79], etc. Una proteina
portadora Unica puede portar sacdridos de multiples serogrupos
diferentes [80], pero este arreglo no se prefiere. Donde el
componente liofilizado incluya conjugados de mas de un
serogrupo meningocdcico entonces los varios conjugados pueden
usar diferentes proﬁeinas portadoras (por ejemplo, un
serogrupo en CRM197, otro en el toxoide de tétanos) o pueden
usar la misma proteina portadora (por ejemplo, sacaridos de
dos serogrupos conjugados separadamente en CRM197 vy luego
combinados) .

Se pueden wusar conjugados con una relacidén de
sacdrido:proteina (p/p) de entre 1:5 (es decir, proteina en
exceso) y 5:1 (es decir, sacarido en exceso), por ejemplo,
relaciones entre 1:2 y 5:1 y relaciones entre 1:1.25 y 1:2.5.
Como se describe en la referencia 81, diferentes conjugados de
serogrupos meningocdcicos en una mezcla pueden tener
diferentes relaciones de sacarido:proteina, por ejemplo, uno
puede tener una relacién de entre 1:2 y 1:5, en tantc que otro
tiene una relacidén entre 5:1 y 1:1.99.

Son utiles los sacdridos y conjugados que tienen las
caracteristicas descritas en la referencia 82.

La molécula portadora se puede conjugar

covalentemente al sacdrido meningocdcico directamente O
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mediante un ligador. Se conocen varios ligadores, por
ejemplo, un ligador de &cido adipico, que se puede formar al
acoplar un grupo -NH, libre (por ejemplo, introducido a un
sacarido por aminaciéh) con acido adipico usando, por ejemplo,
activacién con diimida), y luego al acoplar una proteina al

compuesto intermedio resultante de sacdrido-&cido adipico [83,

847]. Otro tipo preferido de enlace es un ligador de

carbonilo, que se puede formar porvla reaccién de un grupo
hidroxilo libre de un sacdrido con CDI [85, 86] seguido por la
reaccién con una proteina para formar un enlace de carbamato.
Otros 1ligadores incluyen Q-propionamido [87], nitrofenil-
etilamina [887], haluros de haloacilo [89], enlaces

glicosidicos [90], &cido 6~aminocaproico [91], N-succinimidil-

3-(2-piridilditio)-propionato (SPDP) (9217, dihidrazida de
dcido adipico ADH [93], porciones de 4 a 12 atomos de carbono

[947], etc. También se ©puede wusar condensacién con
carbodiimida [95]. |

Como se describe en la referencia 96, una mezcla
puede incluir un conjugado <con un enlace directo de
sacarido/proteina y otro conjugado con enlace mediante un
ligador. Este arreglo aplica particularmente cuando se usan
conjugados de sacdrido de diferentes serogrupos
meningocécicos, por ejemplo, los sacaridos de Men-A y Men-C se
pueden conjugar mediante un ligador, en tanto que los

sacaridos de Men-W135 y Men-Y se pueden conjugar directamente
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a una proteina portadora.

Donde una composicién incluye uno o mas de los
conjugados de Men-A, -C, -W y/o -Y, en algunas modalidades,
pueden incluir ventajosamente también un conjugado de Hib (ver
mé&s adelante). Dbnde una composicién incluye un sacarido de
mas de un serogrupo meningocdcico, hay una masa promedio de
sacadrido por serogrupo. Si se usan masas sustancialmente
iguales de cada serogrupo entonces la masa promedio sera la
misma como cada masé individual; donde se wusan masas no
iguales entonces el promedio serd diferente, por ejemplo, con
una cantidad de 10:5:5:5 pg para una mezcla de Men-ACWY, la
masa promedio es 6.25ug por serogrupo. Si también se incluye
un sacdrido de Hib, entonces, en algunas modalidades, la masa
serd sustancialmente la misma como la masa promedio del
sacarido meningocécico por serogrupo. En algunas modalidades,
la masa del sacidrido de Hib serd mas que (por ejemplo, al
menos 1.5x), la masa promedio del sacdrido meningocdécico por
serogrupo. En algunas modalidades, la masa del sacéarido de
Hib serd menos que (por ejemplo, al menos 1.5x) la masa
promedio del sacdrido meningocdcico por serogrupo [97].

El Adyuvante de Emulsiédn de Aceite en Agua

Se conocen varios adyuvantes de emulsién de aceite
en agua, y tipicamente incluyen al menos un aceite y al menos
un agente tensioactivo, con los aceites y agentes

tensiocactivos que son Dbiodegradables (metabolisables) y
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biocompatibles. Las gotas de aceite en la emulsidén en general
son de menos de 5um de didmetro, y pueden tener aun un
didmetro de sub-micras, con estos pequefios tamafos dJue se
logran con un microfluidizador para proporcionar emulsiones
estables. Las gotas con un tamafio de menos de 220 nm se
prefieren puesto que se pueden someter a esterilizacidn por
filtro.

La invencidén se puede usar con aceites tal como
agquellos de una fuente animal (tal como pescado) o vegetal.
Las fuentes para aceites vegetales incluyen nueces, semillas y
granos. Aceite de cacahuate, aceite de soya, aceite de coco y
aceite de oliva, los mas comunmente disponibles, ejemplifican
los aceites de nueces. Se puede usar aceite de jojoba, por
ejemplo, obtenido de‘la semilla de jojoba. Los aceites de
semillas incluyen aceite de cartamo, aceite de algoddn, aceite
de girasol, aceite de ajonjoli y similares. En el grupo de
los granos, el aceite de maiz es el méas facilmente disponible,
pero también se puede usar el aceite de otros cereales tal
como trigo, avena, arroz, centeno, de teff, de triticale vy
similares. Se pueden preparar ésteres de acidos grasos de 6-
10 &tomos de carbono de glicerol y 1,2-propanodiol, en tanto
que no se presente - de manera natural en los aceites de
semilla, mediante hidrélisis, separacidén y esterificacidén de
los materiales apropiados iniciando de los aceites de nueces y

semillas. Las grasas y aceites de leche mamifera son
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metabolizables y por lo tantc se pueden usar en la practica de
esta invencién. Los procedimientos para separacidn,
purificacidén, saponificacién y otros medios necesarios para
obtener aceites puros de fuentes animales son bien conocidos
en la técnica. La mayoria de los pescados contienen aceites
metabolizables que ée pueden recuperar facilmente. Por
ejemplo, el aceite de higado de bacalao, los aceites de higado
de tiburén, y el aceite de ballena tal como de esperma,
ejemplifican varios de los aceites de pescadb gque se pueden
usar en la presente.  Varios aceites de cadena ramificada se

sintetizan bioquimicamente en unidades de isopreno de 5 atomos

de carbono y en general se refieren como terpenoides. Los
aceites de higado de tiburédn contienen terpenoides
insaturados, ramificados conocidos como escualeno,

2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno,
que es particularmente preferido en la presente. El
escualeno, el andlogo saturado a escualeno, también es un
aceite preferido. Los aceites de pescado, incluyendo
escualeno y escualano, se obtienen facilmente de fuentes
comerciales o se pueden obtener por métodos conocidos en la
técnica. Otros aceites preferidos son los tocoferoles. Se
pueden usar mezclas de aceites.

Donde una composicién incluye un tocoferol, se puede
usar cualquiera de los tocoferoles o, B, v, &, € 0 &, pero se

prefieren los o-tocoferoles. El tocoferol puede tomar varias
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formas, por ejemplo, diferentes sales y/o isémeros. Las sales
incluyen sales orgéanicas, tal como succinato, acetato,
nicotinato, etc. Se pueden usar tanto D-a-tocoferol como DL-
a-tocoferol. Un oa-tocoferol preferido es DL-a-tocoferol, y la
sal preferida de este tocoferol es el succinato.

Se pueden clasificar los agentes tensiocactivos por
su “HLB” (equilibrio hidréfilo/lipéfilo). Los agentes
tensioactivos preferidos de la invencién tienen un HLB de al
menos 10, preferentemente al menos 15, y de manera mas
preferente al menos 16. La invencidén se puede usar con
agentes tensioactivos que incluyen, pero no se limitan a: los
agentes tensiocactivos de ésteres de polioxietilen-sorbitan
(referidos cominmente como Tweens®), especialmente polisorbato
20 y polisorbato 80); copolimeros de o6xido de etileno (EO),
6xido de propileno (PO), y/o 6xido de butileno (BO), vendidos
bajo el nombre comercial DOWFAX™', tal como los copolimeros de
bloque de EO/PO; octoxinoles, que pueden variar en el numero
de grupos repetitivos de etoxi (oxi-1,2-etanodiilo), con
octoxinol-9 (Triton vx-loos, o t-octilfenoxipolietoxietanol)

que son de 1interés particular; (octilfenoxi)polietoxietanol

6 polietilen glicol sorbitan monolaurato, poliosietilensorbitan monolaurato Tween
80 = Polisorbato 80

7 surfactante no iénico producido por polimerizacién de 6xido de etileno, o6xido de
propileno, y7o 6xido de butileno en la misma molécula.

8 T-octilfenoxipolietoxietanol, polietilen glicol tert-octilfenil éter,
polioxietileno (10) isooctilgenil eter

000032



10

15

20

25

29

(IGEPAL® CA-630/NP-4010; fosfolipidos tal como fosfatidilcolina
(lecitina); ésteres grasos de polioxietileno derivados de
alcoholes laurilico, cetilico, estearilico 3% oleilico
(conocidos como agentes tensioactivos Brijil), tal como
trietilenglicol-monolauril-éter (Brij 30); y ésteres de
sorbitan (cominmente conocidos como los SPAN), tal como
trioleato de sorbitan (Span 85) y monolaurato de sorbitan.
Los agentes tensioactivos preferidos para inclusién en la
emulsién son Tween 80 (monooleato de polioxietilen-sorbitan),
Span 85 (trioleato de sorbitan), lecitina y Triton X-100.

Se pueden usar mezclas de agentes tensioactivos, por
ejemplo, Tween 80/Span 85. También es adecuada una
combinacién de un éster de polioxietilen-sorbitan tal como
monooleato de polioxietilen-sorbitan (Tween 80) y un octoxinol
tal como 't—octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100). Otra
combinacién Util comprende laureth-9 mads un éster de
polioxietilen-sorbitan y/o un octoxinol.

Las cantidades preferidas de los agentes
tensioactivos (% en peso) son: ésteres de polioxietilen-
sorbitan (tal como Tween 80) de 0.01 a 1 %, en particular
aproximadamente 0.1 %; octil- o nonilfenoxi-polioxietanoles

(tal como Triton X-100, u otros detergentes en la serie

9 (Octilfenoxi)polietoxietanol, octilfenil-polietilen glicol

10 Np-40: Nonident -P40, octilfenoxipolietoxietanol
11 Polietilen glicol hexadecil éter.
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Triton) de 0.001 a 0.1 %, en particular de 0.005 a 0.02 %
éteres de polioxietilenc (tal como laureth 9) de 0.1 a 20 %,
preferentemente de 0.1 a 10 % y en particular de 0.1 a 1 % o
aproximadamente 0.5 %,

Los adyuvantes especificos de emulsidén de aceite en
agua uUtiles con la invencidén incluyen, pero no se limitan a:

- Una emulsién en sub-micrones de escualeno, Tween
80, y Span!? 85. La composicién de la emulsidén en volumen
puede ser aproximadamente 5 % de escualeno, aproximadamente
0.5 % de polisorbato 80 y aproximadamente 0.5 % de Span 85.
En términos de peso, estas relaciones llegaran a ser 4.3 % de
escualeno, 0.5 % de polisorbato 80 y 0.48 % de Span 85. Este
adyuvante se conoce como “MF59” [98-100], como se describe en
més detalle en el Capitulo 10 de la referencia 101 y en el
capitulo 12 de la referencia 102. La emulsién MF59 puede
incluir iones de citrato, por ejemplo, amortiguador de citrato
de sodio 10 mM.

- Una emulsién de escualeno, un tocoferol, y Tween
80. La emulsién puede incluir solucién salina amortiguada con
fosfato. También puede incluir Span 85 (por ejemplo, al 1 %)
y/o lecitina. Estas emulsiones pueden tener de 2 a 10 % de

°

escualeno, de 2 a 10 % de tocoferol y de 0.3 a 3 % de Tween

80, y la relacién en peso de escualeno:tocoferol es

12 spaN: Sorbitan trioleato
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preferentemente <1 puesto que esto proporciona una emulsidn
mas estable. Pueden estar presentes escualeno y Tween 80 a
una relacién en volumen de aproximadamente 5:2. Esta emulsidn
se puede producir al disolver Tween 80 en PBS para dar una
solucién al 2 %, luego mezclar 90 ml de esta solucidn con una
mezcla de (5g de DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno), luego
microfluidizar la mezcla. La emulsién resultante puede tener
gotas de aceite en sub-micrones, por ejemplo, con un diametro

promedio de entre 100 y 250 nm, preferentemente cerca de 180

nm.

- Una emulsién de escualeno, un tocoferol, y un
detergente Triton (por ejemplo, Triton X-100). La emulsiédn
también puede incluir un 3D-MPL. La emulsién puede contener

un amortiguador de fosfato.

- Una emulsién que comprende un polisorbato (por
ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por ejemplo,
Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de o-
tocoferol). La emulsidén puede incluir estos tres componentes
en una relacién en masa de aproximadamente 75:11:10 (por
ejemplo, 750 ug/ ml de polisorbato 80, 110 pg/ ml de Triton X-
100 y 100 ug/ ml de succinato de o-tocoferol), y estas
concentraciones deben incluir cualquier contribucidén de estos
componentes de antigenos. La emulsién también puede incluir
escualeno. La emulsién también puede incluir un 3d-MPL. La

fase acuosa puede contener un amortiguador de fosfato.
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- Una emulsién de escualeno, polisorbato 80 vy
poloxamero 401 (“Pluronic™ L1217). La emulsién se puede
formular en solucidén salina amortiguada con fosfato, pH 7.4.
Esta emulsién es un vehiculo Gtil de distribucidén para
dipéptidos de muranilo, y se ha usado con treonil-MDP en el
adyuvante “SAF-1" [103] (0.05-1 % de Thr-MDP, 5 % de
escualeno, 2.5 % de Pluronic L12113 y 0.2 % de polisorbato

80) . También se puede usar sin el Thr-MDP, como en el

o\

adyuvante “AF” [104] (5 % de escualeno, 1.25 de Pluronic
L121 y 0.2 % de polisorbato 80). Se prefiere la
microfluidizaciédn. |

- Una emulsién que comprende escualeno, un solvente
acuoso, un agente tensiocactivo no idénico hidrdéfilo de
polioxietilen-alquil-éter (por ejemplo, polioxietileno (12)
cetoestearil-éter) y un agente tensiocactivo no idnico
hidréfobo (por ejemplo, un éster de sorbitan o un éster de
mannida, tal como monooleato de sorbitan o “Span 807). La
emulsién es preferentemente termorreversible y/o tiene al
menos 90 % de las gotas de aceite (en volumen) con un tamafio
de menos de 200 nm [105]. La emulsidén también puede incluir
uno o mas de: alditol; un agente crioprotector (por ejemplo,
una azucar, tal como dodecilmaltésido y/o sacaroéa); y/o un

alquilpoliglicésido. Se pueden liofilizar estas emulsiones.

13 Copolimero en blogque de Oxido de etileno/éxido de propileno
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- Una emulsidén que tiene de 0.5-50 % de un aceite,

0.1-10 % de un fosfolipido, y 0.05-5 % de wun agente

tensiocactivo no idnico. Como se describe en la referencia
106, los componentes preferidos de fosfolipido son
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,

fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, ‘acido fosfatidico,
esfingomielina y cardiolipina. Son ventajosos los tamafios sub-
micrdénicos de gotas.

- Una emulsidén en sub-micrones de aceite en agua de
un aceite no metabolizable (tal como aceite mineral ligero) vy
al mencs un agente tensiocactivo (tal como lecitina, Tween 80 o
Span 80). Los aditivos pueden incluir, tal como saponina
QuilAl4, colesterol, un conjugado 1lipdéfilo a saponina (tal
como GPI-0100, descrito en la referencia 107, producido por la
adicién de amina alifdtica a desacilsaponina mediante el grupo
carboxilo de acido glucurédédnico), bromuro de
dimetilidioctadecilamonio y/o N,N-dioctadecil-N,N-bis (2-
hidroxietil)propanodiamina.

- Una emulsidén que comprende un aceite mineral, un
alcohol graso etoxilado 1lipéfilo no 1idnico, y un agente
tensioactivo hidréfilo, no idénico (por ejemplo, un alcohol
graso etoxilado y/o copolimero de bloque de polioxietilen-

polioxipropileno) [108].

14 ouil-A: Fraccién purificada extraida de la corteza del 4rbol de Suramérica
Quillaja Saponaria Molina.

000037



10

15

20

25

34

- Una emulsidén que comprende un aceite mineral, un
alcohol graso etoxilado, hidréfilo, no idénico, y un agente
tensiocactivo 1lipdfilo, no idénico (por ejemplo, un alcohol
graso etoxilado y/o éopolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [108].

- Una emulsidén en la cual una saponina (por ejemplo,
QuilA o QS211%) y un esterol (por ejemplo, un colesterol) se
asocian como micelas helicoidales [109].

Se pueden usar emulsiones de aceite en agua como
adyuvantes o en si mismos, o como portadores para compuestos
inmunoestimuladores adicionales, por ejemplo, oligonucledtidos
inmunocestimuladores, 3d-MPL, etc.

E1l 3dMPL (también conocido como monofosforil-lipido
A 3-des-0O-acetilado o 3-O-desacil-4'-monofosforil-lipido A) es
un adyuvante en el cual se ha desacilado la posicidén 3
de la glucosamina de extremo reductor en el
monofosforil—lipidé A. Se ha preparado 3dMPL a partir
de un mutante sin heptosa de Salmonella minnesota, Y
es quimicamente similar al lipido A pero carece de un
grupo fosforil 14bil a éacido y un grupo acil 1labil a
base. En la referencia 10 se describe originalmente
la preparacidén de 3dMPL.

Reconstitucidén y Envasado

15 Fraccién de saponina purificada extraida del &rbol de Suramérica Quillaja
saponaria Mclina '
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Finalmente,'los componentes liofilizados de antigeno
de la invencidén se reconstituirdn con un componente liquido
para dar un material adecuado para la administracién a un
paciente. La reconstitucidén tomara lugar tipicamente en el
punto de uso. De esta manera, un antigeno y-un adyuvante de
emulsidén de aceite en agua, se pueden mantener de manera
separada, en un kit de vacuna, envasado o distribuido, listo
para formulacidén final en el momento de uso.

En un kit que contiene dos recipientes, uno incluira
el liquido para reconstitucidén y el segundo recipiente incluye
el material liofilizado. El segundo recipiente usualmente se
sellard de manera hermética. El 1liquido se introducira
usualmente en el segundo recipiente mediante wuna primera
aguja, reconstituyendo de este modo el material liofilizado en
una forma liquida. El 1liquido entonces se retirara,
usualmente en una jeringa, para la administracién a un
paciente. Este paso de retiro puede ser mediante la primera
aguja, pero frecuentemente es mediante una segunda aguja. La
aguja usada para el retiro puede ser la misma aguja que la que
se usa para la inyeccién del paciente, o puede ser diferente.

El segundo recipiente serd tipicamente un frasco.
Una emulsién de aceite en agua para reconstituir el material
liofilizado también puede estar localizada en un frasco pero,
como alternativa, puede estar localizada en una jeringa. Un

arreglo adicional tiene el primero y segundo recipientes como
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camaras separadas en una Jjeringa de doble cémara tal que,
cuando se acciona, se introduce material liquido desde el
primer recipiente al segundo recipiente. Los materiales
mezclados y reconstituidos entonces pueden salir de la jeringa
en forma liquida. En todos 1los casos, sin embargo, se
mantienen separados los materiales liofilizados y liquidos,
hasta que estén listos para el mezclado.

Aunqgue usualmente se usard una emulsidén de aceite en
agua en su forma liquida, en algunas modalidades de la

invencidén, es posible wusar un adyuvante liofilizado de

emulsién de aceite en agua. La liofilizacién de los
adyuvantes de emulsidén de esta manera se describe, por
ejemplo, en la referencia 105 y 111. Estas emulsiones secas

se reconstituirdn aun en forma liquida en el momento del uso,
por ejemplo, usando} un portador acuoso. El adyuvante
liofilizado y los componentes liofilizados de antigeno pueden
ser componentes separados del kit, pero en algunas
modalidades, se pueden mezclar (ya sea antes o después de la
liofilizacidén) en la forma liofilizada. De esta manera, en
algunas modalidades, la invencién proporciona una composicién
que comprende una mezcla de una emulsién liofilizada de aceite
en agua y una composicién liofilizada antigénica que comprende
un inmundégeno para provocar una respuesta inmunitaria contra
el serogrupoc B de Neisseria meningitidis. Esta composicién

liofilizada, mezclada se puede mezclar con un portador acuoso
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para dar en un paso de reconstitucién una composicién de Men-B
con un adyuvante de emulsidén de aceite en agua.

De esta ménera, un kit puede comprender, por
ejemplo, dos frascos, uno, una jeringa ya rellena y un frasco,
etc. Una jeringa incluird& en general una dosis unica de la
composicién, en tanto que un frasco puede incluir una dosis
Unica o multiples dosis. Para multiples formas de dosis, por
lo tanto, se prefieren frascos a las jeringas pre-rellenas.

También se pueden adicionar materiales liquidos y/o
liofilizados adicionales antes de la administracidén a un
paciente.

Un recipiente para un componente liofilizado puede
tener una tapa (por ejemplo, un seguro Luer) adaptada tal que
se pueda insertar una Jjeringa pre-rellena en la tapa, 1los
contenidos de la jeringa ée puedan expulsar al frasco para
reconstituir el matérial liofilizado, en el mismo, y 1los
contenidos del frasco se puedan remover de regreso a la
jeringa. Después de la remocién de la jeringa del frasco,
entonces se puede unir una aguja y se puede administrar la
vacuna a un paciente. La tapa puede estar localizada dentro
de un sello o cubierta, tal que el sello o cubierta se tenga
que remover antes de qﬁe se pueda tener acceso a la tapa.

Donde un componente se envasa en un frasco, éste se
hace preferentemente de un material de vidrio o pléstico. El

frasco se esteriliza preferentemente antes de que se adicione
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al mismo el material. Para evitar problemas con pacientes
sensibles al latex, se pueden sellar los frascos con un tapdn
libre de 1léatex. El frasco puede incluir una dosis tnica de
vacuna, o puede incluir mads de wuna dosis (un frasco de
“miltiples dosis”), por ejemplo, 10 dosis. Los frascos
preferidos se hacen de vidrio incoloro.

Donde la vacuna se envasa en una jeringa, la jeringa
puede tener una aguja.unida a la misma, o puede estar libre de
aguja. Se puede suministrar una aguja separada con la jeringa
para montaje y uso. Se prefieren las agujas de seguridad.
Son tipicas las agujas de calibre 23 de 2.54 centimetros (1
pulgada), de calibre 25 de 2.54 centimetros (1 pulgada) y de
calibre 25 de 1.59 centimetros (5/8 de pulgada). Se pueden
proporcionar Jjeringas con etiquetas desprendibles en las
cuales se pueden imprimir el numero de lote y la fecha de
vencimiento de los contenidos, para facilitar el mantenimiento
del registro. El émbolo en la jeringa tiene preferentemente
un tapén para impedir que el émbolo se remueva accidentalmente
durante la aspiracién.

Donde se use un recipiente de vidrio (por ejemplo,
una Jjeringa o un frasco), entonces se prefiere usar un
recipiente producido de un vidrio de borosilicato en lugar de
un vidrio de sosa y cal.

Puesto que las vacunas se administran usualmente a

pacientes en dosis de 0.5 ml, el volumen del liquido en el
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primer recipiente sefé adecuado para dar un volumen de dosis
después de la reconstitucién de al menos 0.5 ml, por ejemplo,
0.6 ml, que da cuenta del volumen de desperdicio.

Por razones de estabilidad, el componente
liofilizado de la invencién puede incluir un estabilizador tal
como lactosa, sacarosa y/o manitol, asi como mezclas de 1los
mismos, por ejemplo, mezclas de lactosa/sacarosa, mezclas de
sacarosa/manitol, etc. El uso de una mezcla de
sacarosa/manitol puede acelerar el proceso de secado. Un
componente liofilizado también puede incluir cloruro de sodio.
Los componentes solubles en el material 1liofilizado se
retendrdn en la composicidén después de la reconstitucidn, y de
este modo las vacunas liquidas finales de esta manera pueden
contener lactosa y/o sacarosa.

Una composicién puede incluir un agente protector de

temperatura, como se describe en la referencia 112. Los
ejemplos incluyen glicerina, propilenglicol, y/o
polietilenglicol (PEG). Los PEG adecuados pueden tener un

peso molecular promedio que varia desde 200-20,000 Da. En una
modalidad preferida, el polietilenglicol puede tener un peso
molecular promedio de aproximadamente 300 Da (“PEG-300").

Composiciones Farmacéuticas

Los materiales de la invencidén se usaran finalmente
para preparar composiciones farmacéuticas para la

administracidén a un paciente. Estos incluirdn tipicamente un
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portador farmacéuticamente aceptable. En la referencia 113
estd disponible un andlisis completo de los portadores
farmacéuticamente aceptables.

Se pueden establecer por rutina los volumenes
efectivos de dosis, pero tipicamente una dosis humana tipica
de la composicién tiene un volumen de aproximadamente 0.5 ml,
por ejemplo, para inyeccidén intramuscular. La vacuna basada
en OMV de RIVM se administré en un volumen de 0.5 ml [114] por
inyeccién intramuscular al brazo tenso o superior. Se
administra MeNZB™ en una inyeccién intramuscular de 0.5 ml a
la regién tensa anterolateral o deltoide del brazo. Se pueden
usar dosis similares para otras rutas de distribucién, por
ejemplo, una vacuna intranasal basada en OMV para atomizacidn
puede tener un volumen de aproximadamente 100 wul o
aproximadamente 130 ﬁl por aspersidén, con cuatro aspersiones
administradas para dar una dosis total de aproximadamente 0.5
ml.

El pH de una composicién después de la
reconstitucién estd preferentemente entre 6 y 8, y de manera
més preferente entre 6.5 y 7.5 (por ejemplo, cerca de 7). El
pH de la vacuna basada en OMV de RIVM es de 7.4 [113], y se
prefiere un pH <7.5 para las composiciones de la invencion.
La vacuna basada en OMV de RIVM mantiene el pH al usar un
amortiguador de Tris/HCl 10mM, y el pH estable en las

composiciones de la invencidén se pueden mantener por el uso de
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un amortiguador, por ejemplo, un amortiguador Tris, un

amortiguador de citrato, amortiguador de fosfato, O un
amortiguador de histidina. De esta manera, las composiciones
de la invencidén incluirdn en general un amortiguador. Los

componentes del amortiguador se colocardn en el componente
liquido y/o componente liofilizado, como sea apropiado, para
dar el arreglo final de post-reconstitucidn, como se desee.

La composicién puede ser estéril y/o estar libre de
pirdégenos. Las composiciones de 1la 1invencidédn pueden ser
isotdénicas con respecto a los humanos.

Las compqsiciones de la invencién para
administracién a pacientes son inmunogénicas, y son mas
preferentemente composiciones de vacuna. Las vacunas de
acuerdo a la invencidén pueden ser ya sea profilacticas (es
decir, para prevenir la infeccidén) o terapéuticas (es decir,
para tratar la ‘infeccién), pero tipicamente seran
profiléacticas. Las composiciones inmunogénicas usadas como
vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente efectiva de
antigenos, asi como cualquier otro componente, como se
necesite. Por “cantidad inmunoldégicamente efectiva”, se
quiere decir que 1la administracién de esa cantidad a un
individuo, vya sea en una dosis uUnica o como parte de una
serie, es efectiva para el tratamiento o prevencién. Esta
cantidad varia dependiendo de la salud y condicidén fisica del

individuo que se trate, de la edad, del grupo taxondémico del
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individuo que se trate (por ejemplo, primate no humano,
primate, etc.), de la capacidad del sistema inmunoldgico del
individuo para sintetizar anticuerpos, del grado deseado de
proteccién, de la formulacidén de vacuna, de la valoracidn del
doctor tratante de la situacién médica, y de otros factores
pertinentes. Se espera que la cantidad caerd en un intervalo
relativamente amplio que se puede determinar a través de
ensayos de rutina. El contenido de antigeno de las
composiciones de -la invencidén se expresarda en general en
términos de la cantidad de proteina por dosis. Una dosis de
aproximadamente 0.9 mg de proteina por ml es tipica para
vacunas intranasales basadas en OMV.

Los meningoéocos afectan varias &reas del cuerpo y
de este modo se pueden preparar las composiciones de la
invencién en varias formas liquidas. Por ejemplo, las
composiciones se pueden preparar como productos inyectables,
ya sea como soluciories o suspensiones. La composicidn se
puede preparar para administracién pulmonar, por ejemplo, por
un inhalador, usando una aspersidén fina. La composicidn se
puede preparar para administracidédn nasal, aurai u ocular, por
ejemplo, como aspersidn o gotas. Son tipicos los productos
inyectables para administracién intramuscular.

Las composiciones de la invencidén pueden incluir un
antimicrobiano, particularmente cuando se envasa en un formato

de multiples dosis. En las vacunas se encuentran comunmente
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los antimicrobianos tél como tiomersal y 2-fenoxietanol, pero
se prefiere usar ya sea un conservador libre de mercurio o no
usar para nada conservador.

Un componente liofilizado de 1la invencidén y/o un
adyuvante co-envasado de emulsidén de aceite en agua, pueden
estar sustancialmente libres de sales de aluminio. Este
arreglo permite que la composicién reconstituida de la
invencidén esté sustancialmente libre de sales de aluminio.

Las composiciones de la invencidén pueden comprender
detergente, por ejemplo, un Tween (polisorbato), tal como
Tween 80. En general estdn presentes los detergentes a bajos
niveles, por ejemplo, <0.01 %.

Las composiciones de la invencién pueden incluir
detergente residual | (por ejemplo, desoxicolato) de la
preparacién de OMV. La cantidad de detergente residual es
preferentemente menos de 0.4 pg (méds preferentemente menos de
0.2 ug) por cada ug de la proteina de Men-B.

Las composiciones de la invencién pueden incluir LOS
de meningococo. La cantidad de LOS es preferentemente menos
de 0.12 ug (mas preferentemente menos de 0.05 pg) por cada ug
de la proteina.

+Las composiciones de la invencidén pueden incluir
sales de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para dar
tonicidad. Una concentracién de 1042 mg/ml de NaCl es tipica,

por ejemplo cerca de 9 mg/ml.
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Métodos de Tratamiento

La invencién también proporciona un método para
provocar una respuesta inmunitaria en un mamifero, que
comprende administrar una composicién farmacéutica liquida de
la invencién al mamifero. La respuesta inmunitaria es
preferentemente protectora Yy preferentemente comprende
anticuerpos. El método puede provocar una respuesta de
refuerzo en un paciente que se ha cebado vya contra
N.meningitidis. En la referencia 116 se describen regimenes
de cebadura/refuerzo,lsubcuténeos e intranasales para los OMV.

El mamifero es preferentemerite un humano. Cuando la
vacuna es para uso profildctico, el humano es preferentemente
un nifo (por ejemplo, un nific que empieza a andar © un
infante) o un adolescente; donde la vacuna es para uso
terapéutico, el humanb es preferentemente un adulto. También
se puede administrar una vacuna propuesta para nifios a los
adultos, por ejemplo, para valorar la seguridad, dosis,
inmunogenicidad, etc.

La invencién también proporciona composiciones Yy
mezclas de la invencién para el uso como un medicamento. EIL
medicamento es preferentemente capaz de provocar una respuesta
inmunitaria en un mamifero (es decir, es una composicidn
inmunogénica) y es mas preferentemente una vacuna.

La invencién  también .proporciona el uso de

composiciones y mezclas de la invencién en la elaboracidn de
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un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria en un
mamifero. La invencién también proporciona el uso de (i) un
adyuvante que comprende una emulsidén de aceite en agua; y (ii)
una composicién antigénica liofilizada que comprende un
inmundgeno para provocar una respuesta inmunitaria contra el
serogrupo B de N.meningitidis, en .la elaboracidén de un
medicamento para provocar una respuesta inmunitaria en un
mamifero. El uso también puede comprender (iii) un sacéarido
capsular conjugado de uno o mas de los serogrupos A, C, W13
y/o0 Y de N.meningitidis.

Estos usos y métodos son preferentemente para la
prevencién y/o tratamiento de una enfermedad provocada por
N.meningitidis, por ejemplo, meningitis bacteriana (o, mas
especificamente, meningocédcica), o septicemia.

Una manera de verificar la eficiencia del
tratamiento terapéutico comprende monitorizar la infeccidn
Neisserial después de la administracién de la composicidn de
la invencidn. Una manera de verificar la eficiencia del
tratamiento profilédctico comprende monitorizar las respuestas
inmunitarias contra antigenos después de la administracidén de
la composicién. La inmunogenicidad de las composiciones de la
invencién se puede determinar al administrarles a sujetos de
prueba (por ejemplo, nifios de 12-16 meses de edad, o modelos
de animales [117]) .y 1luego al determinar los parametros

normales incluyendo anticuerpos bacterias serosos (SBA) vy
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titulos de ELISA (GMT). Estas respuestas inmunitarias se
determinaran en general alrededor de 4 semanas después de la
administracién de la composicién, y se compararan a los
valores determinados’ antes de la administracién de la
composicidn. Un incremento de SBA de al menos 4 veces u 8
veces se prefiere. Cuandc se administra mas de una dosis de
la composicién, se puede hacer mds de una determinacidn
después de la administraciodn.

En general, las composiciones de 1la invencidén son
capaces de inducir respuestas serosas de anticuerpos
bactericidas después que se administran a un sujeto. Estas
respuestas se miden convenientemente en ratones y son un
indicador normal de lé eficiencia de la vacuna. La actividad
bactericida serosa (SBA) mide la aniquilacién bacteriana
mediada por el complemento, y se puede valorar usando
complemento de humano o conejo neonatal. Las normas de la WHO
requieren gque una vacuna induzca al menos un aumento de 4
veces en la SBA en mas del 90 % de los receptores. MeNzB™
produce un aumento de 4 veces en la SBA 4-6 semanas despues de
la administracién de la tercera dosis.

Las composiciones preferidas pueden conferir un
titulo de anticuerpos en un paciente humano que es superior al
criterio de seroproteccién para un porcentaje aceptable de
sujetos. Los antigenos con un titulo asociado de anticuerpo

por arriba del cual se <considera un hospedador como
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seroconvertido contra el antigeno, son bien conocidos, y estos

titulos se publican por organizaciones tal como WHO. De

ove

manera preferente, mas del 80 de una muestra
estadisticamente significativa de sujetos se seroconvierte, de
manera mas preferente mas del 90 %, de manera mas preferente
mas del 93 % y de manera mas preferente 96-100 %.

Las composiciones de la invencidén se administraran
en general de manera directa a un paciente. Se puede lograr
la distribucién directa por inyeccién parenteral (por ejemplo,
de manera subcutéanea, intraperitonealmente, de manera
intravenosa, intramuscularmente, o al espacio intersticial de
un tejido) o por cualquier otra ruta adecuada. La invencién
se puede usar para producir inmunidad sistémica y/o mucosa.
Se prefiere la adminiétracién intramuscular al brazo tensado o
superior. La inyeccién puede ser mediante una aguja (por
ejemplo, aguja hipodérmica), pero se usa de manera alternativa
inyeccién libre de aguja. Una dosis intramuscular tipica es
de 0.5 ml.

El tratamiento de dosis puede ser un programa de
dosis unica o un programa de multiples dosis. Se pueden usar
miltiples dosis en un esquema de inmunizacidén primaria y/o en
un esquema de inmunizacidén de refuerzo. Se puede seguir un
programa de dosis primaria por un programa de dosis de
refuerzo. La sincronizacién adecuada entre las dosis de

cebadura (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre la
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cebadura y el refuerzo, se pueden determinar por rutina. La
vacuna de RIVM basada en OMV se probd usando un programa
primario de 3 6 4 dosis, con vacunacién a los 0, 2 y 8 6 1, 2
y 8 meses. Se administra MeNZB™ como tres dosis a intervalos
de seis semanas.

Las composiciones de la invencidén se pueden usar
para inducir respuestés de anticuerpos bactericidas contra un
linaje mas que hipervirulento de meningococo. En particular,
pueden inducir preferentemente respuestas bactericidas contra
dos o tres de los siguientes tres linajes hipervirulentos: (i)
agrupacién de Ad4; (ii) complejo de ETS5; y (iii) linaje 3.
Pueden inducir adicionalmente respuestas de anticuerpos
bactericidas contra uno o méds de los linajes hipervirulentos
subgrupo I, subgrupo III, subgrupo IV-1 o complejo ET-37, vy
contra otros linajes, por ejemplo, linajes hiperinvasivos.
Esto no significa necesariamente qﬁe la composicidén pueda
inducir anticuerpos bactericidas contra cada una de las cepas
de meningococo dentro de estos linajes hipervirulentos, sino
mas bien para cualquier grupo dado de cuatro o mas cepas de
meningococo dentro de un linaje hipervirulento particular, los

anticuerpos inducidos por la composicién son bactericidas

contra al menos 50 % (por ejemplo, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o
mas) del grupo. Los grupos preferidos de cepas incluiran

cepas aisladas en al menos cuatro de los siguientes paises:

GB, AU, CA, NO, IT, US, NZ, NL, BR, y CU. El suerc tiene
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preferentemente un titulo bactericida de al menos 1024 (por
ejemplo, 20, 2!, 212 213 ol ol 516 17 218 & nayor,
preferentemente 2'), por ejemplo, el suero es capaz de
aniquilar al menos 50 % de las bacterias de prueba de una cepa
particular cuando se diluye 1/1024.

Las composiciones utiles pueden inducir respuestas
bactericidas contra las siguientes cepas de meningococo de
serogrupo B: (1) de la agrupacidén A4, cepa 961-5945
(B:2b:P1.21,16) y/o cepa G2136 (B:-); (ii) del complejo ET-5,
cepa MC58 (B:15:P1.7,16b) y/o cepa 44/76 (B:15:P1.7,16); (iii)
del linaje 3, cepa 394/98 (B:4:P1.4) y/o cepa BZ198 (B:NT:-).
Las composiciones méé preferidas pueden inducir respuestas
bactericidas contra las cepas 961-5945, 44/76 y 394/98.

Las cepas 961-5945 y G2136 son ambas de las cepas de
referencia de MLST de Neisseria [ids 638 y 1002 en la
referencia 118]. La cepa MC58 estd ampliamente disponible
(por ejemplo, ATCC BAA-335) y fue la cepa secuenciada en la
referencia 119. Se ha usado ampliamente y se caracterizado la
cepa 44/76 (por ejemplo, referencia 120) y es una de las cepas
de referencia de MLSTde Neisseria [id 237 en referencia 118;
fila 32 de la Tabla 2 en referencia 19]. La cepa 394/98 se
aislé originalmente en Nueva Zelanda en 1998, y se han
publicado varios estudios que usan esta cepa (por ejemplo,
referencia 121 y 122). La cepa BZ198 es otra cepa de

referencia de MLST (id 409 en referencia 118; fila 41 de Tabla
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2 en referencia 19).

Composiciones Adicionales de la Invencién

La invencidén proporciona una composicién antigénica
liofilizada gque comprende un inmundédgeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.meningitidis,
en donde el inmundégeno comprende vesiculas de membrana
exterior de Men-B como se describe anteriormente, con la
condicién que la composicién no incluya vesiculas de ninguna
de las cepas: F91; JB10124; o HP10124.

La invencién proporciona una composicidén antigénica,
liofilizada que comprende un inmundégeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.meningitidis,
en donde el inmunégeno comprende vesiculas de membrana
exterior de Men-B como se describe anteriormente, en donde las
vesiculas son de una cepa con un inmunotipo L2 o L3. La
composicién puede incluir vesiculas tanto de la cepa L2 como
L3.

La invencién proporciona una composicién antigénica
liofilizada que comprende un inmundgeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.meningitidis,
en donde el inmundgeno comprende vesiculas de membrana
exterior de Men-B como se describe anteriormente, en donde las
vesiculas incluyen LOS que no incluye un epitopo de sialil-
lacto-N-notetraosa.

La invencién proporciona una composicién antigénica
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liofilizada que comprende un inmundégeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.meningitidis,
en donde el inmundégeno comprende una proteina fHBP purificada.
La composicién puede incluir mds de una variante de fHBP, como
se describe anteriormente.

Estas composiciones liofilizadas son adecuadas para
la reconstitucién por un adyuvante que comprende una emulsidn
de aceite en agua, de esta manera son adecuadas para el uso

como componentes de kit de la invencidén o para el uso en los

métodos de la invencidn, etc. Puesto que se pueden vender o
distribuir sin adyuvantes de emulsidén, sin embargo, son
modalidades independientes de la invencidn. Sin embargo, se

pueden envasar en forma de kit en combinacién con otro
recipiente que comprende un adyuvante liquido. Este adyuvante
liquido comprende de manera preferente una emulsién de aceite
en agua.

La invencién también proporciona una composiciodn
antigénica con adyuvante que comprende vesiculas de membrana
del serogrupo B de N.meningitidis y una emulsién en sub-micras
de aceite en agua. La emulsién comprende de manera preferente
escualeno y/o polisorbato 80. Las gotas de aceite de la
emulsién son idealmente de un didmetro <500 nm. Las vesiculas
pueden sobreexpresar. una o mas proteinas como se analiza
anteriormente, y/o pueden incluir una o mas de las mutaciones

de supresién como se analiza anteriormente, por ejemplo, LgtB
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y/0 GalE reducidos en expresidédn o suprimidos para truncar LOS,
TbpA favorecido en .expresién, etc. Se puede usar una
conjugacidn “intra-ampolla”. Esta composicién con adyuvante
se puede preparar al mezclar antigenos liofilizados con una

5 emulsidén, como se describe anteriormente, o en contraste se
puede preparar al usar preparacidn acuosa de vesiculas.

Componentes Antigénicos Adicionales

Asi como contienen antigenos de N.meningitidis, las

composiciones pueden incluir antigenos de patdégenos
10 adicionales. Por ejemplo, la composicién puede comprender uno
o mas de los siguientes antigenps adicionales:

- un antigeno de Streptococcus pneumoniae, tal como
un sacarido (tipicamente conjugado)

- un antigeno de virus de hepatitis B, tal como el

15 antigeno superficial HBsAg,

- un antigeno de qudetella pertussis, tal como
holotoxina de pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA)
de B.pertussis, opcionalmente también en combinacidén con
pertactina y/o aglutindégenos 2 y 3,

20 - un antiéeno de difteria, tal como toxoide de
difteria,

- un antigeno de tétanos, tal como toxoide de
tétanos,

- un antigeno de sacarido de Haemophilus influenzae

25 B (Hib), tipicamente conjugado,

000056



10

15

20

25

53

- antigenos inactivados de poliovirus.

Estos antigenos adicionales se pueden incluir en
forma liquida en el mismo recipiente como la emulsidén de
aceite en agua, en fbrma liofilizada en el mismo recipiente
comc el antigeno liofilizado de Men-B, o en un tercer
recipiente (ya sea en forma liofilizada, o usualmente en forma
liquida).

Donde se incluye un antigeno de difteria en la
composicién, se prefiere también incluir el antigeno de
tétanos y el antigeno de pertussis. De manera similar, donde
se incluye un antigeno de tétanos, se prefiere también incluir
antigenos de difteria y pertussis. De manera similar, donde
se incluye un antigeno de pertussis también se prefiere
incluir antigenos de difteria y tétanos. De esta manera se
prefieren combinaciones de DTP.

Si se incluye un sacarido de Hib (tipicamente como
un conjugado), la porcién de sacdrido puede ser un
polisacéfido (por ejemplo, polirribosilrribitol-fosfato (PRP)
de longitud completa como se purifica de bacterias), pero
también es posible fragmentar el sacarido purificado para
producir oligosacaridos (por ejemplo con un peso molecular de
~1 a ~5 kDa), por ejemplo por hidrdlisis. La concentracién
del conjugado de Hib en una vacuna reconstituida usualmente
estard en el intervalo de 0.5 pg'a 50 ug, por ejemplo de 1-20

ug, de 10-15 pg, de- 12-16 ug, etc. La cantidad puede ser
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aproximadamente 15 g, o aproximadamente 12.5 ug en algunas
modalidades. Una masa de menos de 5 ug puede ser adecuada
[123], por ejemplo, en el intervalo de 1-5 ug, 2-4 ug, o
aproximadamente 2.5 ug. Como se describe anteriormente, en
combinaciones que incluyen sacdrido de Hib y sacaridos
meningocdcicos, la dosis de lo anterior se pueden seleccionar
en base a la dosis del ultimo (en particular, con multiples
serogrupos meningocdcicos, su masa promedio) . Las
caracteristicas adicionales de los conjugados de Hib son como
se describen anteriormente para conjugados meningocécicos,
incluyendo la eleccidén de la proteina portador (por ejemplo,
CRM197 o toxoide de tétanos), enlaces, relaciones, etc.

Si se incluye un antigeno de S.pneumoniae, éste
puede ser un polipéptido o un sacarido. Los sacaridos
capsulares conjugados son particularmente tutiles para
inmunizar contra pneumococo. El sacarido puede ser un
polisacadrido que tiene el ‘tamafic que aumenta con la
purificacién del sacarido de la bacteria, o puede ser un
oligosacdrido logrado por fragmentacién de este polisacarido.
En el producto 7-valente PREVNAR™®, por ejemplo, se presentan

6 de los sacdridos como polisacaridos intactos en tanto que

16 prevnar: Vacuna multivalente conjugado de Pneumococcal (proteina Diphtheria

CRM197) .

Fluad: Novartis' Influenza Vaccine, Surface Antigen, inactivated, Adjuvanted with
MF59C.1.
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uno (el serotipo 18C) se presenta como un oligosacarido. Una
composicién puede incluir.un sacarido capsular de uno o mas de
los siguientes serotipos pneumocdccicos: 1, 2, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12Fr, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F,
20, 22F, 23F y/o 33F. una composicién puede incluir multiples
serotipos, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 6 mas serotipos.
En la técnica se conocen ya las combinaciones de conjugados 7-
valente, 9-valente, 10-valente, ll-valente y 13-valente,
puesto que es una combinacidén no éonjugada 23-valente. Por
ejemplo, una combinacién 1l0-valente puede incluir sacaridos de
los serotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19F y 23F. Una
combinacién 1l-valente puede incluir ademds sacaridos del
serotipo 3. Una combinacién 12-valente puede adicionarse a la
mezcla 10-valente; serotipos 6A y 19A; 6A y 22F; 19A y 22F; 6A
y 15B; 19A y 15B; r 22F Y 15B; una combinacién 13-valente
puede adicionarse a la mezcla ll-valente; serotipos 19A y 22F;
8 y 12F; 8 y 15B; 8 y 19A; 8 y 22F; 12F y 15B; 12F y 19A; 12F
y 22F; 15B y 19A; 15B y 22F, etc. Las caracteristicas
adicionales de 1los conjugados pneumocdccicos son como se
describe anteriormente para conjugados meningocécicos,
incluyendo eleccién de la proteina portadora (por ejemplo,
CRM197 o toxoide de tétanos), enlaces, relaciones, etc. Donde
una composicidn incldye mads de un conjugado, cada conjugado

puede usar la misma proteina portadora o wuna diferente

(S ]
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proteina portadora. La referencia 124 describe wventajas
potenciales cuando se usan diferentes proteinas portadoras en

vacunas multivalentes de conjugados pneumocédccicos.

General

El término “que comprende” abarca “que incluye” asi

Ww Ww

como gque consiste” por ejemplo una composicidn que
comprende”l X puede consistir exclusivamente de X o puede
incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

El término “aproximadamente” con relacidén a un valor
numérico x significa, por ejemplo, xx1l0 %.

La palabra “sustancialmente” no excluye
“completamente”, por ejemplo, una composicién que es
“sustancialmente libre” de Y puede estar completamente libre
de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” se

puede omitir de la definicién de la invencién.

Breve Descripcidén de las Figuras

La Figura 1 muestra dos trazas analiticas
sobrepuestas para una composicién de la invencién. Las lineas
son una pre-liofilizacién y una composicién de post-
reconstituciodn. Esencialmente sélo es visible wuna linea
debido a que son cercanamente similares.

La Figura 2 muestra dos trazas analiticas
sobrepuestas para una composicién almacenada a 4°C y una
composicién almacenada a 37°C. Diferente de la Figura 1, son

visibles las dos lineas.
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La Figura 3 muestra el analisis por SDS-paga de
varias formulaciones. Las 10 sendas, de izquierda a derecha,
muestran: (1) marcador de peso molecular; (2)-1(4) antigenos
liquidos a 100 ug/ml, 50 ug/ ml y 25 ug/ml; (5) antigenos en
mezcla de 2 % de manitol y 3 % de sacarosa, antes de
liofilizacidn; (6) como senda (5), perco después de la
liofilizacidén y reconstitucién con wfi; (7) como senda (5),
pero después de la liofilizacidén vy reconstitucién‘con MF59;
(8) a (10) como sendas (5) a (7), pero en 5 % de sacarosa.

Descripcidén Detallada de la Invenciédn

Inclusidén de Adyuvante en Vacuna de Men-B

La valoracidédn inicial pre-clinica de la vacuna de
Men-B de Novartis indicé que una respuesta inmunitaria o6ptima
requirid la presencié de adyuvante de hidréxido de aluminio.
Aun en la presencia de este adyuvante, sin embargo, fue
incompleta la cobertura de la cepa. Por ejemplo, en tanto que
100 % de las cepas ST32 y ST8 probadas se aniquilaron por los
sueros producidos pof la vacuna, esta cifra caydé a 65 % para
las cepas STI11. En contraste, el uso de la formulacidén MF59
como el adyuvante proporciondé 100 % de cobertura para todas
las cepas ST32, ST8 y STI11. Los experimentos adicionales
confirmaron la superioridad de MF59.

Se vio la misma superioridad cuando se adicionaron

sacaridos capsulares conjugados de los serogrupos A, C, W135 e

Y a la vacuna de Men-B. La inmunogenicidad lograda por esta
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vacuna de A-B-C-W-Y fue mejor usando MF59 que cuando se usa
hidréxido de alumiﬁio, tanto en términocs de titulos
bactericidas como de cobertura de cepa.

De esta manera, MF59 proporciona una eficiencia
inmunogénica mejorada en comparacién al adyuvante de hidrdéxido
de aluminio. Cuando se probé la estabilidad de esto, sin
embargo, se encontré que los antigenos de Men-B empezaron a
degradarse después de aproximadamente 12 semanas aun cuando se
almacenaron a 4°C. Cuando se almacenaron a temperaturas
superiores, entonces. fue evidente la degradacién tan sélo
después de 2 semanas, con degradacidén completa después de 6
meses. El an&dlisis usando el Biocanalizador Agilent 2100 o la
cromatografia de exclusién de tamario confirmé la degradaciédn.
En contraste, los antigenos permanecieron estables cuando se
adsorbieron a hidrdéxido de aluminio.

También se vio estabilidad reducida para sacaridos
capsulares conjugados de los serogrupos no de B en MF59. El
nivel de &cido sidlico libre (un componente en los sacaridos
capsulares de Men-C, Men-W135 y Men-Y) aumentd gradualmente en
una formulacién con adyuvante MF59 almacenada a 4°C, que
alcanza aproximadamente 15 &% después de 6 meses. A
temperaturas superiores, sin embargo, el nivel libre alcanzé
50 % después de aproximadamente 10 semanas y 100 % (es decir,
degradacidén total) en 6 meses.

De esta manera, la inmunogenicidad mejorada lograda
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por MF59 es a costa de la estabilidad de almacenamiento. Se
realizdé trabajo para ver si se puede lograr una formulacidn
estable en tanto que se usa MF59 y/o sin que requiera
adsorcidén a un adyuvante de hidréxido de aluminio.

Liofilizacidén de Men-B

En un intento para lograr el objetivo de
estabilidad, se liofilizaron antigenos de Men-B. Después de
la reconstitucién, se confirmdé que se retuvo su eficiencia.
Ademas, se vio estabilidad para mezclas de antigenos de Men—B
con sacaridos capsulares conjugadas de cada serogrupo A, C,
W135 e Y.

Por ejemplo, la Figura 1 muestra dos trazos

analiticos sobrepuestos, con los picos que corresponden a las

posiciones de elusién de las proteinas de Men-B. Los trazos
son casi idénticos, no revelando cambios fisicoquimices
sustanciales. En contraste, la Figura 2 muestra dos trazos

sobrepuestos de la misma composicién almacenada ya sea a 4°C o
37°C, y los cambios son facilmente visibles. Otras técnicas
analiticas confirmaron 1la ausencia de cualquier cambio
detectable pre- y post-liocfilizacidn. La integridad de los
antigenos individuales de Men-B parecidé conservarse aun
después de 6 meses de almacenamiento post-liofilizacidén a 4°C.

Las composiciones se han liofilizado en la presencia
de 4.5 % de manitol y 1.5 % de sacarosa.

De esta manera, se puede lograr estabilidad a largo
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plazo de los antigenos meningocdcicos sin necesidad de
adsorcién a una sal de aluminio. De esta manera, la
liofilizacidén permite que los antigenos se usen en combinacidn
con una emulsién de aceite en agua, proporcionando de este
modo la eficiencia mejorada y cobertura de cepa gque se ha
demostrado para estos adyuvantes en tanto que se evitan los
problemas asociados de estabilidad.

Formulaciones Adicionales

En un trabajo adicional de desarrollo para una
presentacién liofilizada de la vacuna de Men-B, se prepararon
dos formulaciones de la vacuna de proteina recombinante.
Ambas usaron sacarosa como un estabilizador de liofilizacidn,
pero una incluydé adicionalmente manitol. La osmolaridad es
300mOsmU y en pH es 7.0. Cada frasco incluye suficiente
material para una dosis humana con un exceso de 40 % (70 ug de
cada proteina recombinante, 15 mg de PBS, y ya sea 14 mg de
manitol o 21 mg de manitol + 35 mg de sacarosa), y se
reconstituirad con 700 pl de agua de MF59 (o por comparaciodn,
con wfi).

Se midieron los niveles de humedad inmediatamente
después de la liofilizacién y luego durante un mes a
temperaturas bajas 6 elevadas. El contenido de humedad
permanecid constante a aproximadamente 1.1 %.

Una comparacién de los trazos de RP-HPLC antes de la

liofilizacién y después de la reconstitucién mostrd que las
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proteinas en ambas formulaciones permanecen estables después
de la liofilizacidén aun durante un mes a 37°C. E1 SDS-PAGE
(Figura 3) y las transferencias western también mostraron que
las tres proteinas fueron estables después del proceso de
liofilizacidén, sin evidencia de degradacién ni agregacidn
después de la reconstitucién con ya sea MF59 o wfi tanto a 4°C
como a 37°C. El andlisis Experion dio el mismo resultado. La
cromatografia de exclusidn de tamafio mostzrd que la
liofilizacién provocd un pequefio incremento en la agregacion,
pero la cantidad de agregado no incrementa posteriormente, aun
después de 3 meses a 37°C o 6 meses a 4°C.

Estudios de Inmunogenicidad

Se usaron ratones en un estudio de inmunogenicidad
para valorar el efecto de la liofilizacién en la potencia de
la vacuna. Se reconstituyeron formulaciones liofilizadas con
MF59 y se compararon los titulos contra los mismos antigenos
en forma liquida y se mezclaron extemporaneamente con MEF59
(como en el planteamiento de “dos frascos”). Las
formulaciones indujerbn titulos similares.

Para estudiar la estabilidad largo plazo, se
almacenaron dos preparaciones liofilizadas de antigeno (una
liofilizada con sacarosa, la otra con sacarosa+tmanitol) a 4°C
y se probaron sus. inmunogenicidades después de 3 y 6 meses de
almacenamiento. Los antigenos almacenados se reconstituyeron

con MF59 (también almacenado a 4°C con los antigenos) y se
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usaron rapidamente para inmunizacidn. Por comparacién,
también se mezclaron y probaron en paralelo antigenos acuosos
recién preparados y MF59.

Los resultados de ELISA de los dos estudios separados
indicaron que las formulaciones liofilizadas, cuando se reconstituyeron
con MF59, indujeron titulos similares de anticuerpo (GMI) a aquellos
producidos por la formulacién recién preparada. Lo mismo se vio cuando
se valoraron las respuesﬁa de anticuerpo por SBA, por ejemplo, un titulo
de SBA de 32768 se vio en el tiempo cero con el antigeno liofilizado con
sacarosa y aun se vio después de 6 meses de almacenamiento. De esta
manera, los antigenos de Men-B permanecen activos después de la
liofilizacién y almacenamiento.

En estudios adicionales, se almacenaron preparaciones
liofilizadas vya sea a 4°C o 37°C y entonces se valoré la
inmunogenicidad. AGn después de 1 mes de almacenamiento a 37°C, los
antigenos liofilizados no mostraron pérdida en la actividad de SBA.

Estabilidad de Tamafio de la Emulsidén Mezclada con Antigenos Liofilizados

de Men-B

El tamafio de gota de aceite de una emulsién MF59 se midid
durante un periodo de 24vhoras a 4°C y 25°C, ya sea como emulsidén sola,
o mezclada con antigenos liofilizados de Men-B, o mezclada con un

antigeno de control. Los tamafios de gota (nm) fueron como sigue:

Temperatura (°C) 25 4
Tiempo (horas): 0 3 5 24 0 24
MF59 soclo 171 169 172 168 172 170
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MF59 + Ag de control 173 170 167 172 169 172

MF59 + Men-Blyo 169 168 176 170 173 171

De esta manera, el tamafio de particula de la

emulsién en la presencia de los antigenos liofilizados de Men-
5 B es estable durante 24 horas a 4°C o 25°C y es esencialmente
la misma como la emulsidén en si misma.

Se entenderd que la invencidén se ha descrito a
manera de ejemplo Unicamente y se pueden hacer modificaciones
en tanto que permanezcan dentro del alcance y espiritu de la

10 invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un kit que comprende:

(i) un primer recipiente que contiene un adyuvante que comprende una emulsion

de aceite-en-agua, y

(ii) un segundo recipiente que contiene una composicién antigénica liofilizada

que comprende un inmundgeno.

2. Bl kit de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque la composicion
antigénica liofilizada en el segundo recipiente comprende ademis un sacirido

capsular conjugado de uno o mas de N. meningitidis serogrupos A, C, W135y Y.

3. El kit de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizado porque la composicion

antigénica liofilizada esta libre de sales de aluminio.

4. Fl kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado
potrque la composicién antgénica liofilizada y el adyuvante de emulsién estin

libres de sales de aluminio.

5. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes,
caracterizado porque la composicion antigénica liofilizada comprende vesiculas

de la membrana a partir de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis.
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6. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que
la composicion antigénica liofilizada comprende proteinas recombinantes de una

cepa del serogrupo B de N. meningitidis.

7. El kit de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedente,
caracterizado porque la composicion antigénica liofilizada comprende’ una

lipooligosacarido de una cepa del setogrupo B de N. meningitidis.
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