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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes si fuere el caso

Documento de cesidon del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen

Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales

de las comunidades indigenas.
De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico -

Arte final 12 X 12..

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud. :
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros * Reporte de busqueda Internacional.
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FIGURA CARACTERISTICA

o Ia concesmn dela patente :

As. P-2542




ANEXOS
INVENTORES

1.) CONTORNI, Mario

( Novartis Vaccines, Via Fiorentina 1, I-53100 Siena, Italia );

2.) KAZZAZ, Jina
( Novartis Vaccines, 45 Sidney Street, Cambridge, Massachusetts 02139, Estados Unidos de América );

3.) O'HAGAN, Derek
‘ ( Novartis Vaccines, 45 Sidney Street, Cambridge, Massachusetts 02139, Estados Unidos de América );

4.) SINGH, Manmohan

( Novartis Vaccines, 45 Sidney Street, Cambridge, Massachusetts 02139, Estados Unidos de América );

S.) UGOZZOLI, Mildred
( Novartis Vaccines, 45 Sidney Street, Cambridge, Massachusetts 02139, Estados Unidos de América ).
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Carrera 11 N° 86-53 Piso 6 Bogota Colombia Tel: (57 1) 6181088 -Fax: (57 1) 6350824 -Erhail: mfo@clarkemodet com.co

PODER
Yo (nosotros), abajo firmante(s)
St Prarrhwaita Y B@_f.f?d
eft mi (nuestro) caracter de representante(s) legales de ! P
Novacha AG.
una sociedad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
iza
y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en

didkrtetracsm 35, 4052

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especiai a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de Ciudada-
nia No. 41.654.882 de Bogot4, y tp. 20824 y CLAUDIA LUCIA

CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374 de Tunja, -

y tp. 36448, con domicilio en Bogot4, Colombia, para que actuando en
su orden en nombre del (de la) otorgante le (la) representen ante
cualquier entidad, autoridad y/o persona, especialmente ante las del
orden Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitramento y/o cualquier otro en lo referente a los siguientes
asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencion, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
_ nombres y ensefias comerciales y denominaciones de origen; asi como
sus renovaciones, prorrogas, transferencias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.
2),Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, en cualquie-
ra de sus presentaciones asf como la proteccién de secretos industriales y
know-how. )
3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licencias de funcionamiento; asi como sus renovaciones o prérrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.
4) Ejercer acciones de oposicion, observacion, reclamos, reconsideracién,
reposicion, apelacién, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,
proteccion al consumidor, concesion de licencias, proteccién de secretos
industriales y demds acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencion o explotacion de licencias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podra(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
y de policfa; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandante o en
contra el (ella) .
5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.
6) En el ejercicio de este mandato los mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
arbitros, desistir, recibir y tomar posesion de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a derechos concedidos o en curso de concesién,
-admitir los hechos del proceso.
7) Ratificar o no la agencia oficiosa.
8) Asi mismo faculto (facultamos) a los mencionados apoderados para
recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,
sustituir el presente poder y revocar las sustituciones que hicieren.

Dado y firmado en Baﬁd@a) sozZa
alos 14 dssce Da-habeear Jdée.

d_,.s‘mff RRHMTHOATE and

%: Q—\LMbTL“‘bbE Y, YKL @ﬁba—/

POWER OF ATTORNEY

1 (we), the undersigned

legal representative(s) of

oavAEnSs AR

an organization existing under the laws of

Sty TR-AND
and in present execution of its business activity, domiciled at

Cxt

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogota, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogota, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, and/or any other, in all matters
conceming the following:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varieties; Marks, Slogans, Trade Names and emblems and appellations of
Origin; as well as their renewals, assignments, changes of name and/or
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration,
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade secrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioned matters and against the unfair
competition, actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or against him.

5) To register domain names before the competent entity.

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and
take possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights
granted or in process of granting, admit the facts of the case.

7) To ratify or not the officious agency.

8) I (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attorneys, substitute
this Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

Granted and signed at %\Q D C- A3
on this O\ day of X I()& m

2008

Firma / signatura

Novartis AG
Steve Braithwalt» 5 l.lphardt
Head of Patant Admin| ;

Novartia Anlmal

RRABQUMHADT

xz-ffw

CENTE AL =



NOTARIAL CERTIFICATION

On this 10" (tenth) day of October 2008 (two thousand and eight),
the undersigned Notary Public at Basel, Switzerland, Dr. Thomas Gelzer,

CERTIFIES

1. That Mr. Steve Braithwaite, British citizen, residing in Basel, Swit-
zerland, and Mr. Bodo Liphardt, German citizen, residing in Rein-
acl/BL, Switzerland, (the "grantors"), both of legal age, set their hand on
the foregoing document.

2. That the authenticity of the signatures of the grantors has been estab-
lished by means of comparison and that they have the legal capacity to
excecute the instrument.

3. That the grantors have executed the foregoing document as proxy
holders on behalf of Novartis AG, in Basel, Switzerland ("the corporate
person"), with joint signature at two.

4. That the corporate person, having its home office in Basel, Switzer-
land, is duly organized, has present legal existence and that the purposes
for which the power of attorney is granted are within the scope of its cor-
porate purposes.

i‘ Cu.
i {_ ord

5. That the grantors have in fact the referred to authority and that their
representation is legal.

6. That I have based certifications 3 (three), 4 (four) and 5 (five) above on
the following authentic documents for such purpose exhibited to me and
which I mention specifically, giving their dates and their origin of source:

- Online Extract from the Register of Commerce of the Canton Basel-
| City/Switzerland, for Novartis AG of today.

l - Power of Attomney dated December 20 (twenty), 2007 (two thousand
and seven). s .

Leg.Prot Nr. 914 /2008

CERTIFICACION NOTARIAL

Al 10 (diez) del mes de octubre de 2008 (dos mil y ocho), el suscrito Notario
Publico de Basilea, Suiza, Dr. Thomas Gelzer,

DA FE

1. Que los Sefiores Steve Braithwaite, de Gran Bretafia, en Basilea, Suiza, y
Bodo Liphardt, de Alemania, en Reinach/BL, Suiza (los "otorgantes"), mayor
de edad, firmén de su pufio y letra el documento que antecede.

2. Que la autenticidad de las firmas de los otorgantes fué verificada por
comparacion y que ellos tienen capacidad legal para el otorgamiento.

3. Que los otorgantes han suscrito el referido doeumento en su caracter de
mandatarios de Novartis AG (la "persona juridica"), facultados para hacer uso
conjuntamente de la firma social.

4. Que la persona juridica con sede en Basilea, Suiza, est4 legalmente
constituida, que tiene existencia legal actual y que el acto para el cual se otorga
¢l poder estd comprendido entre los que constituyen su objeto social.

5. Que los otorgantes tienen efectivamente la representacion que ostenta y que
ésta es legitima.

6. Que he basado las certificaciones 3 (tres), 4 (cuatro) y 5 (cinco) anteriores
en los siguientes documentos auténticos que al efecto se me exhibieron y que
menciono especificamente con expresion de sus fechas y de su origen o
procedencia: :

- Online Extracto del registro mercantil de Basilea-Ciudad/Suiza, para Novartis
AG de hoy.

- Poder del 20 (veinte) de diciembre de 2007 (dos mil y siete).

BASEL, Switzerland, this 10® (tenth) day of October 2008 (two thousand and eight)

—

Yo Ny
(

Dr. Th. Gelzer
Notar
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RESUMEN DE LA INVENCION

Una formulacidén dual para vacunas contra el

serogrupo B de Neisseria meningitidis (“Men-B”) comprende (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 adyuvante en el momento de uso listo para
administracién a un paciente. Se ha encontrado gque esta
formulacién da excelentes resultados en términos tanto de
estabilidad como de inmunogenicidad. El componente
liofilizado también puede incluir uno o mas sacdridos
conjugados de los serogrupos A, C, W135 vy/o Y de N.

meningitidis.
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FORMULACIONES DE VACUNA MENINGOCOCICA

Campo de la Invencién

Esta invencidn estd en el campo de la formulacidn de

vacunas meningocdcicas.

s

Antecedentes de la Invencidn

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 1Instituto Finlay
(VA—MENGOC—BCWW, 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 “vacuna universal para el
meningococo del serogrupo B” reportada por Novartis en la
referencia 1 también incluye un adyuvante de hidréxido de
aluminio, como 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, los
inventores han encontrado que la inmunogenicidad Optima
requiere la presencia de un adyuvante. Adicionalmente,
encontraron gque la adsorcidén a hidréxido de aluminio

proporciona buena estabilidad de almacenamiento para los
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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, 1la referencia 3
reporta el uso de la emulsidén de aceite en agua, MF59, como un
adyuvante para las vesiculas de Men-B, vy la referencia 4
describe el uso de oligonucledétidos inmunoestimuladores y/o
MF59 como adyuvantes. Aunque los resultados de
inmunogenicidad con MF59 fueron excelentes, la investigacién
continia ha mostrado gque 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 inmundgenos 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 &rea de las vacunas de influenza. El1 producto
FLUAD™ incluye la emuisién MF59, y se distribuye en un
formato 1liquido pre-mezclado en un recipiente uUnico (el
planteamiento de “un frasco”). Esta formulacidén pre-mezclada

es la formulacién que ahora se ha encontrado que ofrece pobre
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estabilidad pa?a 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 gdos 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 wvacuna y la emulsidén, ambos en
formato liquido, para meéclado extempordneo en el punto de
uso.

De acuerdo a la presente invencién, se sigue un
planteamiento diferente para las vacunas de Men-B, usando una
formulacidén dual de (i) un adyuvante de emulsidén de aceite en
agua y (ii) wun componente inmunogénico de Men-B en forma
liofiliiada. 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 estabiliaad como de inmunogenicidad.

Adicionalmente, los inventores han encontrado que el
componente liofilizado puede retener eficiencia cuando se
incluyen uno o mas sacdridos conjugados de N. meningitidis en
los serogrupos A, C, W135 y/o Y (Men-A, -C, -W135 y -Y). Es
particularmente ventajosa la combinacién de antigenos para
inmunizacién contra multiples serogrupos meningocdcicos,

incluyendo el serogrupo B, usando un componente liofilizado
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dnico.

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 composicidn antigénica
liofilizada que comprende un inmundgeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.
meningitidis. La composicidén antigénica liofilizada puede
comprender ademds un sacdrido capsular conjugado de uno o més
de los serogrupos A, C, W135 y/o Y de N. meningitidis.

La invencidén también proporciona un método para
preparar una composicién inmunogénica, que comprende el paso
de mezclar: (i) un adyuvante que comprende una emulsidén de
aceite en agua; y (ii) una composicién antigénica liofilizada
que comprende un 1inmundgeno para provocar una respuesta
inmunitaria contra el serogrupo B de N. meningitidis. La
composicidén antigénica liofilizada puede comprender ademéas 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 (i) un inmundégeno para
provocar una respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.
meningitidis, y (ii) un sacérido capsular conjugado de uno o
mas de los serogrupos A, C, W135 y/o Y de N. meningitidis.

Esta composicidn liofilizada es adecuada para la
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reconstitucién por un adyuvante gque comprende una emulsidn de
aceite en agua, y es adecuada para el uso como un componente
de kit de la invencién.

La composicidén antigénica liofilizada

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

El inmunégeno 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 liofilizacién de las
oMV de Men-B, pero estas OMV se administraron
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 emulsidén de
aceite en agua. De manera similar, se conoce la liofilizacidn
de antigenos de conjugados meningocdcicos, incluyendo la
reconstitucién subsiguiente con MF59 {97, pero no en
combinacién con ningin antigeno de Men-B.

Componentes de Men-B que Comprenden Vesiculas

Las vesiculas para el uso como componentes de vacuna
de Men-B incluyen cualquier vesicula proteocliposdmica obtenida

al romper una membrana exterior Dbacteriana para formar
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vesiculas de la misma que incluyen componentes proteicos de la
membrana exterior. De 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 dque se
presentan de manera natural que se forman espontaneamente
durante el crecimiento 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 Dbaja velocidad para
sedimentar sélo las células y no las vesiculas mas pequeias),
y luego recolectando las MV del medio agotado de células (por
ejemplo, por filtracidén, 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 produccidén de MV.

Se preparan artificialmente OMV a partir de
bacterias, y se pueden preparar usando tratamiento con
detergente (por ejemplo, con desoxicolato), o por medios no
detergentes (ver, por ejemplo referencia 14). Por ejemplo, se
describen en las referencias citadas en la presente 1los

métodos para obtener preparaciones adecuadas de OMV. Las

13
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técnicas para formar OMV incluyen tratar bacterias con un
detergente de sal de &cido biliar (por ejemplo, sales de acido
litocdlico, acido quenodesoxicdlico, &cido usodesoxicdlico,
adcido desoxicédlico, acido cdbdlico, &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, cavitaciédn, 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

Q

amortiguador de extraccidén de OMV con aproximadamente 0.5 % de

oo

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 ultrafiltracién en OMV
crudas, en lugar de centrifugacién de alta velocidad. El
proceso puede comprender el paso de wultracentrifugacién
después de que tome lugar la ultrafiltracidn.

Se pueden preparar vesiculas a partir de cualquier
cepa de Men-B para el uso con la invenciédn. Pueden ser de
cualquier isotipo (por ejemplo 1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 1le,

etc.), de cualquier serosubtipo, y de cualquier inmunotipo

Y
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(por ejemplo, L1; L2; L3; L3,3,7; L10; etc.). Los
meningococos pueden ser de cualquier 1linaje adecuado,
incluyendo linajes Thiperinvasivos e hipervirulentos, por
ejemplo cualquiera de los siguientes siete linajes
hipervirulentos: subgrupo I; subgrupo 1III; 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 meningococps
[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 dque
tienen uno de los siguientés subtipos: P1.2; P1.2,5; Pl.4;
P1.5} P1.5,2; Pl1.5,c¢; Pl.5¢c, 10; P1.7,16; Pl.7,16b; Pl.7h,4;

p1.9; P1.15; Pl1.9,15; ©P1.12,13; P1.13; P1l.14; Pl.21,16;

 P1.22,14.

Las vesiculas usadas con la invencién se pueden
preparar de cepas tipo 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 expresién de nspA
se puede favorecer con supresidén concomitante de pord y cps.
Los mutantes adicionales de supresidén de N. meningitidis para
lavproduccién de OMV se describen en las referencias 27 a 29.

La referencia 21 describe vesiculas en las cuales se favorece
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la expresién de fHBP. La referencia 22 describe 1la
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 supresién de enzimas comprendidas en la
biosintesis de LPS. Estos u otros mutantes también se pueden
usar con la invencién.

De esta manera, una cepa de Men-B usada con la
invencién puede expresar en algunas modalidades mids 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 & 9 de los subtipos de PorA: P1.7,16; P1l.5-1,2-2;

pP1.19,15-1; P1.5-2,10; P1.12-1,13; Pl.7-2,4; P1l.22,14; Pl.7-

1,1 y/o P1.18-1,3,6. En otras modalidades, una cepa puede

haber sido reducida en expresién para la expresidén de PorA,
por ejemplo, en la cual se ha reducido la cantidad de PorA por

[e3

al menos 20 % (por ejemplo, 230

oL
o\©

, 240 %, 250 %, 260 %, 270

%

, 280

o

, 290 %, 295 %, etc.), o aun suprumido, con relacidén a
los niveles tipo silvestre (por ejemplo, con relacidén 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
silvestre) ciertas proteinas. Por ejemplo, las cepas pueden
sobreexpresar NspA, proteina 287 [45], fHBP [21], TbpA y/o

TbpB [25], Cu,Zn-superdxido dismutasa [25], etc.
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En algunas modalidades, una cepa de Men-B puede
incluir wuna o mids de las mutaciones de supresién o
sobreexpresidén descritas en las referencias 26 a 29. Los genes
preferidos para la reduccidén de la expresidén y/o para la
supresién incluyen: (a) Cps, CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB,
GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PilC, PorB, Siaa,
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]:
(¢) 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, Siab,
SynA, SynB, y/o SynC [29].

Cuando se usa una cepa mnmutante, en algunas
modalidades, puede tener wuna o més de las siguientes

caracteristicas: (1) LgtB y/o GalE reducidos en expresidn o

reducidos para truncar la LOS meningocdcica; (ii) TbpA

favorecido en expresidén; (iii) Hsf favorecido en expresidn;
(iv) Omp85 favorecido en expresidn; (v) LbpA favorecido en
expresién; (vi) NspA favorecido en expresidn; (vii) PorA
favorecido en expresién; (viii) FrpB reducido en expresidn o
suprimido; (ix) Opa reducido en expresidn o suprimido; (x) Opc
reducido en expresidén o suprimido; (xii) el complejo génico
cps suprimido. Un LOS truncada puede ser una que no incluya

un epitopo de sialil-lacto-N-neotetraosa, por ejemplo, puede
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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 vy sus
componentes proteicos (conjugacidén “intra-ampolla” [29]).

La invencidén se puede usar con mezclas de vesiculas
de diferentes cepas. Por ejemplo, la referencia 30 describe
una vacuna gue comprende composiciones multivalentes de
vesiculas meningocdécicas, que comprenden una primera vesicula
derivada de una <cepa meningocdcica 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 pails de uso. La referencia 31 también describe
combinaciones uUtiles de diferentes vesiculas. En algunas
modalidades se puede usar una combinacidén 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.

Componentes de Men-B que Comprenden Proteinas Recombinantes

También se han reportado proteinas recombinantes

para el uso como inmundégenos de vacuna contra Men-B. Por
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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 & 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 bueden comprender una proteina de
unién a transferrina (por ejemplo, TbpA vy/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 la 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 ID NO: 1272 de la
referencia 34; SEQ ID NO: 1274 de la referencia 34; SEQ ID NO:
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:

79
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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 1la referencia 34, o un

polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que:

oo

(a) tiene 50 % o més de identidad (por ejemplo, 60 %, 70 %, 80
%, 90 %, 95 %, 99 % o mas) a estas secuencias; y/o (b)
comprende un fragmento de al menos n aminodcidos consecutivos
de estas secuencias, en donde n es 7 é mas (por ejemplo, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 150, 200, 250 6 més). Los fragmentos preferidos para (b)
comprenden un epitopo de la secuencia pertinente. Se puede
incluir mads 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 uUnica 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 £HBP
purificados, seleccionados de: (a) una primera proteina, que
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 aminodcidos que consiste de un fragmento de al

R0
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menos x aminoadcidos contiguos de SEQ ID NO: 1; (b) una segunda
proteina, que comprende una secuencia de aminodcidos 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
aminoacidos que tiene al menos ¢ % de identidad de secuencia a
SEQ ID NO: 3 y/o que comprende una secuencia de aminodcidos
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 valor de 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,
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, %0, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). El valor

2)
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de z es al menos 7, por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
ie6, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
35, 40, 45, 50, 0, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
225, 250). Los valores de x, y e 2z no se relacionan
intrinsecamente entre si.

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

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

Componentes de Men-B que Comprenden LOS

Se han reportado vacunas meningocdcicas basadas en
lipooligosacéarido. El LOS se puede usar en si mismo o se
puede conjugar a un portador. Cuando se conjuga, la
conjugacidén 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 porcidén de lipido A de LOS esta
ausente entonces es esencial este enlace alternativo.

El LOS puede ser de cualquier inmunotipo, por

ejemplo, L2, L3, L7, etc.

22
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En lugar de usar el LOS nativo, se prefiere usar una
forma modificada. Estas modificaciones se pueden lograr de
manera quimica, pero es mas conveniente suprimir las enzimas
en el Men-B responsable de ciertas adiciones Dbiosintéticas.
Por ejemplo, se puede modificar LOS para remover al menos el
Gal terminal de la unidad nativa de lacto-N-neotetraosa, Vy
esta modificacidén se puede lograr al suprimir una o mas de las
enzimas pertinentes. Las enzimas responsables de adicionar
los dos monosacaridos terminales en un LOS nativo (&acido
sidlico y galactosa) se pueden suprimir, ya sea para eliminar
sélo la Sia terminal o para eliminar el disacdrido Sia-Gal.
La supresién del gen IgtB, 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 &cido graso O-enlazado
primario del LOS [42]. El LOS que tiene un numero reducido de
cadenas acilo secundarias por molécula de LOS también se puede
usar [43]. El1 LOS puede no tener una cadena o.

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

Componentes Mezclados de Men-B

La invencidén puede usar vesiculas, polipéptidos
purificados o LOS como el antigeno de Men-B. También puede

usar combinaciones de estos tres antigenos, por ejemplo, (i)

23
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vesiculas + polipéptidos purificados; (ii) vesiculas + LOS;
(iii) polipéptidos purificados + LOS; o (iv) vesiculas +
polipéptidos purificados + LOS. Se pueden hacer estas
combinaciones al preparar 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™, MENINGITEC™ 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+4Y, y se aprobaron en 2005 como el producto acuoso
MENACTRA™.

El componente liofilizado wusado con la invencién
puede incluir uno o mas conjugados de sacadridos capsulares de
1, 2, 3 6 4 de los serogrupos A, C, W135 e Y meningocdcicos,
por ejemplo, A+C, A+W135, A+Y, C+W1l35, C+Y, W135+Y, A+C+W135,
A+C+Y, A+W135+Y, A+C+W135+Y, etc. Se prefieren los
componentes que incluyen sacdridos de los cuatro serogrupos A,
C, W135 e Y.

El sacarido capsular del serogrupo A de meningococo

es un homopolimero de (xl—>6)-enlazado-N-acetil-D-mannosamina-

2y
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l-fosfato, con O-acetilacién parcial en las posiciones C3 y .

C4. La acetilacidén en la posicidn C-3 puede ser de 70-95 %.
Las condiciones usadas para purificar el sacdrido pueden dar
por resultado la des-O-acetilacidn {por ejemplo, bajo
condiciones béasicas), pero es Util para retener OAc en esta
posicién C-3. En algunas modalidades, al menos 50 % (por
ejemplo, al menos 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o mas) de los
residuos de mannosamina en un sacdrido del serogrupo A estén
O-acetiladas en la posicién C-3. Se pueden reemplazar los
grupos acetilo con grupos bloqueadores para impedir la
hidrdélisis [52], y estos sacaridos modificados ain son
sacaridos del serogrupo A dentro del significado de la
invencién.

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

\ed

C~8 de los residuos de acido sidlico, pero cerca del 15 % de
los aislados clinicos carecen de estos grupos O-acetilo
[53,54]. La presencia o ausencia de grupos OAc genera
epitopos Unicos, y la especificidad de la unién del anticuerpo
al sacdrido puede afectar su actividad bactericida contra las
cepas O-acetiladas (OAc+) y des-O-acetiladas (OAc-) [55-57].

Los sacdridos del serogrupo C usados con la invencidén se

25



10

15

20

25

19

pueden preparar de ya sea las cepas OAct u OAc-. Las vacunas
licenciadas del conjugado de Men-C incluyen sacaridos tanto
OAc- (NEISVAC-C™) y OAc+ (MENJUGATE™ y MENINGITEC™). En
algunas modalidades, 1las cepas para la produccién de los
conjugados del serogrupo C son cepas OAc+, por ejemplo, del
serotipo 16, serosubtipo Pl.7a,1, etc. De esta manera, se
pueden usar las cepas C:16:Pl.7a,1 OAc+. También son uGtiles
las cepas OAc+ en el serosubtipo Pl.1, tal como la cepa Cl1.

El sacarido del serogrupo W135 es un polimero de
unidades disacéaridas de &acido sidlico-galactosa. Al igual que
el sacdrido del serogrupo C, tiene O-acetilacidén variable,
pero en las posiciones 7 y 9 del acido sialico [58]. La
estructura se escribe como: —4)-D-Neup5SAc(7/90Ac)-a-(2—6)-D-
Gal-a-(1—>.

El sacdrido del serogrupo Y es similar al sacéarido
del serogrupo W135, excepto que las unidades repetitivas del
disacdrido incluyen glucosa en lugar de galactosa. Al igual
que el serogrupo W135, tiene O-acetilacidédn variable en las
posiciones 7 y 9 de &cido sidlico [58]. La estructura del
serogrupo Y se escribe como: —4)-D-Neupb5Ac(7/90Ac)-o-(2—6)-
D-Glc-a-(1-.

Los sacdridos wusados de acuerdo a la invencidn
pueden estar O-acetilados como se describe anteriormente (por
ejemplo, con el mismo patrdén de O-actilacidén como se ve en los

sacdridos capsulares nativos), o pueden estar parcial o

26
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totalmente des-O-acetilados en una o mas posiciones de los
anillos de sacarido, o pueden estar hiper-O-acetilados con
relacidén a los sacaridos capsulares nativos.

Las porciones de sacdrido en los conjugados pueden
comprender sacdridos de longitud completa como se prepara de
meningococos, y/o pueden comprender fragmentos de sacdridos de
longitud completa, es decir, los sacdridos pueden ser més
cortos que los sacdridos capsulares nativos vistos en las
bacterias. Los sacdridos de esta manera se pueden
despolimerizar, con la despolimerizacién gque se presenta
durante o después de la purificacidén del sacarido pero antes
de la conjugacidén. La despolimerizacién reduce la longitud de
cadena de los sacédridos. Un método de despolimerizacidn
comprende el uso de perdxido de hidrdgeno ([48]. Se adiciona
perdéxido de hidrdégeno a un sacadrido (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
método de despolimerizacidén comprende hidrdlisis é&cida [49].
En la técnica se conocen otros métodos de despolimerizacidn.
Los sacaridos usados para preparar conjugados para el uso de
acuerdo a la invencién se pueden obtener por cualquiera de
estos métodos de despolimerizacidn. | Se puede usar
despolimerizacién a fin de proporcionar una longitud éptima de

cadena para inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de

2%r
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cadena para manejabilidad fisica de los sacaridos. En algunas
modalidades, los sacdridos tienen el siguiente intervalo de
grados promedio de polimerizacidén (Dp): A=10-20; C=12-22;
W135=15-25; Y=15-25. En términos de peso molecular, en lugar
de Dp, los intervalos utiles son, para todos los serogrupos:
<100kDa; 5kDa-75kDa; 7kDa-50kDa; 8kDa-35kDa; 12kDa-25kDa;
15kDa-22kDa.

En algunas modalidades, el peso molecular promedio
para los sacéridos de cada uno de los serogrupos
meningocdcicos 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 sacdrido de
Men-C puede estar en el intervalo de 100-210kDa; un sacéarido
de Men-W135 puede estar 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.

La masa del sacarido meningocdcico por serogrupo en
la vacuna reconstituida usualmente estard entre 1lug y 20pg,
por ejemplo, entre 2 y 10 ug por serogrupo, O aproximadamente
4ug o aproximadamente 5ug o aproximadamente 10ug. Donde se
incluyen conjugados de més de un serogrupo, pueden estar
presentes a masas sustancialmente iguales, por ejemplo, la

o

masa del sacérido de cada serogrupo estd dentro de +10 % uno
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del otro. Como una alternativa a una relacién igual, se puede
usar una doble masa del sacarido del serogrupo A. De esta
manera, una vacuna puede incluir el sacdrido Men-A a 10 ug y
los sacédridos 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 CRMg7 es
particularmente preferido [60]. Otras proteinas portadoras

adecuadas incluyen el complejo de ©proteina de membrana
exterior de N.meningitidis [61l], péptidos sintéticos [62,63],
proteinas de chogque térmico [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 patdgenos [69] tal como N19
[70], proteina D de H.influenzae [71-73], pneumolisina [74] o
sus derivados no téxicos [75], proteina PspA de superficie
pneumocdccica [76], proteinas de captacidén de hierro [77],
toxina A o B de C.difficile [78], exoproteina A de Pseudomonas
aeruginosa recombinante (rEPA) [7¢2], etc. Una proteina
portadora unica puede portar sacaridos de multiples serogrupos
diferentes [80], pero este arreglo no se prefiere. Donde el
componente liofilizado incluya conjugados de mas de un

serogrupo meningocécico entonces los varios conjugados pueden
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usar diferentes proteinas ©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
sacarido: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 relacidén de entre 1:2 y 1:5, en tanto que otro

tiene una relacidén entre 5:1 y 1:1.99.

Son uUtiles los sacadridos y conjugados que tienen las
caracteristicas descritas en la referencia 82.

La molécula portadora se puede conjugar
covalentemente al sacadrido meningocdcico directamente o
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
sacidrido por aminacién) con acido adipico usando, por ejemplo,
activacién con diimida), y luego al acoplar una proteina al
compuesto intermedio resultante de sacérido-acido adipico [83,

847]. Otro tipo preferido de -enlace es un ligador de
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carbonilo, que se puede formar por la reaccién de un grupo
hidroxilo libre de un sacdrido con CDI [85, 86] seguido por la
reaccidén con una proteina para formar un enlace de carbamato.
Otros 1ligadores incluyen p-propionamido [87], nitrofenil-
etilamina [88], haluros de haloacilo [89], enlaces
glicosidicos [90], éacido 6-aminocaproico [91], N-succinimidil-
3-(2-piridilditio)-propionato (SPDP) [92], dihidrazida de
dcido adipico ADH [93], porciones de 4 a 12 atomos de carbono
[94], etc. También se puede usar condensacidén con
carbodiimida [95].

Como se describe en la referencia 96, una mezcla
puede incluir un conjugado <con un enlace directo de
sacdrido/proteina y otro conjugado con enlace mediante un
ligador. Este arreglo aplica particularmente cuando se usan
conjugados de sacédrido de diferentes serogrupos
meningocdcicos, por ejemplo, los sacaridos de Men-A y Men-C se
pueden conjugar mediante un ligador, en tanto que los
sacadridos de Men-W135 y Men-Y se pueden conjugar directamente
a una proteina portadora.

Donde una composicién incluye uno o més de 1los
conjugados de Men-A, -C, -W y/o -Y, en algunas modalidades,
pueden incluir ventajosamente también un conjugado de Hib (ver
méds adelante). Donde una composicidén incluye un sacdrido de
mas de un serogrupo meningocécico, hay una masa promedio de

sacdrido por serogrupo. Si se wusan masas sustancialmente
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iguales de cada serogrupo entonces la masa promedio sera la
misma como cada masa 1individual; 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 6.25pg por serogrupo. Si también se incluye
un sacéarido de Hib, entonces, en algunas modalidades, la masa
serd sustancialmente la misma como la masa promedio del
sacadrido meningocécico por serogrupo. En algunas modalidades,
la masa del sacarido de Hib serd més que (por ejemplo, al
menos 1.5x), la masa promedio del sacérido meningocécico 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 Emulsidén de Aceite en Agua

Se conocen varios adyuvantes de emulsidén de aceite

en agua, y tipicamente incluyen al menos un aceite y al menos

un agente tensioactivo, con los aceites y agentes
tensicactivos que son biodegradables (metabolisables) y
biocompatibles. Las gotas de aceite en la emulsidén en general

son de menos de 5um de di&metro, y pueden tener aun un
didmetro de sub-micras, con estos pequernios tamafics due 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.
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La invencién se puede usar con aceites tal como
aquellos 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 mads 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 algodédn, aceite
de girasol, aceite de ajonjoli y similares. En el grupo de
los granos, el aceite de maiz es el mds féacilmente disponible,
pero también se puede usar el aceite de otros cereales tal
como trigo, avena, arroz, centeno, de teff, de triticale y
similares. Se pueden preparar ésteres de acidos grasos de 6-
10 &tomos de carbono de glicerol y 1,2-propanodiol, en tanto
gue no se presente de manera natural en los aceites de
semilla, mediante hidrélisis, separacidén y esterificacidn de
los materiales apropiados iniciando de los aceites de nueces y
semillas. Las grasas y aceites de leche mamifera son
metabolizables y por lo tanto se pueden usar en la practica de
esta invencidn. Los procedimientos para separacién,
purificacién, 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 se pueden recuperar facilmente. Por

ejemplo, el aceite de higado de bacalao, los aceites de higado

33



10

15

20

25

27

de tiburdén, y el aceite de ballena tal como de esperma,
ejemplifican varios de los aceites de pescado que se pueden
usar en la presente. Varios aceites de cadena ramificada se

sintetizan biogquimicamente en unidades de isopreno de 5 atomos

de carbono y en general se refieren como terpenoides. Los
aceites de higado de tiburén 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 anadlogo 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 composicidédn incluye un tocoferol, se puede
usar cualquiera de los tocoferoles o, B, v, &, € o &, pero se
prefieren los a-tocoferoles. El tocoferol puede tomar varias
formas, por ejemplo, diferentes sales y/o isdémeros. Las sales
incluyen sales orgénicas, tal como succinato, acetato,
nicotinato, etc. Se pueden usar tanto D-a-tocoferol como DL-
a-tocoferol. Un o-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
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tensioactivos preferidos de la invencidén 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 tensioactivos de ésteres de polioxietilen-sorbitan
(referidos comuinmente como Tweens), especialmente polisorbato
20 y polisorbato 80); copolimeros de o6xido de etileno (EO),
6xido de propileno (PO), y/o é6xido 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 X-100, o t-octilfenoxipolietoxietanol) que
son de interés particulér; (octilfenoxi)polietoxietanol
(IGEPAL CA-630/NP-40; fosfolipidos tal como fosfatidilcolina
(lecitina); ésteres grasos de polioxietileno derivados de
alcoholes laurilico, cetilico, estearilico y oleilico
(conocidos como agentes tensiocactivos Brij), tal como
trietilenglicol-monolauril-éter (Brij 30); y ésteres de
sorbitan (cominmente conocidos como los SPAN), tal éomo
trioleato de sorbitan (Span 85) y monolaurato de sorbitan.
Los agentes tensioactivos preferidos para inclusidén 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
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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 Gtil comprende laureth-9 més un éster de
polioxietilen-sorbitan y/o un octoxinol.

Las cantidades preferidas de los agentes
tensiocactivos (% 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
Triton) de 0.001 a 0.1 %, en particular de 0.005 a 0.02 %;

éteres de polioxietileno (tal como laureth 9) de 0.1 a 20 %,

o\®

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 utiles con la invencién incluyen, pero no se limitan a:

- Una emulsidén en sub-micrones de escualeno, Tween
80, y Span 85. La composicién de la emulsién en volumen puede

ser aproximadamente 5 % de escualeno, aproximadamente 0.5 % de

polisorbato 80 y aproximadamente 0.5 % de Span 85. En

o

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

mas detalle en el Capitulo 10 de la referencia 101 y en el

capitulo 12 de la referencia 102. La emulsién MF59 puede
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incluir iones de citrato, por ejemplo, amortiguador de citrato
de sodio 10 mM.

- Una emulsién de escualeno, un tocofercl, y Tween
80. La emulsidén puede incluir solucidén 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
preferentemente <1 puesto gque esto proporciona una emulsidn
mas estable. Pueden estar presentes escualeno y Tween 80 a
una relacién en volumen de aproximadamente 5:2. Esta emulsiédn
se puede producir al disolver Tween 80 en PBS para dar una
solucidén al 2 %, luego mezclar 90 ml de esta solucidén con una
mezclavde (5g de DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno), luego
microfluidizar la mezcla. La emulsidén resultante puede tener

gotas de aceite en sub-micrones, por ejemplo, con un diadmetro

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 emulsidn
también puede incluir un 3D-MPL. La emulsién puede contener

un amortiguador de fosfato.
~ Una emulsidén que comprende un poliscrbato (por
ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por ejemplo,

Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de o-
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tocoferol). La emulsidén puede incluir estos tres componentes
en una relacidén en masa de aproximadamente 75:11:10 (por
ejemplo, 750 pg/ ml de polisorbato 80, 110 ug/ ml de Triton X-
100 y 100 g/ mi 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.

- Una emulsién de escualeno, polisorbato 80 y
poloxamero 401 (“Pluronic™ 1L121”). La emulsién se puede
formular en solucién salina amortiguada con fosfato, pH 7.4.
Esta emulsién es un vehiculo Util de distribucidn para
dipéptidoé 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 L121 y 0.2 % de polisorbato 80).
También se puede usar sin el Thr-MDP, como en el adyuvante
“AF” [104] (5 % de escualeno, 1.25 % de Pluronic L121 y 0.2 %
de polisorbato 80). Se prefiere la microfluidizacidn.

- Una emulsién que comprende escualeno, un solvente
acuoso, un agente tensiocactivo no idénico hidréfilo de
polioxietilen-alquil-éter (por ejemplo, polioxietileno (12)
cetoestearil-éter) y un agente tensioactivo 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
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o]

menos 90 % de las gotas de aceite (en volumen) con un tamario
de menos de 200 nm [105]. La emulsidén también puede incluir
uno o més de: alditol; un agente crioprotector (por ejemplo,
una azucar, tal como dodecilmaltésido y/o sacarosa); y/o un
alquilpoliglicésido. Se pueden liofilizar estas emulsiones.

- Una emulsién que tiene de 0.5-50 % de un aceite,

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

tensiocactivo no iédnico. Como se describe en la referencia
106, | los componentes preferidos de fosfolipido son
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, dcido fosfatidico,

esfingomielina y cardiolipina. Son ventajosos los tamanos sub-
micrbénicos de gotas.

- Una emulsidén en sub-micrones de aceite en agua de
un aceite no metabolizable (tal como aceite mineral ligero) y
al menos un agente tensioactivo (tal como lecitina, Tween 80 o
Span 80). Los aditivos pueden incluir, tal como saponina
QuilA, colesterol, un conjugado lipéfilo 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 glucurénico), 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 1lipdéfilo no idnico, y un agente
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tensiocactivo hidréfilo, no idnico (por ejemplo, un alcohol
graso etoxilado y/o copolimero de blogque de polioxietilen-
polioxipropileno) ([108].

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

- Una emulsién en la cual una saponina (por ejemplo,
QuilA o QS21) 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
inmunoestimuladores, 3d-MPL, etc.

El 3dMPL (también conocido como monofosforil-lipido
A 3-des-O-acetilado o 3-0O-desacil-4’-monofosforil-lipido A) es
un adyuvante en el cual se ha desacilado la posicién 3
de la glucosamina de extremo reductor en el
monofosforil-lipido A. Se ha preparado 3dMPL a partir
de un mutante sin heptosa de Salmonella minnesota, Yy
es guimicamente similar al lipido A pero carece de un
grupo fosforil 14bil a &cido y un grupo acil labil a
base. En la referencia 10 se describe originalmente

la preparaciédn de 3dMPL.
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Reconstitucidén y Envasado

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 reconstitucién tomard 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, 1listo
para formulacién final en el momento de uso.

En un kit que contiene dos recipientes, uno incluiré
el liquido para reconstitucién 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 una. primera
aguja, reconstituyendo de este modo el material liofilizado en
una forma liguida. El 1liguido entonces se retirar4g,
usualmente en wuna Jjeringa, 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 inyeccidén del paciente, o puede ser diferente.

El segundo recipiente serd tipicamente un frasco.
Una emulsidén 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
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arreglo adicional tiene el primero y segundo recipientes como
cadmaras separadas en una Jjeringa de doble camara 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 1liquidos,
hasta que estén listos para el mezclado.

Aunque usualmente se usard una emulsién de aceite en
agua en su forma liquida, en algunas modalidades de la

invencién, es posible usar un adyuvante liofilizado de

emulsién de aceite en agua. La liofilizacién de 1los
adyuvantes de emulsién de esta manera se describe, por
ejemplo, en la referencia 105 y 111. Estas emulsiones secas

se reconstituiradn aun en forma liquida en el momento del uso,
por ejemplo, wusando 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
liofilizacidédn) en la forma liofilizada. De esta manera, en
algunas modalidades, la invencidén proporciona una composicidn
que comprende una mezcla de una emulsién liofilizada de aceite
en agua y una composicién liofilizada antigénica que comprende
un inmunégeno para provocar una respuesta inmunitaria contra

el serogrupo B de Neisseria meningitidis. Esta composicién
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liofilizada, mezclada se puede mezclar con un portador acuoso
para dar en un paso de reconstitucidén una composicidén de Men-B
con un adyuvante de emulsidén de aceite en agua.

De esta manera, un kit puede comprender, por
ejemplo, dos frascos, uno, una jeringa ya rellena y un frasco,
etc. Una Jjeringa incluird en general una dosis utnica de la
composicidén, en tanto que un frasco puede incluir una dosis
Unica o multiples dosis. Para miultiples 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 administracién 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, los
contenidos de la jeringa se puedan expulsar al frasco para
reconstituir el material liofilizado, en el mismo, y los
contenidos del frasco se puedan remover de regreso a la
jeringa. Después de la remocidén 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 cubilerta se tenga
que remover antes de que 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
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frasco se esteriliza preferentemente antes de que se adicione
al mismo el material. Para evitar problemas con pacientes
sensibles al léatex, se pueden sellar los frascos con un tapdn
libre de 1latex. El frasco puede incluir una dosis unica de
vacuna, © puede incluir més 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 jeringas 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 tapdén 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 wusar 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
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pacientes en dosis de 0.5 ml, el volumen del liquido en el
primer recipiente serd 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 invencidén puede incluir un estabilizador tai
como lactosa, sacarosa y/o manitol, asi como mezclas de los
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 coﬁponentes solubles en el material liofilizado se
retendrédn en la composicién 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

L.os materiales de la invencidén se usaran finalmente

para preparar composiciones farmacéuticas para la
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administracién a un paciente. Estos incluirédn tipicamente un
portador farmacéuticamente aceptable. En la referencia 113
estd disponible wun anédlisis completo de 1los 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 inyeccidédn intramuscular. La vacuna bésada
en OMV de RIVM se administrd 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 regidén tensa anterolateral o deltoide del brazo. Se pueden
usar dosis similares para otras rutas de distribucidn, por
ejemplo,  una vacuna intranasal basada en OMV para atomizacidn
puede tener un volumen de aproximadamente 100 wul o
aproximadamente 130 ul 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
mas preferente entre 6.5 y 7.5 (por ejemplo, cerca de 7). EIl
pH de la vacuna basada en OMV de RIVM es de 7.4 [115], y se
prefiere un pH <7.5 para las composiciones de la invencidn.
La vacuna basada en OMV de RIVM mantiene el pH al usar un

amortiguador de Tris/HCl1 10mM, y el ©pH estable en las

46



10

15

20

25

40

composiciones de la invencién se pueden mantener por el uso de
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 colocaran en el componente
liquido y/o componente liofilizado, como sea apropiado, para
dar el arreglo final de post-reconstitucién, como se desee.

La composicidén puede ser estéril y/o estar libre de
pirdgenos. Las composiciones de la invencidén pueden ser
isotdénicas con respecto a los humanos.

Las composiciones 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 de;ir,
para tratar la infeccién), pero tipicamente seran
profilacticas. Las composiciones inmunogénicas usadas como
vacunas comprenden una cantidad inmunoldgicamente efectiva de
antigenos, asi como cualquier otro componente, como se
necesite. Por “cantidad inmunoldégicamente efectiva”, se
quiere decir que la administracién de esa cantidad a un
individuo, ya sea en una dosis udnica o como parte de una
serie, es efectiva para el tratamiento o prevencidn. Esta

cantidad varia dependiendo de la salud y condicidén fisica del
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individuo que se trate, de la edad, del grupo taxondmico del
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
proteccidén, de la formulacidén de vacuna, de la valoracidén del
doctor tratante de la situacién médica, y de otros factores
pertinentes. Se espera que la cantidad caera en un intervalo
relativamente amplio que se puede determinar a través de
ensayos de rutina. El contenido de antigeno de las
composiciones de 1la invencidén se expresard 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 meningococos afectan varias areas del cuerpo y
de este modo se pueden preparar las composiciones de la
invencién en varias formas liqguidas. Por ejemplo, 1las
éomposiciones se pueden preparar como productos inyectables,
ya sea como soluciones o suspensiones. La composicién se
puede preparar para administracién pulmonar, por ejemplo, por
un inhalador, usando una aspersién fina. La composicidén se
puede preparar para administracién nasal, aural u ocular, por
ejemplo, como aspersidén o gotas. Son tipicos los productos
inyectables para administracién intramuscular.

Las composiciones de la invencién pueden incluir un

antimicrobiano, particularmente cuando se envasa en un formato
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de multiples dosis. En las vacunas se encuentran comunmente
los antimicrobianos tal coﬁo'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 la invencién y/o un
adyuvante co-envasado de emulsidén de aceite en agua, pueden
estar sustancialmente 1libres de sales de aluminio. Este
arreglo permite que la composicién reconstituida de la
invencién esté sustancialmente libre de sales de aluminio.

Las composicioneé de la invencién 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 invencidén pueden incluir
detergente residual (por ejemplo, desoxicolato) de 1la
preparacidén de OMV. La cantidad de detergente residual es
preferentemente menos de 0.4 pg (mds preferentemente menos de
0.2 ng) por cada pg 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 (més preferentemente menos de 0.05 pg) por cada pg
de la proteina.

Las composiciones de la invencidén pueden incluir
sales de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para dar

tonicidad. Una concentracién de 10+2 mg/ml de NaCl es tipica,
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por ejemplo cerca de 9 mg/ml.

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 y preferentemente comprende
anticuerpos. El método puede provocar una respuesta de

refuerzo en un paciente que se ha cebado ya contra
N.meningitidis. En la referencia 116 se describen regimenes
de cebadura/refuerzo, subcuténeos e intranasales para los OMV.

El mamifero es preferentemente un humano. Cuando la
vacuna es para uso profildctico, el humano es preferentemente
un nifio (por ejemplo, un nific que empieza a andar O un
infante) o un adolescente; donde la vacuna es para uso
terapéutico, el humano 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 vy
mezclas de la invencién para el uso como un medicamento. El
medicamento es preferentemente capaz de provocar una respuesta
inmunitaria en un mamifero (es decir, es una composicidn
inmunogénica) y es méas preferentemente una vacuna.

La invencién  también proporciona el uso de

SO
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composiciones y mezclas de la invencidédn en la elaboracidén de
un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria en un
mamifero. La invencidén 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
inmundégeno para provocar una respuesta inmunitaria contra el
serogrupo B de N.meningitidis, en la elaboracién de un
medicamento para provocar una respuesta inmunitaria en un
mamifero. El uso también puede comprender (iii) un sacarido
capsular conjugado de uno o mas de los serogrupos A, C, W135
y/o 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, meningocdcica), 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 profildctico comprende monitorizar las respuestas
inmunitarias contra antigenos después de la administracidn de
la composicién. La inmunogenicidad de las composiciones de la
invencién se puede determinar al administrarles a sujetos de
prueba (por ejemplo, nifics de 12-16 meses de edad, o modelos

de animales [117]) y luego al determinar los parametros
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normales incluyendo anticuerpos bacterias serosos (SBA) vy
titulos de ELISA (GMT). Estas respuestas inmunitarias se
determinardn 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. Cuando se administra m&s de una dosis de
la composicién, se puede hacer mds de una determinacidn
después de la administracidn.

En general, las composiciones de la invencidn 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 la eficiencia de la vacuna. La actividad
bactericida serosa (SBA) mide la aniquilacién bacteriana
mediada por el complemento, y se puede valorar wusando
complemento de humano o‘conejo neonatal. Las normas de la WHO
requieren que una vacuna 1induzca 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 después 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 seroprotecciédn para un porcentaje aceptable de

sujetos. Los antigenos con un titulo asociado de anticuerpo
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por arriba del cual se considera un Thospedador como
seroconvertido contra el antigeno, son bien conocidos, y estos

titulos se publican por organizaciones tal como WHO. De

o

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

Las composiciones de la invencién se administrarén
en general de manera directa a un paciente. Se puede lograr
la distribucidén directa por inyeccidn parenteral (por ejemplo,
de manera subcuténea, intraperitonealmente, de manera
intravenosa, intramuscularmente, o al espacio intersticial de
un tejido) o por cualquier otra ruta adecuada. La invencidn
se puede usar para producir inmunidad sistémica y/o mucosa.
Se prefiere la administracién 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 tinica o un programa de multiples dosis. Se pueden usar
miltiples dosis en un esquema de inmunizacién primaria y/o en
un esquema de inmunizacién de refuerzo. Se puede seguir un

programa de dosis primaria por un programa de dosis de

refuerzo.  La sincronizacién adecuada entre las dosis de
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cebadura (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre la
cebadura y el refuerzo, se pueden determinar por rutina. La
vacuna de RIVM basada en OMV se probdé usando un programa
primario de 3 é 4 dosis, con vacunacidén 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 invencién se pueden usar
para inducir respuestas de anticuerpos'bactericidas contra un
linaje mads que hipervirulento de meningococo. En particular,
pueden inducir preferentemente respuestas bactericidas contra
dos o tres de los siguientes tres linajes hipervirulentos: (i)
agrupacién de A4; (ii) complejo de ET5; y (iii) linaje 3.
Pueden inducir adicionalmente respuestas de‘ anticuerpos
bactericidas contra uno o mads 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 que la composicidn pueda
inducir anticuerpos bactericidas contra cada una de las cepas
de meningococo dentro de estos linajes hipervirulentos, sino
mads bien para cualquier grupo dado de cuatro o més cepas de
meningococo dentro de un linaje hipervirulento particular, los

anticuerpos inducidos por la composicién son bactericidas

o

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:

Y
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GB, AU, CA, NO, IT, US, NZ, NL, BR, y CU. El suero tiene
preferentemente un titulo bactericida de al menos 1024 (por
ejemplo, o il plz) 213, 21, 215, 26, 2%, 2% 5 mayor,
preferentemente 2y, 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 uUtiles pueden inducir respuestas
bactericidas contra las siguientes cepas de  meningococo de
serogrupc B: (i) de la agrupacién 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 mas preferidas pueden inducir respuestas
bactericidas contra las cepas 961-5945, 44/76 y 394/98.

Las cepas 961-5945 y G2136 son ambas de laé 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 hén
publicado varios estudios que usan esta cepa (por ejemplo,

referencia 121 y 122). La cepa BZ198 es otra cepa de

§§



10

15

20

25

49

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

Composiciones Adicionales de la Invencidn

La invencidén proporciona una composicién antigénica
liofilizada que comprende un inmundgeno 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 composicidén no incluya vesiculas de ninguna
de las cepas: F91; JB10124; o HP10124.

La invencidén proporciona una composicién antigénica,
liofilizada que comprende un inmundégeno 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, en donde las
vesiculas son de una cepa con un inmunotipo L2 o L3. La
composicidén puede incluir vesiculas tanto de la cepa L2 como
L3.

La invencidén proporciona una composicién.antigénica
liofilizada que comprende un inmundégeno para provocar una
respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.meningitidis,
en donde el inmunégeho 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.
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La invencidén proporciona una composicidn antigénica
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 reconstitucidén 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 invencidén, etc. Puesto que se pueden vender o
distribuir sin adyuvantes de emulsién, sin embargo, son
modalidades independientes de la invencidn. Sin embargo, se
pueden envasar en forma de kit en combinacidén con otro

recipiente que comprende un adyuvante liquido. Este adyuvante

" liquido comprende de manera preferente una emulsidn de aceite

en agua.

La invencién también proporciona una composicidn
antigénica con adyuvante que comprende vesiculaé de membrana
del serogrupo B de N.meningitidis y una emulsidén en sub-micras
de aceite en agua. La emulsidén 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
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de supresidén como se analiza anteriormente, por ejemplo, LgtB
y/0 GalE reducidos en expresidén o suprimidos para truncar LOS,
TbpA favorecido en expresidén, etc. Se puede usar una
conjugacidén “intra-ampolla”. Esta composicién con adyuvante
se puede preparar al mezclar antigenos liofilizados con una
emulsién, como se describe anteriormente, o en contraste se
puede preparar al usar preparacidén acuosa de vesiculas.

Componentes Antigénicos Adicionales

Asi como contienen antigenos de N.meningitidis, 1las
composiciones pueden incluir antigenos de patdégenos
adicionales. Por ejemplo, la composicidén puede comprender uno
o mas de los siguientes antigenos adicionales:

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

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

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

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

- un antigeno de tétanos, tal como toxoide de

tétanos,

un antigeno de sacdrido de Haemophilus influenzae

§¥
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B (Hib), tipicamente conjugado,

- antigenos inactivados de poliovirus.

Estos antigenos adicionales se pueden incluir en
forma 1liquida en el mismo recipiente como la emulsidén de
aceite en agua, en forma liofilizada en el mismo recipiente
como el antigeno liofilizado de Men-B, o en un tercer
fecipiente (ya sea en forma liofilizada, o usualmente en forma
liquida) .

Donde se incluye un antigeno de difteria en la
composicidén, 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
polisacdrido (por ejemplo, polirribosilrribitol-fosfato (PRP)
de longitud completa como se purifica de bacterias), pero
también es posible fragmentar el sacarido purificado para
producir oligosacdridos (por ejemplo con un peso molecular de
~1 a ~5 kDa), por ejemplo por hidrdélisis. La concentracién
del conjugado de Hib en una vacuna reconstituida usualmente

estard en el intervalo de 0.5 pg a 50 pg, por ejemplo de 1-20
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ng, de 10-15 ug, de 12-16 ug, etc. La cantidad puede ser
aproximadamente 15 g, o aproximadamente 12.5 pg 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 gque incluyen sacéarido de Hib. y sacéaridos
meningocdcicos, la dosis de lo anterior se pueden seleccionar
en base a la dosis del ultimo ({en parficular, con multiples
Serogrupos meningocédcicos, su masa promedio) . Las
caracteristicas adicionales de los conjugados de Hib son como
se describen anteriormente para conjugados meningocédcicos,
incluyendo la eleccién 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 sacéaridos
capsulares conjugados son particularmente Gtiles para
inmunizar contra pneumococo. El sacdrido puede ser un
polisacarido que tiene el tamafio gque aumenta con la
purificacién del sacdrido de la bacteria, o puede ser un
oligosacarido logrado por fragmentacién de este polisacéarido.
En el producto 7-valente PREVNAR™, por ejemplo, se presentan
6 de los sacaridos como polisacaridos intactos en tanto que
uno (el serotipo 18C) se presenta como un oligosacarido. Una
composicién puede incluir un sacdrido capsular de uno o mas de

los siguientes serotipos pneumocéccicos: 1, 2, 3, 4, 5, 6A,
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6B, 7F, 8, 9N, 9v, 10A, 11a, 12F, 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 é 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 combinacién no conjugada 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 1ll-valente puede incluir ademds sacaridos del
serotipo 3. Una combinacidén 1l2-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 combinacidén 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 meningocdcicos,
incluyendo eleccién de la proteina portadora (por ejemplo,
CRM197 o toxoide de tétanos), enlaces, relaciones, etc. Donde
una composicién incluye mads de un conjugado, cada conjugado
puede usar la misma proteina portadora o wuna diferente
proteina portadora. La referencia 124 describe ventajas
potenciales cuando se usan diferentes proteinas portadoras en

vacunas multivalentes de conjugados pneumocdccicos.
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General

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

A)Y A}

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

El término “aproximadamente” con relacién a un valor
numérico X significa, por ejemplo, x*10 %.

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

puede omitir de la definicidén de la invenciédn.

Breve Descripcién de las Figuras

La Figura 1 muestra dos trazas analiticas
sobrepuestas para una composicién de la invencidén. Las lineas
son una pre-liofilizacién y una composicién de post-
reconstitucidn. Esencialmente sbélo 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.

La Figura 3 muestra el andlisis por SDS-paga de
varias formulaciones. Las 10 sendas, de izquierda a derecha,

muestran: (1) marcador de peso molecular; (2)-(4) antigenos
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liquidos a 100 pg/ml, 50 pg/ ml y 25 upg/ml; (5) antigenos en
mezcla de 2 % de manitol y 3 % de sacarosa, antes de
liofilizacién; (6) como senda (5), pero después de la
liofilizacidén y reconstitucidén con wfi; (7) como senda (5),
pero después de la liofilizacidédn y reconstitucidn con MF59;
(8) a (10) como sendas (5) a (7), pero en 5 % de sacarosa.

Descripcién Detallada de la Invencidén

Inclusién de Adyuvante en Vacuna de Men-B

La valoracidén inicial pre-clinica de la vacuna de
Men-B de Novartis indicdé que una respuesta inmunitaria oéptima
requirié la presencia 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 por la vacuna, esta cifra caybé a 65 % para
las cepas ST11. En contraste, el uso de la formulacién MF59
como el adyuvante proporcioné 100 % de cobertura para todas
las cepas ST32, ST8 y STI1L. 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
vacuna de A-B-C-W-Y fue mejor usando MF59 que cuando se usa

hidréxido de aluminio, tanto en términos de titulos

bactericidas como de cobertura de cepa.
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De esta manera, MF59 proporciona una eficiencia
inmunogénica mejorada en comparacidén al adyuvante de hidrdéxido
de aluminio. Cuando se probdé la estabilidad de esto, sin
embargo, se encontré que los antigenos de Men-B empezaron a
degradarse después de aproximadamente 12 semanas auln cuando se
almacenaron a 4°C. Cuando se almacenaron a temperaturas
superiores, entonces fue evidente 1la degradacidén tan sdblo
después de 2 semanas, con degradacién completa después de 6
meses. El andlisis usando el Bioanalizador Agilent 2100 o la

cromatografia de exclusién de tamafio confirmdé la degradacidn.

En contraste, los antigenos permanecieron estables cuando se

adsorbieron a hidréxido 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 alcanzd
50 % después de aproximadamente 10 semanas y 100 % (es decir,
degradacién total) en 6 meses.

De esta manera, la inmunogenicidad mejorada lograda
por MF59 es a costa de la estabilidad de almacenamiento. Se

realizé trabajo para ver si se puede lograr una formulacidn

estable en tanto que se usa MF59 y/o sin que requiera
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adsorcién 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 elusidén de las proteinas de Men-B. Los trazos
son casi idénticos, no revelando cambios fisicoquimicos
sustanciales. En contraste, la Figura 2 muestra dos trazos
sobrepuestos de la misma composicidén almacenada ya sea a 4°C o
37°C, y los cambios son facilmente visibles. Otras técnicas
analiticas confirmaron la ausencia de cualquier cambio
detectable pre- y post-liofilizaciédn. La integridad de los
antigenos individuales de Men-B parecié 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
plazo de los antigenos meningocdcicos sin necesidad de
adsorcién a wuna sal de aluminio. De esta manera, la

liofilizacién permite que los antigenos se usen en combinacidn
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con una emulsién de aceite en agua, proporcionando de este
modo la eficiencia mejorada y cobertura de cepa que 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 1la vacuna de proteina recombinante.
Ambas usaron sacarosa como un estabilizador de liofilizacién,
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
reconstituird con 700 pl de agua de MF59 (o por comparaciédn,
con wfi).

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

Una comparacién de los trazos de RP-HPLC antes de la
liofilizacién y después de la reconstituciédn mostrd que las
proteinas en ambas formulaciones permanecen estables después

de la liofilizacién aun durante un mes a 37°C. El1 SDS-PAGE

(Figura 3) y las transferencias western también mostraron que
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las tres proteinas fueron estables después del proceso de
liofilizacidén, sin evidencia de degradacidén ni agregacidn
después de la reconstitucidn con ya sea MF59 o wfi tanto a 4°C
como a 37°C. El andlisis Experion dio el mismo resultado. La
cromatografia de exclusidén de tamafio mostrd que la
liofilizacidén provocd un pequerio incremento en la agregacién,
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 liofilizacidén 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 MF59
(como en el planteamiento de “dos frascos”). Las
formulaciones indujeron titulos similares.

Para estudiar 1la estabilidad largo plazo, se
almacenaron dos preparaciones liofilizadas de antigeno (una
liofilizada con sacarosa, la otra con sacarosat+manitol) 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
usaron rapidamente para inmunizacién. Por comparaciédn,
también se mezclaron y probaron en paralelo antigenos acuosos

recién preparados y MF59.
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Los resultados de ELISA de los dos estudios separados
indicaron que las formulaciones liofilizadas, cuando se reconstituyeron
con MF59, indujeron titulos similares de anticuerpo (GMT) a aquellos
producidos por la formulacién recién preparada. Lo mismo se vio cuando
se valoraron las respuesta 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
liofilizacidén y almacenamiento.

En estudios adicionales, se almacenaron preparaciones
liofilizadas vya sea a 4°C o 37°C y entonces se valord Ila
inmunogenicidad. AuUn 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 Emulsién Mezclada con Antigenos Liofilizados

de Men-B

El tamafio de gota de aceite de una emulsidén MF59 se midid
durante un periodo de 24 horas 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 solo 171 169 172 168 172 170

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 1la

3%



10

15

20

25

62

emulsidén en la presencia de los antigenos liofilizados de Men-
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 1la invencidén se ha descrito a
manera de ejemplo Unicamente y se pueden hacer modificaciones
en tanto gque permanezcan dentro del alcance y espiritu de la
invencidn.
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REIVINDICACIONES

1. Kit, caracterizado porgque comprende: (i) un
primer recipiente que contiene un adyuvante que comprende una
emulsién de aceite en agua; y (i1i) un segundo recipiente que
contiene una composicién antigénica liofilizada que comprende
un inmundgeno para provocar una respuesta inmunitaria contra
el serogrupo B de Neisseria meningitidis.

2. Kit de conformidad con 1la reivindicacidén 1,
caracterizado porque la composicidén antigénica liofilizada en
el segundo recipiente comprende ademds un sacarido capsular
conjugado de uno o mé&s de los serogrupos A, C, W135 y/o Y de
N. meningitidis.

3. Composicidédn antigénica liofilizada, caracterizada
porque comprende (i) un inmundgeno para provocar una respuesta
inmunitaria contra el serogrupo B de Neisseria meningitidis, y
(ii) un sacdrido capsular conjugado de uno o mas de los
serogrupos A, C, W135 y/o Y de Neisseria meningitidis.

4, Método para preparar una composicién
inmunogénica, <caracterizado porque comprende el paso de
mezclar: (i) un adyuvante que comprende una emulsién de aceite
en agua; y (ii) una composicidén antigénica liofilizada que
comprende un inmundégeno para provocar una respuesta
inmunitaria contra el serogrupovB de Neisseria meningitidis.

5. Método de conformidad con la reivindicacién 4,

3¢
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caracterizado porque la composicién antigénica liofilizada
comprende ademds un sacadrido capsular conjugado de uno o mas
de los serogrupos A, C, W135 y/o Y de N. meningitidis.

6. Método de conformidad con la reivindiéacién 4,
caracterizado porque la composicién antigénica liofilizada es
de conformidad con la reivindicacién 3.

7. Kit, composicién o método de cualquier
reivindicacién anterior, caracterizado porque la composicidn
antigénica liofilizada comprende vesiculas de membrana de la
cepa del serogrupo B de N. meningitidis.

8. Kit, composicidn o método de cualquier
reivindicacién anterior, caracterizado porque la composicidn
antigénica liofilizada comprende proteinas recombinantes de la
cepa del serogrupo B de N. meningitidis.

9. Kit, composicién o método de cualquier
reivindicacién anterior, caracterizado porque la composicidn
antigénica liofilizada comprende un lipooligosacarido de la

cepa del serogrupo B de N. meningitidis.
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Leu
Lys
4ya

Leu
Ile
Glu
Thr
Arg
120
Lys
Ser
Lys
Val
Val
200
Ser

Glu

Gln

Leu

Gln

Leu

Asn

Arg

Phe

Glu

1as

Gln

Leu

Asp

Gln

Asp

185

Ile

Leu

Val

Ala
Ser
Ala
Thr
Gln
Gln
30

Gln
Phe
Pro
Asp
Gly
170
Leu
Ser

Gly

Lys

Asp
Leu
Ala
Gly
Ile
75

Val
Ile
Arg
Glu
Ala
155
Asn
Ala
Gly

Ile

Thr
235

Ala

Thr

Gln

Lys

kO

Glu

Tyr

Gln

Ile

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

Phe

220
Val

Leu
Leu
Gly
4s

Leu
Val
Lys
Asp
Gly
125
Gly
Gly
Lys
Ala
Val
205

Gly

Asn

Thr
Asp
30

Ala
Lys
Asp
Gln
Ser
110
Asp
Arg
Lys
Ile
Asp
190
Leu

Gly

Gly

Ala
15

Gln
Glu
Asn
Gly
Ser
95

Glu
Ile
Ala
Leu
Glu
1758
Ile
Tyr

Lys

Ile

Pro
Ser
Lys
Asp
Gln
1]

His
His
Ala
Thr
Thr
L0
His
Lys
Asn

Ala

Arg
Z40

¥



L

2/8
<210> 2
<211> 247
<212>  PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 2
Val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala Pro
5 10 15

Leu Asp His Lys Asp Lys Ser Leu Gln Ser Leu Thr Leu Asp 6ln Ser
20 25 30

Val Arg Lys Asn 6lu Lys Leu Lys Leu Ala Ala Gln Gly Ala Glu Lys
35 40 45

Thr Tyr Gly Asn Gly Asp Ser Leu Asn Thr 6ly Lys Leu Lys Asn Asp
50 55 kO

Lys Val Ser Arg Phe Asp Phe Ile Arg 6ln Ile Glu Val Asp 6Gly 6ln
b5 70 75 an

Leu Ile Ther Leu Glu Ser 6ly Glu Phe Gln Ile Tyr Lys Gln Asp His
as 90 95

Ser Ala Val Val Ala Leu 6ln Ile Glu Lys Ile Asn Asn Pro Asp Lys
1ao 105 110

Ile Asp Ser Leu Ile Asn Gln Arg Ser Phe Leu Val Ser Gly Leu Gly
115 120 125

Gly Glu His Thr Ala Phe Asn Gln Leu Pro Asp Gly Lys Ala Glu Tyr
130 135 140

His Gly Lys Ala Phe Ser Ser Asp Asp Ala Gly 6ly Lys Leu Thr Tyr
145 150 155 1L0

Thr Ile Asp Phe Ala Ala Lys Gln Gly His Gly Lys Ile Glu His Leu
Ib5 170 17?5

Lys Thr Pro Glu 6ln Asn Val Glu Leu Ala Ala Ala 6lu Leu Lys Ala
140 185 140

Asp Glu Lys Ser His Ala Val Ile Leu Gly Asp Thr Arg Tyr 6Gly Ser
195 200 205

Glu Glu Lys 61y Thr Tyr His Leu Ala Leu Phe Gly Asp Arg Ala Gln
210 215 220

6lu Ile Ala Gly Ser Ala Thr Val Lys Ile Gly Glu Lys Val His 6lu
2es 230 235 240

Ile 6ly Ile Ala Gly Lys Gln

<210> 3

<211> 250

<2ie> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<4go> 3 ,
Val Ala Ala Asp Ile Gly Thr Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala Pro
3 5 10 15

Leu Asp His Lys Asp Lys 6ly Leu Lys Ser Leu Thr Leu Glu Asp Ser
ca es 30

Ile Pro 61n Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser Ala 6ln 6ly Ala Glu Lys
35 L0 us

77



Thr
Lys
k5

Asp
Gln
Pro
Gly
Ala
lus
Leu
Glu
Leu
Tyr
Arg

ees
Val

Phe
50

Asn
Gly
Asn
Asp
Leu
130
Glu
His
His
Lys
Gly
210

Ala

His

<210>
<21l1>
<2le>
<213>

<4oo>

Met
1
Ala
Gln
Asp
Ala
L5

Pro

Ala

Gly

Ala

Pro

Ala

Met

50

Thr

Gln

Ser

Glu

Lys

Asp

Gln

His

Lys

115

Gly

Tyr

Tyr

Leu

Ala

195

Ser

Gln

Glu

Y
b4y
PRT

Ala

Lys

Thr

Ser

100

Thr

Gly

His

Ser

'Lys

180

Asp

Glu

Glu

Ile

Gly
Ile
Ile
a5

Ala
Asp
Glu
Gly
Ile
1k5
Thr
Glu
Glu

Ile

Gly
245

Asp
Ser
70

Thr
Val
Ser
His
Lys
150
Asp
Leu
Lys
Lys
Ala

230

Ile

Lys
58

Arg
Leu
Val
Leu
Thr
135
Ala
Phe
Glu
Ser
Gly

Gly

Ala

Asp
Phe
Ala
Ala
Ile
120
Ala
Phe
Thr
Gln
His
200
Thr

Ser

Gly

Neisseria meningitidis

Yy
Ser

Val

Gly

35

Ala

Asp

Asn

Asn

Ser
115

Pro
Val
20

Ser

Ala

Lys

Ala

Met

100

Glu

Asp Val Lys Ser
5

Ser

Gln

Val

Pro

Ala

a5

Pro

Gln

Glu

Gly

Ser

Lys

70

Asp

Ala

Pro

Lys
6ln
Glu
55

Asn
Thr

Gly

Ala

Glu

Gly

40

Glu

Glu

Asp

Asn

Asn
120

Asn
Asp
Ser
Leu
105
Asn
Phe
Ser
Lys
Asn
185
Ala
Tyr

Ala

Lys

Ala
Thr
25

Ala
Asn
Asp
Ser
Met

105

Gln

3/8

Ser
Phe
Gly
q90

Gln
6ln
Asn
Ser
Lys
170
Val
Val
His
Thr

Gln
250

Asp
10

Glu
Pro
Thr
Glu
Leu

Glu

Pro

Leu

Val

Glu

Ile

Arg

Gln

Asp

155

Gln

Glu

Ile

Leu

Val
238

Thr
Ala
Ser
Gly
Gly
75

Thr

Asn

Asp

Asn

Gln

Phe

Glu

Ser

Leu

140

Asp

Gly

Leu

Leu

Ala

220

Lys

Leu

Lys

Ala

Asn

Ala

Pro

Gln

Met

The
Lys
Gln
Lys
Phe
125
Pro
Pro
Tyr
Ala
Gly
205

Leu

Ile

Ser

Glu

Gln

L5

Gly

Gln

Asn

Ala

Ala
125

Gly
Ile
Ile
Ile
110
Leu
Gly
Asn
Gly
Ala
150
Asp

Phe

Gly

Lys

Asp

Gly

Gly

Asn

His

Pro

110

Asn

Lys
Glu
Tyr
95

Asn
Val
Gly
Gly
Arg
175
Ala
Thr

Gly

Glu

Pro
15

Ala
Gly
Ala
Asp
Thr
55

Asp

Thr

Leu

Val

Lys

Asn

Ser

Lys

Arg

1b0

Ile

Glu

Arg

Asp

Lys
0

Ala
Pro
Gln
Ala
Met
a0

Pro

Ala

Ala

50



o

Asp
Asn
lus
Gly
Gly
Gly
Ser
Glu
225
Lys
Val
Pro
Leu
Ile
305
Phe
Leu
Gly
Phe
Ala
388
Gly
Gly
Ser
Ser
Gly

YLE

Val

Gly
130
Thr
Ser
Gly
Pro
Gly
210
Lys
Asn
Gln
Thr
Pro
290
Val
Ala
Pro
Glu
His
370
Lys
Asp
Asn
Gly
Tyr
450

Lys

Asp

Met
Ala
Gln
Asp
Ser
198
Asn
Leu
Asp
Meat
Ser
275
Ala
Asp
Pro
Gly
Met
355
Thr
Val

Gly

Gly

Lys

Glu

Gln
Ala
Asn
Phe
140
Gln
Asn
Ser
Gly
Lys
2k0
Phe
G1lu
Gly
Glu
Gly
340
Leu
Glu
Asp
Leu
Phe
420
Phe
Pro

Glu

Tyr

Gly
Gln
Pro
1k5
Gly
Asn
Phe
Asp
Lys
245
Gly
Ala
Met
Glu
Gly
325
Ser
Ala
Asn
Phe
His
u0s
Lys
Tyr
Thr

Gln

His
4485

Asp
Gly
150
Ala
Arg
Ile
Leu
Ala
230
Asn
Ile
Arg
Pro
Ala
310
Asn
Tyr
Gly
Gly
Gly
330
Met
Gly
Gly
Asp
Asp

u70

Ala

Asp
135
Thr
Ser
Thr
Thr
Asp
215
Asp
Asp
Asn
Phe
Leu
298
Val
Tyr
Ala
Thr
Arg
375
Ser
Gly
Thr
Pro
Ala
y58

Gly

Asn

Pro
Asn
Ser
Asn
Leu
200
Glu
Lys
Lys
Gln
Arg
280
Ile
Ser
Arg
Leu
Ala
3k0
Pro
Lys
Thr
Trp
Ala
440
Glu

Ser

Ala

Ser
Gln
Thr
Val
las5
Thr
Glu
Ile
Phe
Tyr
2k5
Arg
Pro
Leu
Tyr
Arg
345
Val
Ser
Ser
Gln
Thr
4g5
Gly
Lys

Gly

Arg

4/8
Ala

Ala
Asn
170
Gly
His
Val
Ser
Val
250
Ile
Ser
Val
Thr
Leu
330
Val
Tyr
Pro
Val
Lys
410
Glu
Glu
Gly

Gly

Phe
490

Gly
Glu
158
Pro
Asn
Cys
Gln
Asn
235
Gly
Ile
Ala
Asn
Gly
315
Thr
Gln
Asn
Ser
Asp
395
Phe
Asn
Glu
Gly
Gly

478

Ala

Gly
140
Asn
Ser
Ser
Lys
Leu
eci
Tyr
Leu
Phe
Arg
Gln
300
His
Tyr
Gly
Gly
Arg
340
Gly
Lys
Gly
Val
Phe
yL0

Gly

Ile

Glu
Asn
Ala
Val
Gly
205
Lys
Lys
Val
Tyr
Ser
285
Ala
Ser
Gly
Glu
Glu
3k5
Gly
Ile
Ala
Gly
Ala
uy5
Gly

Ala

Asp

Asn
Gln
Thr
Val
190
Asp
Ser
Lys
Ala
Lys
270
Arg
Asp
Gly
Ala
Pro
350
Val
Arg
Ile
Ala
Gly
430
Gly
Val

Thr

His

Ala
Thr
Asn
175
Ile
Ser
Glu
Asp
Asp
255
Pro
Arg
Thr
Asn
Glu
335
Ser
Leu
Phe
Asp
Ile
435
Asp
Lys
Phe

Tyr

Phe
495

Gly
Ala
1kL0
Ser
Asp
Cys
Phe
Gly
240
Ser
Lys
Ser
Leu
Ile
320
Lys
Lys
His
Ala
Ser
400
Asp
vVal
Tyr
Ala
Lys

a0

Asn

&)



Thr

Phe

Ala

Ala

545

Thr

Leu

Phe

Asp

Val

L25

Ala

Ser
Asp
Asn
£30
Asp
Lys
Thr
Asn
Phe
b1l0

Asn

Ala

<210>
<21ll>
<g2le>
<213>

<ygo>

Met
)
Val
Leu
Thr
Leu
b5
Gly
Ile
Thr
Ala
Val
145

Val

Tyr

Val
Asp
Arg
Lys
50

Leu
Gln
Thr
Trp
Thr

130

Met

Ser

val

Thr

Gln
515

Leu
Ile
Phe
Met
Cys
595
Ser
Val
Lys
5

43y
PRT

Asn
500
Ala
Gln
Phe
Asn
His
5a0
Tyr
Thr

Gly

Gln

Val

Lys

Ser

Asp

Phe

5k5

Gly

Gln

Thr

Met

Gly

Arg

Gly

Ala

550

Asn

Lys

Ser

Ile

Thr
L30

Gly
Asp
Ser
535
Ala
Gly
Thr
Pro
Asp

k15

Lys

Phe
Gly
520
Gln
Gln
Lys
Ala
Met
&00

Arg

Ser

Neisseria meningitidis

]
Ser Ala Val Ile Gly Ser

Arg
Ile
35

Gly
Leu
Ile
Val
Asn
115
Gln
Gly

Thr

Gln

Arg
20

Glu
Tyr
Leu
Ala
Ala
100
Thr
Ala
Ile

Thr

Arg

5

Thr

Thr

Thr

Gly

Arg

a5

Ser

Ser

Arg

Leu

Val

1b5

Gly

Thr
Thr
Pro
Gln
70

Ser
Leu
Lys
Val
Thr
150

Gly

Ser

6ly

Ala
Gln
55

Val
Glu
Pro
Val
Lys
135
Pro

val

Gly

Ala

Arg

4o

Ile

Ala

Gln

Arg

Arg

Ile

Glu

Gln

Gly

Tyr
5058
Lys
His
Tyr
Lys
Pro
585
Ala

Thr

Val

Ala
Gln
25

Ser
Ser
Thr
Ala
Thr
105
Ala
Val
Glu

Lys

Gly

5/8
Gly

Ile

Phe

Pro

Leu

570

Val

Lys

Lys

Arg

Ala
10

Thr
Tyr
Val
Glu
Ala
Ala
Thr
Thr
Gln
Val

170

Gly

Leu

Asp

Thr

Asp

555

Val

Lys

Thr

Trp

Ile
L35

Val
Asp
l.eu
Val
Gly
75

Glu
Gly
Leu
Tyr
Ala
155

Ile

Val

Thr
Ile
Asp
540
Ile
Ser
Leu
6Glu
Gly

L20

Asp

Gly

Asp

Arg

Gly

6lu

Gly

Asp

Leu

Thr

Ala

Gly
Thr
525
His
Arg
Val
Lys
Val
k05

Val

Ile

Ala
Asn
Gln
45

Tyr
Lys
val
Ile
Gly
125

Asn

Tle

Leu

Ala

Ser
510
Ile
Leu
Phe
Asp
Ala
590
Cys

Asp

Gln

Lys
Val
30

Asn
Asn
Gln
Tyr
Ala
110
Ile
Val
Thr

Tyr

Asp

Val

Pro

Lys

Val

Gly

575

Glu

Gly

Tyr

Ile

Ser
15

Met
Asn
Arg
Phe
Asn
95

Gly
Ser
Thr
Gln
Gln

175

Ile

Glu

Val

Ser

Ser

5k0

Asn

Lys

Gly

Leu

Glu
bu40

Ala
Ala
Gln
His
Val
a0o!

Tyr
Asp
Pro
Tyr
Lys
1k0

Asn

Gly

§2



Ala 6Gly

Gly Leu
210

Leu Lys
225

Ser Leu

Phe Ile

Gly Glu

Gln Thr
290

Lys Arg
305

Asp Lys

6ly Ser

Ala Lys

Asn Val
370

Ala Val
385

Tyr Ser

Ala Glu

Lys 61ln

<2lL0>
<2ll>
<2le>
<213>
<y0o>
Ala Thr
1

Ala Ala

Thr Ile

Thr Ala

Lys Val

Leu
195
Gln
Leu
Asn
Arg
Phe
275
Glu
Gln
Leu
Asp
Gln
355
Asp
Ile

Leu

Val

b
ie?
PRT

180

Ala
Ser
Ala
Thr
Gln
2k0
Gln
Gln
Phe
Pro
Asp
340
Gly
Leu
Ser

Gly

Lys
420

Asp

Leu

Ala

Gly

245

Ile
Val
Ile
Arg
Glu
328
Ala
Asn
Ala
Gly
Ile

40%8
Thr

Ala
Thr
Gln
230
Lys
Glu
Tyr
Gln
Ile
310
Gly
Gly
Gly
Ala
Ser
390

Phe

Val

Leu
Leu
215
Gly
Leu
Val
Lys
Asp
295
Gly
Gly
Gly
Lys
Ala
375
Val

Gly

Asn

Thr
200
Asp
Ala
Lys
Asp
Gln
céi
Ser
Asp
Arg
Lys
Ile
3k0
Asp
Leu

Gly

Gly

Neisseria meningitidis

b
Asn

Tyr
Tyr
35

Ala

Val

Asp
Asn
20

Asp

Asp

Thr

Asp Asp Val Lys
5

Asn

Ile

Val

Asn

Gly

Asp

Glu

Leu

Gln

Glu

Ala

55

Thr

Glu
Asp
4o

Asp

Lys

185

Ala

Gln

Glu

Asn

Gly
2b3
Ser
Glu
Ile
Ala
Leu
345
Glu
Ile
Tyr

Lys

Ile
yes

Lys

Ile

Gly

Asp

Thr

6/8

Pro Leu

Ser Val

Lys Thr
235

Asp Lys
250

Gln Leu
His Ser
His Ser
Ala Gly

315

Thr Tyr
330

Thr Tyr
His Leu
Lys Pro
Asn 6ln

395

Ala Gln
410

Arg His

Ala Ala

Asn Gly

Thr Ile

Phe Lys

Val Asn

Asp
Arg
220
Tyr
Val
Ile
Ala
Gly
300
Glu
Arg
Thr
Lys
Asp
380
Ala

Glu

Ile

Thr

Phe

Thr

Gly
LO

Glu

His
205
Lys
Gly
Ser
Thr
Leu
cas
Lys
His
Gly
Ile
Ser
3k5
Gly
Glu

Val

Gly

Val
Lys
Lys
45

Leu

Asn

190

Lys
Asn
Asn
Arg
Leu
=i
Thr
Met
Thr
Thr
Asp
350
Pro
Lys
Lys

Ala

Leu
430

Ala
Ala
30

Lys

Gly

Lys

Asp
6Glu
Gly
Phe
255
Glu
Ala
Val
Ser
Ala
335
Phe
Glu

Arg

Gly

Ile
15

Gly
Asp

Leu

Gln

Lys
Lys
Asp
240
Asp
Ser
Phe
Ala
Phe
320
Phe
Ala
Leu
His
Ser
4poo

Ser

Ala

Ala

Glu

Ala

Lys

Asn



&S5

Val
Thr
Leu
Thr
Leu
145
Asp
vVal
Asn
Glu
Val
225
Asp
Glu
6lu
His
Lys

305

Phe

Asp
Lys
Asp
Phe
130
Glu
Ile
Lys
Val
Ala
210
Ala
Asn
Ser
Lys
Asp
290

Glu

61ln

<210>
<211>
<2l2>
<213>

<ygn>

Met
1

Val

Leu

Val

Asp

Arg

Thr Lys

Leu

50

Leu

Ala

Leu

Ala

115

Ala

Ala

Ala

Thr

Asp

195

Ala

Ala

Ile

Asp

Leu

27?5

Thr

Thr

Pro

.
43y
PRT

Lys
Ala
lao
Thr
Glu
Val
Asp
Ala
180
Ala
Ala
Lys
Ala
Ser
2k0
Asp
Arg

Arg

Tyr

Val

Asp

Thr

Glu

Ala

Ser

Ik5

Asn

Lys

Gly

Val

Lys

245

Lys

Thr

Leu

Gln

Asn
3258

70

Lys
Thr
Asn
Thr
Asp
150
Leu
Glu
Val
Thr
Thr
230
Lys
Phe
Arg
Asn
Gly

310

Val

Ala
Asp
Ala
Lys
135
Thr
Asp
Ala
Lys
Ala
215
Asp
Ala
Val
Leu
Gly
295

Leu

Gly

Ala
Ala
Leu
120
Thr
Val
Glu
Lys
Ala
200
Asn
Ile
Asn
Arg
Ala
=1 1]

Leu

Ala

Neisseria meningitidis

2
Ser

Arg

Ile
35

Gly

Leu

Ala
Arg
20

Glu

Tyr

Leu

Val Ile Gly Ser

5
Thr

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr

Pro

Gln

Gly
Ala
Gln

85
Val

Ala
Arg
40

Tle

Ala

Glu
Ala
105
Asn
Asn
Asp
Thr
Gln
185
Ala
Thr
Lys
Ser
Ile
2k5
Ser

Asp

Glu

Ala

Gln

Ser

Ser

Thr

7/8

Ser
90

Leu
Lys
Ile
Lys
Asn
170
Thr
Glu
Ala
Ala
Ala
250
Asp
Ala

Lys

Gln

Ala
10

Thr
Tyr

Val

Glu

75

Glu

Ala

Leu

Val

His

155

Thr

Ala

Thr

Ala
Asp
235
Asp
Gly
Glu

Thr

Ala
315

Val

Asp

L.eu

Val

Gly

Ile
Asp
Gly
Lys
140
Ala
Lys
Glu
Ala
Asp
220
Ile
Val
Leu
Lys
Val

300

Ala

Gly
Asp
Arg
Gly

L0

Glu

Glu
Thr
Glu
125
Ile
Glu
Ala
Glu
Ala
205
Lys
Ala
Tyr
Asn
Ser
ca5

Ser

Leu

Ala
Asn
Gln
45

Tyr

Lys

Lys
Asp
110
Asn
Asp
Ala
Asp
Thr
190
Gly
Ala
Thr
Thr
Ala
270
Ile

Asp

Ser

Lys

Val

Asn

Asp

Gln

lLeu
95

Ala
Ile
Glu
Phe
Glu
17?5
Lys
Lys
Glu
Asn
Arg
255
Thr
Ala

Leu

Gly

Ser
15

Met
Asn

Arg

Phe

a0
Thr

Ala

Ther

Lys

Asn

1kD

Ala

Gln

Ala

Ala

Lys

240

Glu

Thr

Asp

Arg

Leu
320

Ala

Ala

Gln

His

Val

g9



b5
Gly

Ile
Thr
Ala
Val
145
Val
Tyr
Ala
Gly
Leu
225
Ser
Phe
Gly
Gln
Lys
305
Asp
Gly
Ala
Asn
Ala
385
Tyr

Ala

Lys

Gln
Thr
Trp
Thr
130
Met
Ser
Val
Gly
Leu
210
Lys
Lau
Ile
Glu
Thr
290
Arg
Lys
Ser
Lys
Val
370
Val
Ser

Glu

Gln

Ile

Val

Asn

115

Gly

Thr

Gln

Leu

195

Gln

Leu

Asn

Phe
275
Glu
Gln
Leu
Asp
Gln
355
Asp
Ile

Leu

Val

Ala
Ala
100
Thr
Ala
Ile
Thr
Arg
1a0
Ala
Ser
Ala
Thr
Gln
2k0
Gln
Gln
Phe
Pro
Asp
340
Gly
Leu
Ser

Gly

Lys
420

Arg
a5

Ser
Ser
Arg
Leu
Val
kL5
Gly
Asp
Leu
Ala
Gly
cl5
Ile
Val
Ile
Arg
Glu
325
Ala
Asn
Ala
Gly
Ile

405
Thr

20

Ser

Leu

Lys

Val

Thr

150

Gly

Ser

Ala

Thr

Gln

230

Lys

Glu

Tyr

Gln

Ile

310

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

390

Phe

Val

Glu
Pro
Val
Lys
135
Pro
Val
Gly
Leu
Leu
215
Gly
Leu
Val
Lys
Asp
295
Gly
Gly
Gly
Lys
Ala
375
Val

Gly

Asn

Gln
Arg
Arg
20
Ile
Glu
Gln
Gly
Thr
200
Asp
Ala
Lys
Asp
Gln
280
Ser
Asp
Arg
Lys
Ile
3kL0
Asp
Leu

Gly

Gly

Ala
Thr
105
Ala
Val
6Glu
Lys
Gly
185
Ala
Gln
Glu
Asn
Gly
cbs
Ser
Glu
Ile
Ala
Leu
345
Glu
Ile
Tyr

Lys

Ile
ypg

8/8
Ala
90
Ala
Thr
Thr
Gln
Val
170
Gly
Pro
Ser
Lys
Asp
250
Gln
His
His
Ala
Thr
330
The
His
Lys
Asn
Ala

410

Arg

75

Glu

Gly

Leu

Tyr

Ala

155

Ile

Val

Leu

Val

Thr

235

Leu

Ser

Ser

Gly

315

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

395

Gln

His

Gly
Asp
Leu
Gly
140
Gln
Thr
Ala
Asp
Arg
220
Tyr
Val
Ile
Ala
Gly
300
Glu
Arg
Thr
Lys
Asp
380
Ala

Glu

Ile

Val
Ile
Gly
128
Asn
Jle
Leu
Ala
His
205
Lys
Gly
Ser
Thr
Leu
285
Lys
His
Gly
Ile
Ser
3kS
Gly
Glu

Val

Gly

Tyr
Ala
110
Ile
Val
Thr
Tyr
Asp
190
Lys
Asn
Asn
Arg
Leu
270
Thr
Met
Thr
Thr
Asp
350
Pro
Lys
Lys

Ala

Leu
130

Asn
95

Gly
Ser
Thr
Gln
Gln
175
Ile
Asp
Glu
Gly
Phe
2558
Glu
Ala
Val
Ser
Ala
335
Phe
Glu
Arg
Gly
Gly

415

Ala

&a

Tyr
Asp
Pro
Tyr
Lys
1L0
Asn
Gly
Lys
Lys
Asp
24D
Asp
Ser
Phe
Ala
Phe
320
Phe
Ala
Leu
His
Ser
400

Ser

Ala

Ay
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The undersigned requests that the present INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO

international application be processed PCT International Application
according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and “PCT International Application”

Applicant’s or agent’s file reference

(if desired) (12 characters maimum) P051966WO

Box No. X TITLE OF INVENTION

MENINGOCOCCAL VACCINE FORMULATIONS

Box No. I APPLICANT D This person is also inventor

Name and address: (Family name followed by given name; for alegal entity, fill official designation. | Telephone No.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below.)

NOVARTIS AG

Lichtstrasse 35 Facsimile No.

4056 Basel
Switzerland

Applicant’sregistration No. with the Office

E-mail authorization: Marking this check-box authorizes the receiving Office, the | E-mail address
D International Searching Authority, the International Bureau and the International
Preliminary Examining Authority to use the e-mail address indicated in this Box to
send, if the Office or Authority so wishes, advance copies of notifications in respect
of this international application. (See also the Notes to Boxes Nos. Il and III.)

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

CH

This person is applicant D all designated all designated States except the United States the States indicated in
for the purposes of: States the United States of America of America only the Supplemental Box

Box No.III FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet.

BoxNo.IV  AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf common |
of the applicant(s) before the compefent International Authorities as: agent representative

Name and address: (Family name followed by given name; for alegal entity, fill official designation. Telephone No.
The address must include postal code and name of country,)
020 7242 8692

MARSHALL, Cameron John
Facsimile No.

CARPMAELS & RANSFORD 020 7405 4166
43-45 BLOOMSBURY SQUARE

LONDON, WC1A 2RA Agent’sregistration No. with the Office
GB

D E-mail authorization: Marking this check-box authorizes the receiving Office, the | E.mail address
International Searching Authority, the International Bureau and the International
Preliminary Examining Authority to use the e-mail address indicated in this Box to
send, if the Office or Authority so wishes, advance copies of notifications in respect
of this international application. (See also the Notes to Boxes Nos. II and II1.)

Addvess for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the
D space above is used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent.
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Box No. I  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the reguest.

Name and address: Family name followed by given name; foralegal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

CONTORNI Mario
NOVART!S VACCINES
VIA FIORENTINA 1
53100 SIENA

ITALY

This person is:
I:I applicant only

applicant and inventor
[:I inventor only (If this check-box

is marked, do not fill in below.)
Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:

State (that is, country) of residence:

The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box isthe applicant’s State (that is, country) of residence jfno State of residence is indicated below.)

IT IT
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated in
for thI:: purposespgf: D States & D the United States of Amerl;ca of America only the Supplemental Box
Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. | This person is:

[:I applicant only

KAZZAZ Jina . .
X | applicant and inventor

NOVARTIS VACCINES ventoronly i check

inven is check-box
45 SIDNEY STREET [ S varked, & ot il i bedow)
CAMBRIDGE
MA 02139 Applicant’s registration No. with the Office
USA
State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

us us

This person is applicant all designated all designated Staty t the United Stat the States indicated i
for th% purposespgf: D States & the L?rslli%élc? gtatesaoefs Aex);?:cha ochn?ér?ca or?l?s thg Supgfelrge:ﬁgl B;)IZ

Name and address: (Family name followed by givenname; for alegal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

O'HAGAN Derek
NOVARTIS VACCINES
45 SIDNEY STREET
CAMBRIDGE

MA 02139

USA

This person is:
D applicant only

applicant and inventor
D inventor only (If this check-box

is marked, do not fill in below.)
Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:

us

State (that is, country) of residence:

us

This person is applicant

all designated States except
for the purposes of:

the Unifed States of America

all designated
D States &

the United States
of America only

the States indicated in
the Supplemental Box

Name and address: (Family name followed by given name; for alegal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Bax isthe applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

SINGH Manmohan
NOVARTIS VACCINES
45 SIDNEY STREET
CAMBRIDGE

MA 02139

USA

This person is:
D applicant only

applicant and inventor
D inventor only (If this check-box

is marked, do not fill in below.)
Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:

IN

State (that is, country) of residence:

us

This person is applicant

all designated States except
for the purposes of:

all designated
D States & [:I the United States of America

the States indicated in

the United States
D the Supplemental Box

of America only

Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (July 2008)
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BoxNo.III FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-baxes is used, this sheet should not be included in the request,

Name and address; (Family name followed by givenname; for alegal entity, full official designation.
The address must inclide posial code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.)

UGOZZOLI Mildred
NOVARTIS VACCINES
45 SIDNEY STREET
CAMBRIDGE

This person is:
D applicant only

applicant and inventor
D inventor only (If this check-box

MA 02139
USA

is marked, do not fill in below.)
Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, countiy) of nationality: State (that is, country,

us

of residence:

us

This person is applicant

all designated all designated States except
for the purposes of: D States D

the Unifed States of America

the States indicated in
the Supplemental Box

the United States
of America only

Name and address: (Family name followed by givenname; for alegal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below. J

This person is:
[:] applicant only

D applicant and inventor

[

inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country,

of residence:

This person is applicant

all designated all designated States except
for the purposes of: D States D the United States of Amenica

the United States
of America only

the States indicated in
the Supplemental Box

Name and address: (Family name followed by givenname; foralegal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below.)

This person is:
D applicant only
D applicant and inventor

L]

inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’sregistration No, with the Office

State (that is, country) of nationality:

State (that is, country) of residence:

This person is applicant

all designated States except
for the purposes oft

the United States of America

s O

the United States
of America only

the States indicated in
the Supplemental Box

Name and address: (Family name followed by given name; fora legal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Baxisthe applicant's State (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below, J

This person is:
D applicant only

D applicant and inventor
D inventor only (If this check-box

is marked, do not fill in below.)
Applicant’sregisiration No, with the Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country)

of residence:

all designated States except

This person is applicant
. o the United States of America

all designated
for the purposes of: D States

the States indicated in
the Supplemental Box

the United States
of America only

D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (July 2008)

See Notes ta the request form
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Sheet No.

pCT/B20 18/ 003263

Supplemental Box

If the Supplemental Box is not used, this sheet should not be included in the request.

(]

(i)

(i)

()

»

If, in any of the Boxes, except Boxes Nos. VIII(i) to (v} for which
aspecial continuation box is provided, the space is insufficient
to furnishall the information: insuchcase, write “Continuation
of Box No....” (indicate the number of the Box) and furnish the
information in the same manner as required according to the
captions of the Box in which the space was insufficient, in
particular:

if more than one person is to be indicated as applicant and/
or inventor and no “continuation sheet” is available: in such
case, write “Continuation of Box No. III” and indicate for each
additional person the same type of information as required in
Box No. IIl. The country of the address indicated in this Box is
the applicant’s State (that is, country) of residence ifno State of
residence is indicated below;

if, in Box No. II or in any of the sub-boxes of Box No. Il the
indication “the States indicated in the Supplemental Box” is
checked: in such case, write "Continuation of Box No. I’ or
“Continuation of Box No. Il or “Continuation of Boxes No. II
and No. III” (as the case may be), indicate the name of the
applicant(s) involved and, nextlo (each) such naine, the State(s)
(and/or, where applicable, ARIPO, Eurasian, European or
OAPI patent) for the purposes of which the named person is
applicant;

if. in Box No. II or in any of the sub-boxes of Box No. Ill, the
inventor or the inventor/applicant is not inventor for the
purposes of all designated States or for the purposes of the
United States of America: in such case, write “Continuation
of Box No. II” or "Continuation of Box No. III” or
"Continuation of Boxes No. Il and No. Ill” (as the case may
be), indicate the name of the inventor(s) and, next to (each)
such name, the State(s) (and/or, where applicable, ARIPO,
Eurasian, European or OAPI patent) for the purposes of which
the named person is inventor;

ift in addition to the agent(s) indicated in Box No. IV, there are

Sfurther agents: in such case, write “Continuation of
Box No. IV"” and indicate for each further agent the same type
of information as required in Box No. IV;

if; in Box No. VI, there are more than four earlier applications
whase priority is claimed: in such case, write “Continuation
of Box No. V1" and indicate for each additional earlier
application the same type of information as required
in Box No. VI.

If the applicant intends to make an indication of the wish that
the international application be treated, in certain designated
States, as an application for a patent of addition, certificate of
addition, inventor's certificate of addition or utility certificate

of addition: in such a case, write the name or two-letter code

of each designated State concerned andthe indication “patent
of addition,” “certificate of addition,” “inventor’s certificate

of addition” or “ufility certificate of addition,” the number of
the parent application or parent patent or other parent grant

and the date of grant of the parent patent or other parent grant
or the date of filing of the parent application (Rules 4.11(a)(i)

and 49bis.1(a) or (b)).

If the applicant intends to make an indication of the wish that
the international application be treated, in the United States of
America, as a continuation or continuation-in-part of an
earlier application: in such a case, write “United States of
America® or “US” and the indication “continuation™ or
“continuation-in-part” and the number and the filing date of
the parent application (Rules 4.11(a)(ii) and 49bis.1(d)).

CONTINUATION BOX NO. IV

HOWICK, Nicholas Keith
FISHER, Adrian John

MERCER, Christopher Paul
HALLYBONE, Huw George
HOWARD, Paul Nicholas
JACKSON, Richard Eric

JAMES, Anthony Christopher W.P.
COCKERTON, Bruce Roger
MARSHALL, Cameron John
GOODFELLOW, Hugh Robin
TUNSTALL, Christopher Stephen
KIRSCH, Susan Edith

SMALL, Gary James

WARNER, James Alexander
BULLETT, Rachel Margaret

All of Carpmaels & Ransford
43 - 45 Bloomsbury Square
London WC1A 2RA
United Kingdom

Tel: 0207 242 8692

Fax: 0207 405 4166

The sequence listing in electronic form is identical in
content to the written sequence listing.

Form PCT/RO/101 (supplemental sheet) (July 2008)

See Notes to the request form
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BoxNo.V  DESIGNATIONS

The filing of this request constitutes under Rule 4.9(a) the designation of all Contracting States bound by the PCT on the international
filing date, for the grant of every kind of protection available and, where applicable, for the grant of both regional and national patents.

However,

D DE Germany is not designated for any kind of national protection

D JP Japan is not designated for any kind of national protection

D KR Republic of Korea is not designated for any kind of national protection
D RU Russian Federation is not designated for any kind of national protection

(The check-boxes above may only be used to exclude (irrevocably) the designations concerned if, at the time of filing or subsequently under
Rule 26bis. 1, the international application contains in Box No. VI a priority claim to an earlier national application filed in the particular
State concerned, in order to avoid the ceasing of the effect, under the national law, of this earlier national application.)

BoxNo. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed:

Filing date Number . . Where earlier application is:
of earlier application of earlier application : lication:| —ox . . , . .
(day/month/year) national application:) regjonal application: [international application:
country or Member | regional Office receiving Office
of WTO '
item (1)
19th October 2007 60/999590 us
(19/10/2007)
item (2)
item (3)
item (4)

D Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.

Transmit certified copy: thereceiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the
earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of this international application
is the receiving Office) identified above as:

D all items D item (1) D item (2) D item (3) D item (4) D other, see Supplemental Box

Restore the right of priority: the receiving Office is requested to restore the right of priority for the earlier application(s) identified
above or in the Supplemental Box as item(s) ( ). (See also the Notes to Box No. VI; further
information must be provided to support a request to restore the right of priority.)

Incorporation by reference: where an element of the international application referred to in Article 11(1)(iii)(d) or (¢) or a part of
the description, claims or drawings referred to in Rule 20.5(a) is not otherwise contained in this international application but is
completely contained in an earlier application whose priority is claimed on the date on which one or more elements referred to in
Article 11(1)(iii) were first received by the receiving Office, that element or part is, subject to confirmation under Rule 20.6,
incorporated by reference in this international application for the purposes of Rule 20.6.

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Scarching Authority (ISA) (if more than one International Searching Authority is competent to carry out the
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used):

sas EP

............................................................

Form PCT/R0O/101 (second sheet) (July 2008) See Notes to the request form
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Sheet No. . 6 .....
Box No.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING
This international application contains: This international application is accompanied by the fgllowing Number
(2) on paper, the following number of item(s) (inark the applicable check-boxes below and indicate in of items
sheets: right column the number of each item): . 2
request (including 1. (x] fee calculation sheet :
declaration and 2. [0 original separate power of attorney .
supplemental sheets) : 6 .
.. . 3. [J original general power of attorney
description (excluding
sequence listing and/or 7 4, [x] copy of general power of attorney; reference number,
tables related thereto) . 2 if any; 1
claims 2 1 5. [0 statement explaining lack of signature
abstract 6. O] priority document(s) identified in Box No. VI as
drawings : 2 item(s):
Sub-total number of sheets : 37 7. 1 translation of international application into
anguage):
sequence listing : 8 (Tangu gf) - . . . .
. 8. [0 separate indications concerning deposited microorganism
tablebs related t.t;ereto or other biological material
(for both, actual number 9. @ se e s .
; 8 quence listing in electronic form
%’Z:zzf ;{fllléetda(;.:‘;p aper, (indicate type and number of carriers)
filed in electronic form; (i) [& copy submitted for the purposes of international search under
see (c) below) Rule 13¢er only (and not as part of the international application) :
. (i) [ (onlywhere check-box (b)(i) or (c)(i} is marked in left column)
Total number of sheets P 45 add?;;ional copies including, where applicable, the copy for the
() I only in electronic form purposes of international search under Rule 13zer :
(Section 801(a)(i)) (iii) [%] together with relevant statement as to the identity of the copy or
(i) 3 sequence listing copies with the sequence listing mentioned in left column ‘See
(i) [ tables related thereto 10. [J tables in electronic form related to sequence listing sht4
(¢) [ aiso in electronic form (indicate type and number of carrier.s('}
{Section 801(a)(ii)) (i) O copy submitted for the purposes of international search under
(i) [ sequence listing Sec}ion 302)(b-quater) only (and not as part of the international
i tabl lated theret application :
@ o os refate er? ° . (ity [3 (onlywhere check-box (b)(ii) or (c)(ii) is marked in left column)
g%ple{ 2).;\(/} num%er of carriers (zlnlgskette, additional copies including, where applicable, the copy for the
contained ’thCeD- or other) on which are purposes of international search under Section 802(b-quater)
. CD-R @iii) [ together with relevant statement as to the identity of the copy or
[X] sequence listing: .=5T ... ... copies with the tables mentioned in left column :
[] tables related thereto: . ........... . .
(additional copies to be indicated under 1. 0 copy of results of earlier search(es) (Rule 12bis.1(a))
items 9(#j) and/or 10(i), in right column) 12. [0 OtRer (sPecifi): .o oo e iiee et
Figure of the drawings which Language of filing of the .
should accompany the abstract: 1 international application: English

Box No. X SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the request).

(e L LAY

MARSHALL, Cameron John

For receiving Office use only

1. Date of [ ipt of th d I
in?eglgti%%t:fa;;‘l:fégttign: © purporte 1 7 ﬂ CT U B E R 2008 / l 7 - ’ o 2;3 Q g 2. Drawings:

3. Corrected date of actual receipt due to later but I:] received:
timely received papers or drawings completing
the purported international application:

4, Date of timely receipt of the required ived:
corrections under PCT Article 11(2): D not received:

5. International Searching Authority 6. D Transmittal of search copy delayed
(if two or more are competent):  [SA / until search fee is paid

For International Bureau use only

Date of receipt of the record copy
by the International Bureau:

Form PCT/RO/101 (last sheet) (July 2008) See Notes to the request form
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(54) Title: MENINGOCOCCAL VACCINE FORMULATIONS

Figure 1
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(57) Abstract: A dual formulation for vaccines against Neisseria meningitidis serogroup B (‘Men-B’) comprises (i) an oil-in-water
emulsion adjuvant and (ii) a Men-B immunogenic component in Iyophilised form. The lyophilised Men-B antigens can be recon-
stituted into liquid adjuvanted form at the time of use ready for administration to a patient. This formulation has been found to give
excellent result in terms of both stability and immunogenicity. The Iyophilised component can also include one or more conjugated
saccharides from N. meningitidis in serogroups A, C, W135 and/or Y.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/1B2008/003283

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV.

Ab61K39/095

According lo International Patent Classification (IPC) or to both naiional classification and IPC

8. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

A61K

Documentation searched othet than minimum documentation to the exten! that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search lerms used)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Cilation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

GRANOFF D M ET AL: "MF59 adjuvant
enhances antibody responses of infant
baboons immunized with Haemophilus
influenzae type b and Neisseria
meningitidis group €
oligosaccharide-CRM197 conjugate vaccine”
INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY
FOR MICROBIOLOGY. WASHINGTON,

vol. 65, no. 5, 1 May 1997 (1997-05-01),
pages 1710-1715, XP002081016 '

1-9

ISSN: 0019-9567
cited in the application
the whole document

o o o

[Zl Further documents are listed in the continuation of Box C.

E See palent tamily annex.

* Spedial categories of cited documents :

*A" document defining the general state of the arl which is not
considered to be of particular relevance

*E* earlier document but published on or after the international
fiting date

*L* document which may throw doubts on prionty claim(s) or
which is cited to establish the publication date of anolher
citation or other special reason (as specified)

*0* document referring o an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* document published pricr 1o the intemnational filing date but
fater than the priority date claimed

‘T* later document published after the international filing date
or priarity date and not in conflict with tha application but
cited lo understand he principte or theory underlying the
invention

*X* document of parlicular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

*Y* documeni of parlicutar relevance; the claimed invention
cannot be ponsidered to involve an inventive step when the
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/I1B2008/003283

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:

NOTIFICATION CONCERNING MARSHALL, Cameron, John
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Carpmaels & Ransford
OF PRIORITY DOCUMENT 43-45 Bloomsbury Square
London WC1A 2RA
) ROYAUME-UNI
(PCT Administrative Instructions, Section 411)
Date of mailing (day/month/year)
14 January 2009 (14.01.2009)
Applicant's or agent's file reference
P051966WO IMPORTANT NOTIFICATION
. International application No. International filing date (day/month/year)
PCT/IB2008/003283 17 October 2008 (17.10.2008)
International publication date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
Not yet published 19 October 2007 (19.10.2007)
Applicant

NOVARTIS AG et al

1.

By means of this Form, which replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Bureau of the priority document(s) relating to
all earlier application(s) whose priority is claimed. Unless otherwise indicated by the letters “NR”, in the right-hand column or by an
asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or transmitted to the International Bureau
in compliance with Rule 17.1(a) or (b).

(If applicable) The letters “NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which, on the date of mailing of
this Form, had not yet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1(a), the
priority document must be submitted by the applicant to the receiving Office or the International Bureau, but the applicant fails to
submit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant is directed to Rule
17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an
opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circumstances.

(If applicable)An asterisk (*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document submitted
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (the priority document was received
after the time limit prescribed in Rule 17.1(a) or the request to prepare and transmit the priority document was submitted to the
receiving Office after the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was not furnished in
compliance with Rule 17.1(a) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit a copy of the document to the designated
Offices, for their consideration. In case such a copy is not accepted by the designated Office as the priority document, Rule 17.1(c)
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry
into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the circumstances.

Priority date Priority application Na. Country or regional Office Date of receipt
or PCT receiving Office of poority document
19 October 2007 (19.10.2007) 60/998,590 us 09 January 2009 (09.01.2009)
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes .
1211 Geneva 20, Switzerland Cecile Chatel
e-mail RO.IB@WIPO.INT
Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephone No. +41 22 338 92 22

Form PC1/IB/304 (October 2005)
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Para uso de la Oficina receptora solamente

PCT PCT/IB08/003283
PETITORIO No. de Solicitud Internacional
El abajo firmante solicita que la presente solicitud 17 de Octubre de 2008
internacional sea procesada de acuerdo al Tratado de Fecha de presentacion internacional
Cooperacion en Materia de Patentes SOLICITUD INTERNACIONAL DEL PCT RO/US

Nombre de la oficina receptora y "Solicitud Internacional de PCT
Referencia de archivo del solicitante o agente

(si se desea) (12 caracteres maximo) PO51966WO0

Cuadro No. 1 TITULO DE LA INVENCION

FORMULACIONES DE VACUNA MENINGOCOCICA

Cuadro No. I SOLICITANTE [ Esta persona es también inventor
Nombre y direccién: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacién oficial completa. | NO. de teléfono

La direccion debe incluir codigo postal y nombre del pais. El pais de la direccién indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

No. de facsimile

NOVARTIS AG

Lichtstrasse 35 Registro del Solicitante No. con la
4056 Basel Oficina

Suiza

[ Autorizacién por Correo electrénico: La marcacion de este cuadro autoriza a la Oficina receptora, a la Direccion de Correo-e:

Autoridad de Bisqueda Internacional, a la Oficina Internacional y a la Autoridad de Examen Preliminar
Internacional a usar la direccién de correo electrénico indicada en este cuadro para enviar, si asi lo desea la
Oficina o la Autoridad, copias por adelantado de las notificaciones con respecto a esta solicitud internacional.
(Ver también notas a los cuadros Il y I11.)

Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estado (es decir, pais) de residencia:

CH CH
Esta persona es solicitante [ todos los paises designados [ todos los paises designados excepto [ tos Estados Unidos de O 10s paises indicados en
para los propdsitos de los Estados Unidos de Norteamérica Norteamérica solamente el cuadro complementario

Cuadro No. ITI SOLICITANTES ADICIONALES Y/O INVENTORES (ADICIONALES)

& Los solicitantes adicionales y/o inventores (adicionales) se indican en una hoja de continuacién.

Cuadro No. IV AGENTE O REPRESENTANTE COMUN; O DIRECCION PARA CORRESPONDENCIA

La persona identificada posteriormente es/ha sido citada para actuar en nombre X agente O representante
del(los) solicitante(s) ante las Autoridades Internacionales competentes como: comun
Nombre y direccion: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacién oficial completa. No. de teléfono
La direccion debe incluir cddigo postal y nombre del pais). 020 7242 8692

_ No. de facsimil
MARSHALL, Cameron, John 020 7405 4166
CARPMAELS & RANSFORD

43-45 BLOOMSBURY SQUARE
LONDRES WCI1A 2RA
GB

O Autorizacién por Correo electrénico: La marcacion de este cuadro autoriza a la Oficina receptora, a la No. de registro de agente con la oficina
Autoridad de Bisqueda Internacional, a la Oficina Internacional y a la Autoridad de Examen Preliminar
Internacional a usar la direccién de correo electrénico indicada en este cuadro para enviar, si asi lo desea la
Oficina o la Autoridad, copias por adelantado de las notificaciones con respecto a esta solicitud internacional.
(Ver también notas a los cuadros Il y I11.)

Direccion de Correo-e:

[0 Marque este recuadro cuando ningun agente o representante comiin es/haya sido citado y el espacio anterior se usa en su lugar
para indicar una direccion especial a la cual se debe enviar la correspondencia.

Forma PCT/RO/101 (primera hoja) (Julio de 2008) Véanse notas a la forma de petitorio
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HojaNo. 2

Continuacion del recuadro No. III SOLICITANTES ADICIONALES Y/O INVENTORES (ADICIONALES)

Si ninguno de los subcuadros siguientes se utiliza, esta hoja no debe ser incluida en el petitorio

Nombre y direccién: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacidn oficial completa.
La direccion debe incluir codigo postal y nombre del pais. El pais de la direccion indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica ¢l estado de residencia, posteriormente).

CONTORNI, Mario
NOVARTIS VACCINES
VIA FIORENTINA 1
53100 SIENA

ITALIA

Esta persona es:

O solicitante solamente

(X solicitante e inventor

O inventor solamente (si se marca
este cuadro, no llenar lo que sigue)

Registro del Solicitante No. con la Oficina

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:
1T

Estado (es decir, pais) de residencia:

1T

Esta persona es solicitante [ todos los paises designados [ todos los paises designados excepto

para los propdsitos de los Estados Unidos de Norteamérica

X los Estados Unidos de
Norteamérica solamente

O los paises indicados en
el cuadro complementario

Nombre y direccién: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacién oficial completa.
La direccién debe incluir codigo postal y nombre del pais. El pais de la direccién indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

Esta persona es:

O solicitante solamente

KAZZAZ, Jina @ solicitante e inventor
NOVARTIS VACCINES O inventor solamente (si se marca

este cuadro, no llenar lo que sigue)
‘éiijl;l}i]%G;TREET Registro del Solicitante No. con la Oficina
MA 02139
EUA
Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estado (es decir, pais) de residencia:

UsS

US

Esta persona es solicitante 0 todos los paises designados [ todos los paises designados excepto

para los propdsitos de los Estados Unidos de Norteamérica

los Estados Unidos de
Norteamérica solamente

{0 los paises indicados en
el cuadro complementario

Nombre y direccion: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacién oficial completa.
La direccién debe incluir codigo postal y nombre del pais. El pais de la direccién indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

Esta persona es:

O solicitante solamente

O'HAGAN, Derek [® solicitante e inventor
NOVARTIS VACCINES O Inventor solamente (si se marca

este cuadro, no llenar lo que sigue)
éii/ilggngsETREET Registro del Solicitante No. con la Oficina
MA 02139
EUA
Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estado (es decir, pais) de residencia:

US

Us

Esta persona es solicitante O todos los paises designados [ todos los paises designados excepto

para los propositos de los Estados Unidos de Norteamérica

(X1 los Estados Unidos de
Norteamérica solamente

0O los paises indicados en
el cuadro complementario

Nombre y direccion: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacién oficial completa.
La direccion debe incluir cédigo postal y nombre del pais. El pais de la direccién indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

Esta persona es:

O solicitante solamente

SINGH. Manmohan Xl solicitante e inventor
’ O inventor solamente (si se marca
NOVARTIS VACCINES este cuadro, no llenar lo que sigue)
45 SIDNEY STREET Registro del Solicitante No. con la Oficina
CAMBRIDGE
MA 02139
EUA
Estado (es decir, pais) de nacionalidad: Estado (es decir, pais) de residencia:

IN

US

Esta persona es solicitante O3 todos los paises designados O3 todos los paises designados excepto X los Estados Unidos de

para los propésitos de los Estados Unidos de Norteamérica

Norteamérica solamente

O los paises indicados en
el cuadro complementario

® Los solicitantes adicionales y/o inventores (adicionales) se indican en una hoja de continuacion.

Forma PCT/R0O/101 (hoja de continuacién) (Julio de 2008)

Véanse las notas a la forma de petitorio
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Hoja No. 3

Continuacion del recuadro No. III SOLICITANTES ADICIONALES Y/O INVENTORES (ADICIONALES)

Si ninguno de los subcuadros siguientes se utiliza, esta hoja no debe ser incluida en el petitorio

Nombre y direccién: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacién oficial completa.
La direccién debe incluir cédigo postal y nombre del pais. El pais de la direccion indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

UGOZZOLI, Mildred
NOVARTIS VACCINES
45 SIDNEY STREET
CAMBRIDGE

MA 02139

EUA

Esta persona es:

3 solicitante solamente

& solicitante e inventor

O inventor solamente (si se marca
este cuadro, no llenar lo que sigue)

Registro del Solicitante No. con la Oficina

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:
UsS

Estado (es decir, pais) de residencia:

US

Esta persona es solicitante [ todos los paises designados O todos los paises designados excepto

para los propositos de los Estados Unidos de Norteamérica

[X] los Estados Unidos de
Norteamérica solamente

O los paises indicados en
el cuadro complementario

Nombre y direccién: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacién oficial completa.
La direccidn debe incluir codigo postal y nombre del pais. El pais de la direccién indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

Esta persona es:

O solicitante solamente

O solicitante e inventor
0 inventor solamente (si se marca
este cuadro, no llenar lo que sigue)

Registro del Solicitante No. con la Oficina

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es decir, pais) de residencia:

Esta persona es solicitante [ todos los paises designados [ todos los paises designados excepto

para los propésitos de los Estados Unidos de Norteamérica

O los Estados Unidos de
Norteamérica solamente

O los paises indicados en
¢l cuadro complementario

Nombre y direccion: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacion oficial completa.
La direccidn debe incluir codigo postal y nombre del pais. El pais de la direccién indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

Esta persona es:

[ solicitante solamente

O solicitante e inventor
O Inventor solamente (si se marca
este cuadro, no llenar lo que sigue)

Registro del Solicitante No. con la Oficina

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es decir, pais) de residencia:

O todos los paises designados excepto
los Estados Unidos de Norteamérica

Esta persona es solicitante [ todos los paises designados

para los propositos de

[ los Estados Unidos de
Norteamérica solamente

O los paises indicados en
el cuadro complementario

Nombre y direccion: (Apellido, seguido por nombre propio; para una entidad legal, designacion oficial completa.
La direccion debe incluir cédigo postal y nombre del pais. El pais de la direccién indicada, en esté cuadro es el
estado del solicitante (Es decir, el pais) de residencia, si no se indica el estado de residencia, posteriormente).

Esta persona es:

0 solicitante solamente

O solicitante ¢ inventor
O inventor solamente (si se marca
este cuadro, no llenar lo que sigue)

Registro del Solicitante No. con la Oficina

Estado (es decir, pais) de nacionalidad:

Estado (es decir, pais) de residencia:

[ todos los paises designados excepto
los Estados Unidos de Norteamérica

Esta persona es solicitante [ todos los paises designados

para los propositos de

[ los Estados Unidos de
Norteamérica solamente

O los paises indicados en
el cuadro complementario

O Los solicitantes adicionales y/o inventores (adicionales) se indican en una hoja de continuacién.

Forma PCT/R0O/101 (hoja de continuacion) (Julio de 2008)

Véanse las notas a la forma de petitorio
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Hoja No. 4

Cuadro complementario. Si no se utiliza el cuadro complementario, esta hoja no necesita ser incluida en el petitorio

1. Si en alguno de los cuadros, el espacio es insuficiente para proveer toda
la informacion en particular:

(i) si mds de dos personas estdn involucradas como solicitantes y/o
inventores y no estd disponible "hoja de continuacion”: en tal caso, escriba
"Continuacion de cuadro IIl" e indique para cada persona adicional el
mismo tipo de informacion como se requiera en el cuadro No. Il

(ii) si en el cuadro Il 0 en cualquiera de los subcuadros del cuadro 11, la
indicacion se verifica "los paises indicados en el cuadro complementario”:
en tal caso, escriba "Continuacion del cuadro No. II" o "Continuacién del
cuadro III" o "Continuacién de los cuadros No. Il 'y No. IIl" (como pueda
ser el caso), indique el nombre delflos) solicitante(s) involucrado(s) y,
enseguida de (cada) tal nombre, el(los) pais(es) (y/o, en donde sea
aplicable, ARIPO, patente europea o patente OAPI) para los propdsitos de
los cuales la persona nombrada es solicitante;

(iii) si en el cuadro Il o en cualquiera de los subcuadros del cuadro III, el
inventor o el inventor/solicitante no es inventor para los propésitos de todos
los paises designados o para los propésitos de los Estados Unidos de
Norteamérica: en tal caso, escriba "Continuacion del cuadro II" o
"Continuacién del cuadro No. Ill" o "Continuacion de los cuadros Il y HI"
(como pueda ser el caso), indique el nombre del(los) inventor(es) y
enseguida de (cada) tal nombre, elflos) pais(es) (/0 en donde sea aplicable,
patente ARIPO, patente europea o patente OAPI) para los propositos de los
cuales la persona nombrada es inventor;

(iv) si, ademds del(los) agente(s) indicado(s) en el cuadro No. IV, hay
agentes adicionales: en tal caso, escriba "Continuacion del cuadro No. IV"
e indique para cada agente adicional el mismo tipo de informacion como se
requiere en el cuadro No. IV; '

(v) si en el cuadro V, el nombre de algin pais (0 OAPI) estd acompariado
por la indicacion "patente de adicién,” o "certificado de adicion," o si en el
cuadro V, el nombre de los Estados Unidos de Norteamérica estd
acompafiado por una indicacion "Continuacion” o "Continuacion en
parte”: en tal caso, escriba "Continuacion del cuadro No. V"y el nombre de
cada pais involucrado (o OAPI) y después el nombre de cada pais (o
OAPI), el nimero del titulo original o solicitud original y la fecha de
concesidn del titulo de la patente o presentacion de la solicitud original

(vi) si hay mds de tres solicitudes anteriores cuya prioridad es reivindicada:
en tal caso, escriba "Continuacion del cuadro No. V1" e indique para cada
solicitud anterior original el mismo tipo de informacion como se requiere
en el cuadro No. VI,

2. Si el solicitante reclama, con respecto a la Oficina designada, los
beneficios de las estipulaciones de la ley nacional concerniente a
descripciones no injustas o excepciones a la ley de novedad:

3. si el solicitante reivindica, con respecto a cualquier oficina designada,
los beneficios de las clausulas de la ley nacional concierne a descripciones
no perjudiciales o excepciones a la carencia de novedad: en tal caso,
escriba "Declaracién concerniente con descripciones no injustas o
excepciones a la carencia de novedad” y proporcione aquella declaracion
posteriormente.

Continuacién del recuadro IV:

HOWICK, Nicholas Keith
FISHER, Adrian John

MERCER, Christopher Paul
HALLYBONE, Huw George
HOWARD, Paul Nicholas
JACKSON, Richard Eric

JAMES, Anthony Christopher W.P.
COCKERTON, Bruce Roger
MARSHALL, Cameron John
GOODFELLOW, Hugh Robin
TUNSTALL, Christopher Stephen
KIRSCH, Susan Edith

SMALL, Gary James

WARNER, James Alexander
BULLETT, Rachel Margaret

Todos de Carpmaels & Ransford
43 — 45 Bloomsbury Square
Londres WC1A 2RA

Reino Unido

Tel: 0207 242 8692

Fax: 0207 405 4166

El listado de secuencias en forma electrdnica es idéntico en
Contenido al listado de secuencias escrito

Forma PCT/R0O/101 (hoja complementaria) (Julio de 2008)

Véanse notas a la forma de petitorio
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Hoja No. 5

Cuadro No. V DESIGNACIONES

La presentacién de este petitorio constituye de acuerdo con la Regla 4.9(a), la designacion de todos los Estados Contratantes unidos
por el PCT en la fecha de presentacién internacional, para la concesion de cualquier clase de proteccion disponible y, donde se
aplica para la otorgacion tanto de patentes regionales como nacionales.

Sin embargo

O DE Alemania no se designa para ninguna clase de proteccién nacional

O JP Japdn no se designa para ninguna clase de proteccion nacional

O KR Repiblica de Corea no se designa para ninguna clase de proteccion nacional
0O RU Federacion Rusa no se designa para ninguna clase de proteccién nacional

(Los cuadro anteriores puede ser usados para excluir (irrevocablemente) las designaciones relacionadas a fin de evitar el cese del
efecto, bajo la ley nacional, de una solicitud nacional anterior de la cual se reclama la prioridad. Ver Notas de Cuadro No. V en
cuanto a las consecuencias de estas clausulas en las leyes nacionales en estos y otros Estados.).

Cuadro No. VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Fecha de presentacién (dia, |No. de solicitud Donde la solicitud anterior es:
mes, afio) solicitud nacional Solicitud. Solicitud
pais o miembro de regional* Internacional:
la WTO Oficina regional | Oficina Receptora
Item (1)
19 de Octubre de 2007 60/999590 Us
(19.10.2007)

Item (2)

Item (3)

Item (4)

Las reivindicaciones de prioridad adicionales indican en el cuadro complementario

Se pide a la oficina receptora para preparar y transmitir a la oficina internacional una copia certificada de las solicitudes anteriores (sdlo si la
solicitud anterior presento con la oficina que para los propésitos de esta solicitud internacional es la oficina receptora) identificada como:

O todos los puntos O punto (1) O punto(2) O punto(3) O punto(d) O punto(5) otros, ver
cuadro
complementario

Restaurar el derecho de prioridad: se pide a la oficina receptora que restaure el derecho de prioridad para las solicitudes
anteriores identificadas anteriormente o en cuadro complementario como puntos ( ).(Ver también las notas al
Cuadro No. VI; Se debe proporcionar Informacién adicional para soportar una peticion de restaurar el derecho de prioridad):

Incorporacién por referencia: donde un elemento de la solicitud internacional referida en el Articulo 11(1)(iii)(d) o (e) o una
parte de la descripcidn, reivindicaciones o figuras referidas en la Regla 20.5(a) no este contenido de otro modo en esta solicitud
internacional pero esté contenido completamente en una solicitud anterior cuya prioridad se reivindique en la fecha en la cual uno o
mas elementos referidos en el Articulo 11(1)(iii) se recibieron primero por la oficina receptora, ese elemento aparte es, se somete a,
confirmacion de acuerdo con la Regla 20.6 incorporado como referencia en esta solicitud internacional para los propdsitos de la
Regla 20.6

Cuadro No. VII AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Eleccién de la Autoridad de Busqueda Internacional (ISA) (Si dos o mas Autoridades de Busqueda Internacional son competentes
para llevar a cabo la blisqueda internacional, indique la Autoridad escogida; se puede utilizar el cédigo de dos letras):

ISA/EP

Forma PCT/RO/101 (segunda hoja) (Julio de 2008) Véanse Notas a la forma de petitorio

(6§



Hoja No. 6

Cuadro No. IX LISTA DE VERIFICACION; IDIOMA DE PRESENTACION

Esta solicitud internacional contiene:
(a) el siguiente nimero de hojas en forma
papel:

petitorio (incluyendo hoja de
declaracion) : 6

descripcién (excluyendo parte de
listado de secuencias y/o tablas que

se relacionan a la misma) 127
reivindicaciones o1
resumen 01
dibujos 12
Sub-total de ntimero de hojas 37
Listado de secuencias - 8
Parte de listado de secuencias de

las descripcion (nimero real de

hojas si se presento en papel, si no

ya sea también presentadas en

forma libre por computadora o no;

ver (b) posterior)

Numero total de hojas : 45

(b) O Gnicamente forma leible por computadora
(Seccion 801 (a)(ii))
(i) O listados de secuencia
(ii) O tablas relacionadas a esto
(c) Oademas forma leible por computadora
(Seccion 801 (a)(ii))
(i) Olistados de secuencia
(ii) O tablas relacionadas a esto
Tipo y nimero de portadores (disquete, CD-ROM,
CD-R u otros) en los cuales este contenido
X listados de secuencia CD-R
O tablas relacionadas a esto
(copias adicionales que se indican bajo el punto 9(ii)
y/o 10(ii), en la columna derecha):

Esta solicitud internacional esta acompafiada por los siguientes
articulos (marcar los cvuadro de verificacién aplicables a

continuacién e indicar en la columna derecha el numero de

cada punto):

1. X! hoja de célculos de las tasas

. O poder de abogado, separado , original

. O poder de abogado general, original

. 1 poder de abogado, general, copia; nimero de referencia; si lo hay
. O declaracion que explica la carencia de firma:

~3 N RN

. O traduccién de la solicitud internacional en (idioma);

Numero
de puntos

. O documentos de prioridad identificados en el cuadro No. VI como punto(s):

8. O indicaciones separadas que se refieren a los microorganismos depositados u

otro material bioldgico

9. & listado de secuencia en forma libre por computadora (indicar también tipo y nimero |

de potadores) (disquete, CD-ROM, CD-R u otros))
@

B8 copia presentada para los propésitos de la bisqueda internacional

de acuerdo con la Regla 13 inicamente (y no como parte de la

solicitud internacional)

(i)

con laRegla 13
(iii)

O(s6lo donde se marque el cuadro de verificacion (b) (i) o (c)(ii) en la
columna izquierda) copias adicionales incluyen, donde sea aplicable,
la copia para los propdsitos de la bisqueda internacional de acuerdo

[X] junto con declaracidn pertinente en cuanto a la identidad de la

copia o copias de la parte listado de secuencias mencionada en la

columna izquierda

:ver hoja 4

10. O tablas en la forma leible por computadora relacionadas al listado de secuencias

(indicar tipo y numero de portadores)

@

O copia presentada para los propdsitos de la busqueda internacional de

acuerdo con la Seccion 802(b-cuarta) inicamente (y no como parte de la

solicitud internacional)

(i)

O (s6lo donde se marque el cuadro de verificacion (b) (ii)} o (c)(ii) en
la columna izquierda) copias adicionales incluyen, donde sea aplicable, la copia

para los propésitos de la bisqueda internacional de acuerdo con la Seccién

802(b-cuarta)
(ii)

11 O copia de los resultados de bisquedas anteriores (Regla 12bis.1(a)) :
12 O otros (especificar):

O junto con declaracion pertinente en cuanto a la identidad de la copia
o copias de la parte listado de secuencias mencionada en la columna izquierda

Figura de los dibujos que debe
el resumen: 1

Idioma de presentacion de la
solicitud Internacional:

Inglés

obvia de la lectura del petitorio)

Cuadro No. IX FIRMA DEL SOLICITANTE O AGENTE O REPRESENTANTE COMUN
A continuacion firmar, indicar el nombre de la persona que firme la capacidad en la cual firma la persona (si esta capacidad no es

(rubrica)

MARSHALL, Cameron John

Para uso de la Oficina receptora solamente

1. Fecha del recibo real de la solicitud internacional alegada:

17 de Octubre de 2008 (17-10-2008) 2. Dibujos

3. Fecha corregida del vencimiento del recibo real a los documentos o dibujos recibidos
posteriormente pero a tiempo que complementan la solicitud internacional alegada:

O recibidos:

4. Fecha del recibo a tiempo de las correcciones requeridas bajo el articulo 11(2) del PCT:

O no recibidos:

ISA/

por la solicitante:

5. Autoridad de Busqueda Internacional especificada

cuota de bisqueda sea pagada

6. O Transmisién de copia de busqueda retardada hasta que la

Para uso de la Oficina Internacional solamente

[Fecha del recibo de la copia de registro por la Oficina Internacional:

Forma PCT/RO/101 (ultima hoja) (Julio de 2008)

Véanse notas a la forma de petitorio

(A



w0 2009/050586 A1 I I 1000 00 O

(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA BAJO EL TRATADO DE
COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
PROPIEDAD INTELECTUAL

Oficina Internacional PCT

(43) Fecha de Publicacién Internacional:
23 de Abril de 2009 (23. 04.2009)

OR300 O O O

(10) Niimero de Publicaci6n Internacional:

WO 2009/050586 Al

(51) Clasificacién Internacional de Patentes:
A61K 39/095 (2006.01)
(21) Nimero de Solicitud Internacional: PCT/IB2008/003283
(22) Fecha de Presentacién Internacional:
17 de Octubre de 2008 (17.10.2008)

(25) Idioma Presentado: Inglés

(26) Idioma de Publicacién: Inglés

(30) Fecha de Prioridad:

60/999,590 19 de Octubre de 2007 (19.10.2007) US

(71) Solicitante: (para todos los Estados désignados excepto US):
NOVARTIS AG [CH/CH]; Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel
(CH).

(72) Inventor: e

(75) Inventor/Solicitante: (para US tnicamente): CONTORNI,
Mario [IT/IT]; Novartis Vaccines, Via Fiorentina 1, I-
53100 Siena (IT). KAZZAZ, Jina [US/US]; Novartis
Vaccines, 45 Sidney Street, Cambridge, MA 02139 (US).
O'HAGAN, Derek [US/US]; Novartis Vaccines, 45 Sidney
Street, Cambridge, MA 02139 (US). SINGH, Manmohan
[IN/US]; Novartis Vaccines, 45 Sidney Street, Cambridge,
MA 02139 (US). UGOZZOLI, Mildred [US/US]; Novartis
Vaccines, 45 Sidney Street, Cambridge, MA 02139 (US).

(74) Agente: MARSHALL, Cameron, John et al.; Carpmaels &

Ransford, 43-45 Bloomsbury Square, London

WCIA 2RA (GB).

(81) Estados Designados: (a menos que se indique de otro

modo, para cada caso de proteccién nacional
disponible): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA,
BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO,
CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO, DZ EC, EE, EG,
ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU,
ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ,
LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,
MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC,
SD, SE, SG, SK, SL, SM, SV, SY, TJ, T™M, TN,
TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM,
ZW.

(84) Estados Designados: (a menos que se indique de otro

modo, para cada caso de proteccidn regional
disponible): patente ARIPO (BW, GH, GM, KE,
LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
patente Eurasiatica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD,
RU, TJ, TM), patente Europea (AT, BE, BG, CH,
CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU,
IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL, PL, PT, RO,
SE, SI, SK, TR), patente OAPI (BF, BJ, CF, CG,
CL CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD,
TG).

[Continua en la préxima pagina]

(54) Titulo:

Figura 1

FORMULACIONES DE VACUNA MENINGOCOCICA

L

(57) Resumen:

Una formulacién dual para vacunas contra el serogrupo B de Neisseria meningitidis (“Men-B”) comprende (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 adyuvante en el momento de uso listo para administracién a un paciente. Se ha encontrado
que esta formulacién da excelentes resultados en términos tanto de estabilidad como de inmunogenicidad. EI componente liofilizado

también puede incluir uno o mas sacaridos conjugados de N. meningitidis en los serogrupos A, C, W135 y/o Y.
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- con parte de listado de secuencias de la descripcion
Publicada: publicada de forma separada en forma electrénica y
- con el reporte de bisqueda internacional disponible a peticion de 1a Oficina Internacional
- antes de la expiracioén del tiempo limite para enmendar las
reivindicaciones y para ser vueltas a publicar en el caso de la
recepcion de las enmiendas

[D3



'REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL No, de Salicitud Intemacional

PCT/1B2008/003283

A. CLASIFICACION DEL ASUNTO RELACIONADO
INV. A61K 39/095
De acuerdo con la Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o tanto la clasificacion nacional como la IPC.
B. CAMPOS BUSCADOS
Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido por los simbolos de clasificacion)

A61K
Documentacién buscada diferente de la do i6n minima, al grado que estos doci s se incluyen en los campos buscados.

Base de datos, electronica, consultada durante ta busqueda internacional (nombre de la base de datos, donde se puede practicar, términos de bisqueda usados).

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES

Categoria* | Citacion del documento, con indicacion, donde es apropiado, de los pasajes pertinentes Pertinente para la reivindicacién No.

Y | GRANOFF D M ET AL: “MF359 adjuvant 1-9
enhances antibody responses of infant

baboons immunized with Haemophilus

influenzae type b and Neisseria

meningitidis group C

oligosaccharide-CRM197 conjugate vaccine”
INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY
FOR MICROBIOLOGY, WASHINGTON,

vol. 65, no. 5, 01 de Mayo de 1997 (1997-05-01),

pdginas 1710-1715, XP002081016

ISSN: 0019-9567

citado en la solicitud

el documento completo

E Documentos adicionales se listan en la continuacién del cuadro C. | E Los miembros de la familia de patentes se listan en ¢l anexo

* Categoria especial de los documentos citados:
“A” documento que define el estado general de la técnica, que no se “T” documento posterior publicado después de la fecha de
considera que es de pertinencia particular presentacion internacional o la fecha de prioridad, y que no
provoca conflicto con la solicitud, pero se cita para entender el
principio o teoria que trata la invencién

“E” Documento anterior, pero publicado en o después de la fechade  “X” documento de pertinencia particular; la invencién reivindicada
presentacion internacional no se puede considerar nueva o no se puede considerar que
comprende un actividad inventiva cuando ¢l documento se toma
solo
“L” documento que puede crear dudas de la reivindicacién(es) de “Y” documento de pertinencia particular; la invencion reivindicada
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacion de no se puede considerar que comprende un actividad inventiva
otra citacién u otra razén especial (como se especifique) cuando el documento se combina con uno o mas de estos

documentos, estas combinaciones son obvias para una persona
experta en la técnica

“0” documento que se refiere a una descripcion oral, uso, exhibicion ~ “&” documento miembro de la familia de patentes
u otro medio
“p” documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional, pero después de la fecha de prioridad reivindicada
Fecha de la actual terminacion de la busqueda intemacional Fecha de envio del reporte de bisqueda internacional
20 de Marzo de 2009 30/03/2009
Nombre y direccion de envio de la ISA/ Funcionario autorizado
Oficina Europea de Patentes, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk S . .
chneider, Patrick
Tel. (+ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+ 31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Abril de 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL No. Solicifud Internacional
PCT/IB2008/003283

-DOCUMENTOS QUE SE CONSIDERAN PERTINENTES (continuacidn)

Categoria* Citacion del documento, con indicaci6n, donde es apropiado, de los pasajes pertinentes Pertinente para la Reivindicacién No.

Y ARIGITA CET AL: “Stability of mono- and 1-9
trivalent meningococcal outer membrane
vesicle vaccines”

VACCINE, BUTTERWORTH SCIENTIFIC.
GUILDFORD, GB,

vol. 22, no. 5-6

26 de Enero de 2004 (2004-01-26), paginas
630-643, XP004485193

ISSN: 0264-410X

el documento completo

Y WO 2007/100699 A (NOVARTIS AG [CH]; 1-9
O HAGAN DEREKTT [US]; MANMOHAN [US];
WENDORYF J) 07 de Septiembre de 2007 (2007-09-07)
pdgina 52; reivindicaciones 1-61

A EP 1 741 443 A (CHIRON CORP [US]; STATENS

INST FOR FOLKEHELSE [NO] NOVARTIS VACCINES
&) 10 de Enero de 2007 (2007-01-10)

el documento completo

A SINGH M ET AL: “A preliminary evaluation
of alternative adjuvants to alum using a
range of established and new generation
vaccine antigens”

VACCINE, BUTTERWORTH SCIENTIFIC,
GUILDFORD, GB,

vol, 24, no. 10,

06 de marzo de 2006 (2006-03-06), paginas
1680-1686, XP025151148

ISSN: 0264-410X [recuperado el 2006-03-06]
el documento completo

Forma PCT/ISA/210 (Continuacidn de la segunda hoja) (Abril de 2005).
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informaci6n sobre los miembros de familia de patentes

Solicitud Internacional No.:

PCT/IB2008/003283
Documento de la patente citado en Fecha de publicacién Miembros de la familia de patentes | Fecha de publicacion
el reporte de blisqueda
WO 2007100699 A 07-09-2007 AU 2007221154 Al 07-09-2007
CA 2643322 Al 07-09-2007
EP 1991204 A2 19-11-2008
EP 1741443 A 10-01-2007 NINGUNO

Forma PCT/ISA/210 (anexo de familia de patentes) (Abril de 2005)



\ o i Cio
SUPERINTENDENGIA DE INDUSTRIA Y COMER

\NMHﬂmpﬂﬂmﬂﬂHﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ@ﬂg@ﬂﬂ | —

. 6- -00000-
. 10-05281 Dep. 2020 DIR NUEVASCR

: . o
Industria y Comercio F Fecha: 2%1&%5[\](1)% |1Y5n11.o v 475 FASENACIONAL
SUPERINTENDENCIA }xlgflﬁ BRESENTACION Folios: 111

PATENTE DE INVENCION D MODELO DE UTILIDAD D Art 33 Decision 486/00

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta [:]

HENNN

PATENTE DE INVENCION PCT m MODELO DE UTILIDAD PCT l____l Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

@ Indicacion que se solicita una PCT
. Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
,\g reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa | W Incompleta D

{

DISENO INDUSTRIAL || (Art. 119 Decision 486/00)
D Indicacion que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
D Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefo :
. D Comprobante de pago de las tasas establecidas :
' Completa D Incompleta D
ESQUEMA DE TRAZADO (:] (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquem'a de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica de un esquema de trazado

YRR

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

W e e PIND.FNR (20NG.11.1R)
N '
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M*' Industria y Comercio
- SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C.,

2020

Doctor(a)

RODRIGUEZ D° ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
NOVARTIS AG

REFERENCIA Radicacion No. 10 052816
Solicitud internacional PCT/IB2008/003283
Fecha inicio fase nacional 09/05/2010

Tramite 11
Evento 378
Actuacién 430
Oficio No.

B07196

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cddigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion. :

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.107dd 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL '
. . N i
Directora de Nugvas Creaciones (¢ @ 1 a7 N
cenes (0 %, 201
El anterior réquerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha
adpat1
Al contestar favor indique el numero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co



