Q\:'w
,:;—-m

- q

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

FC1

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

oo O3- 6 HE Y/

54 TiTULO VACUNA MULTIVALENTE CONJUGADA DE POLISACA&E)_
MENINGOCOCICO~-PROTEINA
5. CLASIFICACION INTERNACIONAL A 6] ik # / 48 A
71. SOLICITANTE AVENTIS PASTEUR; INC,
DOMIC"_IO Swiftwater, Es(tad-a de Pennsylvania, Eatadoe lnddag 4o América,
7. APODERADO EMILIO FERRERO

Cédigo No. 1092

2. BOGOTA, D. C.

,,
Y
§ y

(FORMAP 10)



A _J

CAVELIER ABOGADOS- Colo 13882-841-001-7 JBPImrm-Id-?.-/

-
(I PETITORIO ____crmt
- -

Industria y Comercio L
SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
F_® SOLICITUD DE:
E Patente de Invencién. D Patente de Modelo de Utilided.
D Capltulo I Capltulo Il.
@ Nombre: AVENTIS PASTEUR, INC. IDENTIFICACION
Direccién: 1 Discovery Drive, C.C. D NIT D
SOLICITANTE Swiftwater, Pennsyivania 18370-0187,
(71) Estados Unidos de América. C.E. D Oftro D
Cual
Domicillo: Swiftwater, Pennsylvania,
Estados Unidos de América Ndmero:
@ IDENTIFICACION
Nombre: EMILIO FERRERO
C.C. E NIT D
REPRESENTANTE Direccién: Carmrera 4. No. 72-35
APODERADO Teléfono: 347 36 11 C.E. D Otro D
Fax: 21792 11 Cual
E-mali: clientes@camyp.com.
Domicllio: Bogoté, Colombla. Numero: 438,019 T.P. 31.828
I@ Robert P. RYALL
INVENTOR (ES) Apartment 207, 411 1 /2 Main Street,
(72) Stroudsburg, Pennsyivania 18380,
Estados Unidos de América.
F@ PCT (86)
Saolicitud Internacional No. PCT/US02/01963 Fecha;_22 de enero de 2002
Publicacién Intemnacional No. _WO 02/058737 Fecha : 1 de agosto de 2002
I Titulo (54) VACUNA MULTIVALENTE CONJUGADA DE POLISACARIDO
MENINGOCOCICO-PROTEINA
F@ Clasificaclén Internaclonal (51) AB1K 47/48
i@ Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) NGmero de Solicitud
us, 23 de enero de 2001 607263 435
Sl E NO D




CAVELIER ABOGADOS- Colo 13882-841-001-7 JBP/mmm-id-2-

Comprobante de pago No.: 03 - 50,616 Fecha;_21 de julio de 2003

O 000 0O0000EEO000NOCH ° @

]

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 400.000.00.

Comprobante de pago por relvindicacién de priorkiad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el sollciiante sea persona juridica.
Poderes, sl fuere el caso.

Documento de ceslon del inventor al solicitants o a su causante.

Declaraclones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripclén, reivindicaciones, dibujos)
Copla del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del axamen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copla del contrato de acceso.

Da ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material blolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el

mismeo titular o su causants, relacionadas parcial o totalments con la invencion de esta solicltud,

0

FIGURA CARACTERISTICA:




— CAVELIER ABOGADOS- Colo 13882-841-001-7

JBP/mmm-ld-2- 3

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRE

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

Id-2




02 I L S 00 e

O 02/058737 A2

{12} INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

{19) Worid Intellectual Property Organkation
International Bureau

(43) International Publication Date
1 August 2002 (01.08.2002)

PCT

D IR EE D

{10) Internationsl Publication Nomber

WO 02/058737 A2

AGIK 47/48

(51) International Patent Classification™

(1) Intorastionsl Applieation Number: PCT/US02/01963/

{22) loternatioosl Fillog Date: 22 January 2002 (22.01.2002)

(15) Filiog Language: English
(16) Publication Language: ° Hnglish
(30) Priority Data:

60/263,435 23 Jurumry 2001 (23.012001) US

{71) Applieant (for oll designoied Siates except US): AVENTIS
PASTEUR [US/US); 1 Discovery Drive, Swiltwater, PA
18370-D187 (US).

Inveator; and /

Imventor/Applicant (for US ony): RYALL, Rebert, P
[USAIS]; Apartment 207, 411 1/2 Main Street, Strouds-
borg, PA 18360 (US).

33

(') Agent: GREENFIELD, Michael, S; McDomell
Boehnen Hulbert & Berghoff, Suite 3200, 300 South
Wacker Drive, Chicago, IL 60606 (US).

(81) Designated States (rarional): AE, AG, AL, AM, AT, AU,
AZ, BA, BB, B4, BR, BY, BZ, CA, CI1, CN.£0, CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, HE, ES, FI, GB, GD, GB, GH,
GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JF, KB, KG, KF, KR, KZ, LC,
LK. LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MO, MK, MN, MW,
MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RUJ, 8D, SE, 3G,
8L SK, SL, TJ, T™M, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,
VN, YU, ZA, 2M, ZW.

(94) Designated States (regional): ARIFO patent (GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, 3D, SL, SZ, TZ, UG, ZM, 7ZwW),
Eumasisn putent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Buropean patent (AT, BE, CH, CY, DB, DK, ES, F1L, FR,
GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), OAPI patent
(BF, B}, CF, CG, CI, CM, GA, ON, 0Q, GW, ML, MR,
NE, SN, TD, TG).

Declaration nader Rule 4.17:
—  of imeniorship (Rule 4.17(1v)) for US only

Poblished: )
—  without infernaiional ssarch report and o be republicshed
upon receipi of thal report

For two-letter codex and other abbreviations, refer to the “Guld-
ance Notes on Codes and Abbreviations® gppearing al the bagin-
ning of each regular issue of the PCT Gassiie.

(58) Title: MULTIVALENT MENINGOCOCCAL POLYSACCHARIDE-PROTEIN CONJUGATE VACCINE

(57) Abstruct: The present invention doscribes a combined vaccine that offers broad protection against meningococcul disease
caused by the pathogenic bacterial Neisseria meningiiidis. The vaccine is comprised of four distinct polyssecharide-proteln conjo-
gabes that are formulated a3 a single dose of vaccine. Purified capsular polyssccharides from Nelsseria meningiridis serogroups A, C,
W-135, and Y are chemixally activated and selectively attached to a carrier protein by means of a covalent chemical bond, forming
polysaccharide-protein conjugates capable of eliciting long-lasting timunity 1 & varlety of N. meningiridls strains in children as

well as adults.



WO 02/058737 ' PCT/US02/01963

MULTIVALENT MENINGOCOCCAL POLYSACCHARIDE-PROTEIN CONJUGATE VACCINE
[0001]  This application claims the benefit of U.S. provisional application no. 60/263,435,
filed January 23, 2001.

BACKGROUND OF THE INVENTION
Fleld of the Invention
[0002] The present invention relates to the field of medicine generally, and more specifically -
to microbiology, immunology, vacclnes and the prevention of infection by a bacterial pathogen by
immunization.
Summary of the Related Art

[0003] Neisseria meningitidis is a leading cause of bacterial meningitis and sepsis throughout
the world. The incidence of endemic meningococcal disease during the last thirty years ranges
from 1 to 5 per 100,000 in the developed world, and from 10 to 25 per 100,000 in developing
countries (Reido, F.X., et. al. 1995). During epldemics the incidence of meningococcal disease
approaches 1000 per 1000,000. There are approximately 2,600 cases of bacterial meningitis
per year In the United States, and on average 330,000 cases in developing countries. The case
fatality rate ranges between 10 and 20%.

[0004] Pathogenic meningococci are enveloped by a polysaccharide capsule that is attached
to the outer membrane surface of the organism. Thirteen different serogroups of meningococci
have been identified on the basis of the immunological specificity of the capsular polysaccharide
{Frasch, C.E., et. al. 1985). Of these thirteen serogroups, five cause the majority of tmeningo-
coccal disease; these include serogroups A, B, C, W135, and Y. Serogroup A is responsible for
most epldemic disease. Serogroups B, C,-and Y cause the majority of endemic disease and lo-
calized outbreaks.

[0005] The human naso-oropharyngeal mucosa is the onfy known natural reservoir of Neisse-
ria meningitidis. Colonization takes place both at the exterior surface of the mucosal cell and the
subepithefial tissue of the nasopharynx. Caniage of meningococci can last for months. Spread-
ing of meningococcei occurs by direct contact or via air droplets, Meningococci become Invasive
by passing through the mucosal epithelium via phagocytic vacuoles as a result of endocytosls.
Host defense of invasive meningococci is dep_endent upon complemantmediated bacteriolysis.
The serum antibodies that are responsibie for complement-mediated bacteriofysis are directed in
large part against the outer capsular polysaccharide,

[0006] Vaccines based on meningococcal polysaccharide have been described which alicit
an immune response against the capsular polysaccharide. These antibodies are capable of com-
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plementmediated bacteriolysis of the serogroup specific meningococcl. The meningococcal
polysaccharide vaccines were shown to be efficacious in children and adults (Peltola, H., et. al,
1577 and Artenstein, M.S,, et. al. 1970), but the efficacy was limited In infants and young chil-
dren (Reingold, A.L., et-al. 1985). Subsequent doses of the polysaccharide in younger popula-
tions elicited a weak or no booster response (Goldschneider, |., et. al. 1973 and Gold, R., et. al.
1977). The duration of protection ellcited by the meningococcal polysaccharide vaccines is not
long lasting, and has been estimated to be between 3 to 5 years in adults and children above four
years of age (Brandt, B., et. al. 1975, Kayhty, H., et. al. 1980, and Ceesay, S. J., et. al. 1993).
For children from one to four years old the duration of protection is less than three years {(Rein-
gold, AL., et. al. 1985).

[0007] Polysaccharides are incapable of binding to the major histocompatibliity complex
molecules, a prerequisite for antigen presentation to and stimulation of T-helper lymphocytes, i.e.,
they are T-cell independent antigens. Polysaccharides are able to stimulate B lymphocytes for
antibody production without the help of T-helper lymphocytes. As a result of the Tindependent
stimulation of the B lymphocytes, there is 2 lack of memory induction following immunization by
these antigens. The polysaccharide antigens are capable of eliciting very effective T-independent
responses in adults, but these Tindependent responses are weak in the immature Immiune sys-
tem of infants and young children.

[0008] T-independent polysaccharide antigens can be converted to T-dependent antigens by
covalent attachment of the polysaccharides to protein molecules ("carrfers® or “carrier proteins”.
B cells that bind the polysaccharide component of the conjugate vaccine can be activated by
helper T cells specific for peptides that are a part of the conjugated carrier protein. The Thelper
response to the carrier protein serves to augment the antibody production to the polysaccharide,
[0009] The serogroup B polysaccharide has been shown to be poorly to nonrdmmunogenic in
the human population (Wyle, F.A,, et. al. 1972). Chemical attachment of this serogroup polysac-
charide to proteins has not significantly altered the immune response in laboratory animals
{Jennings, H. J., et. al. 1981), The reason for the lack of immune response to this serogroup
polysaccharide is thought to arise from structural similarities between the serogroup B polysac-
charide and polysialylated host glycoproteins, such as the neural cell adhesion molecules.
[0010] A meningococcal conjugate vaccine based on serogroup C polysaccharide has been
described. This monovalent vaccine elicits a strong functional antibody response to the capsular
polysaccharide present on strains of N. meningitidis corresponding to serogroup C. Such a vac-
cine is only capable of protecting against disease caused by serogroup C bacteria.
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[0011] Existing vaccines based on meningococcal polysaccharide are of limited use in young
children and do not provide longasting protection in adults. The only meningococcal vaccine
which as been shown to be capable of eliciting longlasting protection in all groups, including chil-
dren, at risk for meningococcal infection is based on a polysaccharide from a single serogroup of
N. meningitidis and provides no protection against infection by other serogroups. Thus, a need
exists for a meningococcal conjugate vaccine capable of conferring broad, iongdived protection
against meningococcal disease in children and adults at risk for meningococcal infection. The
multivalent meningococcal polysaccharides of the present invention solve this need by providing
vaccine formulations in which immunogenic polysaccharides from the major pathogenic sero-
groups of N. meningitids have been converted to T-dependent antigens through conjugations to
carrier proteins.

SUMMARY OF THE INVENTION
[0012] The present invention provides immunological compositions for treatment of menin-
gococcal polysaccharide-protein conjugates caused by pathogenic Nelsseria meningitidis,
[0013] The present nvention provides immunological compositions comprising two or more
proteinpolysaccharide conjugates, wherein each of the conjugates comprises a capsular poly-
saccharide from N. meningitidis conjugated to a carrier protein.
[0014] The present invertion provides immunological compositions comprising two or more
distinct protein-polysaccliaride conjugates, wherein each of the conjugates comprises a capsular
polysaccharide from a different serogroup of N. meningiticls conjugated to a camier protein.
[0015] The present invention provides vaccines for meningococcal polysaccharide-protein
conjugates caused by pathogenic Neisseria meningitidis. The present invention provides multiva-
lent meningococcal vaccines comprised of immunologically effective amounts of from two to four
distinct proteinpolysaccharide conjugates, wherein each of the conjugates contains a different
capsular polysaccharide conjugated to a carrier protein, and wherein each capsular polysaccha-
ride is selected from the group conisisﬁng of capsular polysaccharide from serogroups A, C, W-
135andY.
[0016] The present invention also provides methods of manufacture of a multivalent menin-
gococcal polysaccharide-protein composition comprising purifying two or more capsular polysac-
charides from pathogenic Neisseria meningitidis; conjugating the purified polysaccharides to one
or more carier proteins and combining the conjugates to make the muitivalent meningococeal
polysaccharide-protein composition.
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[0017] The present invention further provides a methad of inducing an immunological re-
sponse to capsular polysaccharide of N. meningitidls comptising administering an immunologi-
cally effective amount of the immunological composition of the invention to 2 human or animal,
[0018] The present invention provides a multivalent meningococeal vaccine comprised of
immunologically effective amounts of from two to four distinct proteinpolysaccharide conjugates,
wherein each of the conjugates contzins a different capsular polysaccharide conjugated to a car-
rier protein, and wherein each capsular polysaccharide is selected from the group consisting of
capsular polysaccharide from serogroups A, C, W135 and Y.

[0019] The present invention provides a method of protecting a human or animal susceptible
to infection from N. meiiingitidis comprising administering an immunologically effective dose of
the vaccine of the invention to the human or animal,

[0020]). Al patents, patent applications, and other publications recited herein are hereby in-
corporated by referencs in their entirety.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0021] The present invention comprises an immunological composition of two or more dis-
tinct proteinpolysaccharide conjugates, wherein each of the conjugates comprises a capsular
polysaccharide conjugated to a carrier protein. Thus, the present invention includes composi
tions that comprise two or more different capsular polysaccharides conjugated to one or more
carrier protein(s).
[0022] Capsular polysaccharides can be prepared by standard techniques known to those of
skili in the art (ref). In the present invention capsular polysaccharides prepared from serogroups
A, C, W-135 and Y of N. meningitidis are preferred,
[0023] Ina preferred embodiment, these meningococcal serogroup conjugates are prepared
by separate processes and formulated into a single dosage formulation. For example, capsular
polysaccharides from serogroups A, C, W-135 and Y of N. meningitidis are separately purified.
[0024] ina preferred embodiment of the present invention the purified polysaccharide is de-
polymerized and activated prior to conjugation to a carrier protein. In a preferred embodiment of
the present invention capsular polysaccharides of serogroups A, C, W-135, and Y from N. menin-
gitidis are partially depolymerized using mild oxidative conditions.
[0025] The depolymerization or partial depolymerization of the polysaccahrides may then be
followed by an activation step. By “activation” Is meant chemical treatment of the polysaccharide
to provide chemical groups capable of reacting with the carrier protein. A preferred activation
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method involves treatment with adipic acid dhyrazide in physiological saline at pH 5.0+0.1 for
approximately two hours at 15 to 30°C. One process for activation is described in U.S. Patent
5,965,714,

[0026] Once activated, the capsular polysaccharides may then be conjugated to one or more
carrier proteins. In a preferred embodiment of the present invention each capsular polysaccha-
ride is separately conjugated to a single carrier protein species. In a preferred embodimesnt the
capsular polysaccharides from serogroups A, C, W-135 and Y of N. meningitidis are each sepa-
rately conjugated to the same carrier protein species.

[0027] Carrier proteins may include Inactivatad bacterial toxins such as diphtheria toxoid,
CRM197, tetanus toxoid, pertussis toxoid, E. coll LT, E. coli ST, and exotoxin A from Pseudomo-
nas aeruginosa, Bacterial outer membrane proteins such as, outer membrane cor_nplex c
(OMPC), porins, transferrin binding proteins, pneumolysls, pneumococcal surface protein A
IPépA), or pneumococcal adhesin protein {PsaA), could also be used. Other proteins, such as
ovalbumin, keyhole limpit hemocyanin (KLH), bovine serum albumin (BSA) or purified protein de-
rivative of tuberculin (PPD) may also be used as carrier proteins. Carrier proteins are preferably
proteins that are nontoxic and nonreactogenic and obtainable in sufficient amount and purity.
Carrier proteins should be amenable to standard conjugation procedures. In a preferred em-
bodiment of the present invention diphtherla toxin purified from cultures of Corynebacteria diph-
theriae and chemically detoxified using formaldehyde Is used as the carrier protein.

[0028]  Adter conjugation of the capsular polysaccharide to the carrier protein, the polysac-
charide-proteln conjugates may ba purified {enriched with respect o the amount of polysaccha-
ride-protein conjugate) by a variety of techniques. One goal of the purification step is to remove
the unbound polysaccharide from the polysaccharide-protein conjugate. One method for purifice-
tion, involving ulirafiltration in the presence of ammonium sulfate, is described in U.S. Patent .
6,146,902, Altematively, conjugates can be purified away from unreacted protein and polysac-
charide by any number of standard techniques including, inter alia, size exclusion chromatogra-
phy, densily gradient centrifugation, hydrophobic interaction chromatography or ammonium sul
fate fractionation. See, e.g., P.W. Anderson, et. al. (1986). J. Immunol. 137: 1181-1186. See
also H. J. Jennings and C. Lugowski {1981) J. Immunol. 127: 1011-1018.

[0028]  After conjugation of the polysaccharide and carrier protein the immunological compo-
sitions of the present invention are made by combining the varlous polysaccharide-protein conju-
gates, The immunological composttions of the present invention comprise two or more different
capsular polysaccharides conjugated to one or more carrier protein{s). A preferred embodiment



WO 02/058737 PCT/US0201963

of the present invention is a bivalent immunological composition comprising capsular polysaccha-
rides from serogroups A and C of N. meningitidis separately conjugated to diptheria toxoid. More
preferably the present invention is a tetravalent immunological composition comprising capsular
polysaccharides from serogroups A, C, W-135 end Y of N. meningitidis separately conjugated to
diptheria toxoid.

[0030] Preparation and use of carrier proteins, and a variety of potential conjugation prace-
dures, are well known to those skilled in the art. Conjugates of the present invention can be pre-
pared by such skilled persons using the teachings contained in the present invention as well as
information readlly available in the general iterature. Guidance can also be obtained from any
one or all of the following U.S. patents, the teachings of which are hereby incorporated in their
ertirety by reference: U.S. 4,356,170; U.S. 4,619,828; U.S, 5,153,312; U.S. 5,422,427 and
US.5445817.

[0031] The immunological compositions of the present invention are made by separately
preparing polysaccharide-protein conjugates from different meningococcal serogroups and then
combining the ct.:njugates. The immunological compositions of the present invention can be used
as vaccines. Formulation of the vaccines of the present invention can be accomplished using art
recognized methods. The vaccine compositions of the present invention may also contain one
or more adjuvants. Adjuvants include, by way of example and not fimitation, aluminum adjuvants,
Freund's Adjuvant, BAY, DC-chol, pcpp, monophoshoryl lipid A, CpG, QS-21, cholera toxin and
formyl methionyl peptide. See, e.g., Vaccine Design, the Subunit and Adjuvant Approach, 1995
{M.F. Powell and M. J, Newman, eds., Plenum Press, NY). The adjuvant is preferably an aluninum
adjuvant, such as aluminum hydroxide or aluminum phosphate.

[0032] As demonstrated below, the vaccines and immunological compositions according to
the invention elicit a T-<lependentdike immune response In various animal models, whereas the
polysaccharide vaccine elicits a Tindependentiike immune response. Thus, the compositions of
the invention are also useful research tools for studying the blological pathways and processes
involved in T-dependent-like Immune responses to N. meningitidis antigens.

[0033] The amount of vaccine of the invention to be administered a human or animal and the
regime of administration can be determined In accordance with standard techniques well known
to those of ordinary skill in the pharmaceutical and veterinary arts taking into consideration such
factors as the particular antigen, the adjuvant (if present), the age, sex, weight, species and con-
dition of the ﬁarlicular animal or patient, and the route of administration. In the present invention,
the amount of polysaccharideprotein carrier to provide an efficacious dose for vaccination
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against N. meningitidis can be from between about 0.02 pg to about 5 pg per kg body weight. In
a preferred composition and method of the present invention the dosage is between about 0.1
ug to 3 ug per kg of body weight. For example, an efficacious dosage will require less antibody
if the postinfection time elapsed is less since there is less time for the bacteria to proliferate. In
like manner an efficacious dosage will depend on the bacterial load at the time of diagnosis. Mul-
tiple injections administered over a period of days could be considered for therapeutic usage.
[0034] The muliivalent conjugates of the present invention can be administered as a single
dose or in a series (i.e., with a “booster” or “boosters”). For example, a child could receive a
single dose early in life, then be administered a booster doss up to ten years Iater, as is currently
recommended for other vaccines to prevent childhood diseases.

[0035] The booster dose wili generate antibodies from primed B-cells, I.e., an anamnestic
response. Thatis, the multivalent conjugate vaccine elicits a high primary (i.e., following a single
administration of vaccine) functional antibody response in younger populations when compared to
the licensed polysaccharide vaccine, and is capable of eliciting an anamnestic response {i.e., fol-
lowing a booster administration), demonstrating that the protective immune response elicited by
the multivalent conjugate vaccine of the present invention is long-ived.

[0036] Compositions of the invention can Include fiquid preparations for orifice, e.g., oral,
nasal, anal, vaginal, peroral, intragastric, mucosal {e.g., perfinqual, alveolar, gingival, offactory or
respiratory mucosa) etc., administration such as suspensions, syrups or elixirs; and, preparations
for parenteral, subcutaneious, intradermal, intramuscular, intraperitoneal or intravenous admini-
stration {e.g., injectable administration), such as sterile suspensions or emulsions. Intravenous
and parenteral administration are preferred. Such compositions may be in admixture with a suit-
able carrier, diluent, or excipient such as sterile water, physiological saline, glucose or the like.
The compositions can also be lyophilized. The compositions can contain awxillary substances
such as wetting or emulsifying agents, pH buffering agents, gelliné or viscosity enhancing addi-
tives, preservatives, flavoring agents, colors, and the like, depending upon the route of admini-
stration and the preparation desired, Standard texts, such as "REMINGTON'S PHARMACEUTICAL
SCIENCE", 17" edition, 1985, Incorporated herein by reference, may be consulted to prepare
suitable preparations, without undue experimentation,

[0037] Compositions of the invention are conveniently provided as liquid preparations, e.g.,
isotonic aqueous solutions, suspensions, emulsions or viscous compositions that may be buff-
ered to a selected pH. If digestive tract absorption is preferred, compositions of the invention
can be in the “solid” form of pills, tablets, capsules, caplets and the fike, including *solid® prepara-
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tions which are time-released or which have a liquid filling, e.g., gelatin covered liquid, whereby

" the gelatin is dissolved in the stomach for defivery to the gut. |f nasal or respiratory (mucosal)
administration is desired, compositions may be in a form and dispensed by a squeeze spray dis-
penser, pump dispenser or aerosol dispenser. Aerosols are usually under pressure by means of
a hydrocarbon. Pump dispensers can preferably dispense a metered dose or a dose having a
particular particle size.

[0038] Liquid preparations are normally easier to prepare than gels, other viscous composi
tions, and solid compositions. Additionally, liquid compositions are somewhat more convenient to
administer, especially by injection or orally, to animals, children, particularly small children, and
others who may have difficulty swallowing a pill, tablet, capsule or the like, or In multidose situa-
tions. Viscous compositions, on the other hand, can be formulated within the appropriate viscos-
ity range to provide longer contact periads with mucosa, such as the lining of the stomach or na-
sal mucosa,

[0038] Obviously, the cholce of suitable carriers and other additives will depend on the exact
route of administration and the nature of the particular dosage form, e.g., liquid dosage for (e.g.,
whether the compasition is to be formulated into a solution, a suspension, gel or another liquid
form), or solid dosage form {e.g., whether the composition is to be formulated into a pill, tablet,
capsule, caplet, time release form or liquidilled form),

[0040] Solutions, suspensions and gels, normally contain a major amount of water (prefera-
bly purified water) In addition to the active ingredient. Minor amounts of other ingredients such as
pH adjusters (e.g., a base such as NaOH), emuisifiers or dispersing agents, buffering agents,
preservatives, wetting agents, jelling agents, (e.g., methylcellulose), colars and/or flavors may
also be present. The compositions can be isotonic, i.e., it can have the same osmotic pressure
as blood and [acrimal fluid.

[0041] The desired Isotonicity of the compositions of this invention may be accomplished
using sodium tartrate, propylene glycol or other inorganic or organic solutes. Sodium chloride is
preferred particularly for buffers containing sodium ions.

[0042] Viscosity of the compositions may be maintained at the selected level using a phar-
maceitically acceptable thickening agent. Methylcellulose is preferred because it Is readlly and
economically available and is easy to work with. Other suitable thickening agents include, for ex-
ample, xanthan gum, carboxymethyl cellulose, hydroxypropyt cellulose, carbomer, and the like.
The preferred concentration of the thickener will depend upon the agent selected. The important
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point is to use an amount that will achieve the selected viscosity. Viscous compositions are nor-
mally prepared from solutions by the addition of such thickening agents.
[0043] A pharmaceutically acceptable preservative can be employed to increase the shelf life
of the compositions. Benzyl alcohol may be suitable, although a variety of preservatives includ-
ing, for example, parabens, thimerosal, chlorabutanol, or benzalkonlum chioride may also be em-
ployed. A suitable concentration of the preservative will be from 0.02% to 2% based on the total
weight although there may be appreciable variation depending upon the agent selected.
[0044] Those skilled in the art will recognize that the components of the compositions must
be selected to be chemically inert with respect to the N. meningitidis polysaccharideprotein car-
rier canjugates.
[0045] The invention will be further described by reference to the following illustrative, non-
limiting examples setting forth in detail several preferred embodiments of the inventive concept.
Other examples of this invention will be apparent to those skilled in the art without departing from
the spirit of the invention.
EXAMPLES
Example 1
Preparation of Neisseria meningitidis
seragroups A, C, W-135, and Y purified capsular polysaccharides powders
Crude paste preparation
[0046] Separately, Neisseria meningitidis serogroup A, C, W135, and Y wet frozen seed cul-
fures were thawed and recovered with the ald of liquid Watson Scherp medium and planted in
Blake bottles containing Mueller Hinton agar medium. The Blake were incubated at 35 to 37°C in
a CO, atmosphere for 15 to 19 hours. Following the incubation period, the growth from the
Blake bottles were dislodged and added to 4L flasks containing Watson Scherp medium. The
flasks were incubated at 35 to 37°C for 3 to 7 hours on a platform shaker. The contents of the
41 flasks were fransferred to a fermenter vessel containing Watson Scherp medium. The fer-
menter vessel was incubated at 35 to 37°C for 7 to 12 hours controlling dissolved oxygen con-
tent and pH with supplement feed and antifoam additions. After the incubation period, the con-
tents of the fermentor vessel were transferred to a 5001 tank, Cetavion was added, and the ma-
terial mixed for 1 hours, The Cetavion treated growth was centrifuged at approximately 15,000
to 17,000xg at a fow rate of approximately 30 to 70 liters per hours. The crude polysaccharide
was precipitated from the supemnatant with a second Cetavion precipitation. Cetavion was added
to the supemnatant and the material mixed for at least 1 hour at raom temperature, The material
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was stored at 1 to 5°C for 8 to 12 hours. The precipitated polysaccharide was collected cen-
trifugation at approximately 45,000 to 50,000xg at a flow rate of 300 to 400ml per minute. The
collected paste was stored at-60°C or lower until further processed.

Purified volvsacchatide powder preparation

[00471 The inactivated paste was thawed and transferred to a blender. The paste was
blended with 0.9M calcium chioride to yield a homogeneous suspension. The suspension was
centrifuged at approximately 10,000xg for 15 minutes. The supematant was decanted through a
lint free pad into a container as the first extract. A second volume of 0.9M calcium chloride was
added to the paste, and blended to yield a homogeneous suspension. The suspension was cen-
trifuged as above, and the supematant combined with the supemnatant from the first extraction. A
total of four extractions were performed, and the supematants pooled. The pooled extracts were
concentrated by ultrifiltration using 10-30kDA MWCO spiral would ultrafittration units.

[0048]) Magnesium chloride was added to the concentrated, and the pH adjusted to 7.2 to
7.5 using sodtum hydroxide. DNase and RNase were added to the concentrate, and incubated at
25 to 28°C with mixing for 4 hours. Ethanol was added to a concentration of 30 to 50%. Pre-
cipitated nucleic acid and protein were removed by cenirifugation at 10,000xg for 2 hours. The
supernatant was recovered and the polysaccharide precipitated by adding ethanol o 80% and
ailowing it to stand overnight at 1 to 5°C. The alcohol was siphoned off, and the precipitated
polysaccharide was centrifuged for 5 minutes at 10,000xg. The precipitated polysaccharide was
washed with alcohol. The polysaccharide was washed with acetone, centrifuged at 15 to 20 min-
utes at 10,000xg. The polysaccharide was drled under vacuum. The initiaf polysaccharide pow-
der was dissolved into sodium acetate solution. Magnesium chloride was added and the pH ad-
Justed to 7.2 to 7.5 using sodium hydroxide solution. DNase and RNase were added to the solu-
tion and incubated at 25 to 28°C with mixing for 4 hours to remove rasidual nucleic acids. After
incubation with these enzymes, an equal volume of sodium acetatephenol solution was added to
the polysaccharide-enzyme mixture, and placed on a platform shaker at 1 to 5°C for approxi-
mately 30 minutes. The mixture was centrifuged at 10,000xg for 15 to 20 minutes. The upper
aqueous layer was recovered and saved. An equal volume of sodium acetate-phenol solution was
added to the aqueous layer, and exiracted as above. A total of four extractions were performed
{o remove protein and sndotoxin from the polysaccharide solution. The combined aqueous ex-
tracts were diluted up to ten fold with water for injection, and diafiltered against 10 volumes of
water for injection. Calcium chioride was added to the diafiltered polysaccharide. The polysac-
charide was precipitated ovemight at 1 to 5°C by adding ethanol to 80%. The alcohol super-
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natant was withdrawn, and the polysaccharide collected by centrifugation at 10,000xg for 15
minutes. The purified polysaccharide was washed two times with ethanol, and once with acetone,
The washed powder was dried under vacuum In a desiccator, The dried powdar was stored at -
30°C or lower until processed onto conjugate,

Example 2
Depolymerization of Nelsseri inaiticis
serogroups A,G, W135, and Y purified capsudar polysaccharide powder
[0049] Materials used in the preparation Include purified capsular polysaccharide powders
from Neisseria meningitidis serogroups A, C, W-135, and Y (prepared in accordance with Exam-
ple 1), sterile 50mM sodium acetate buffer, pH 6.0, sterde 1N hydrocholoric acid, sterile 1N so-
dium hydroxide, 30% hydrogen peroxide, and sterile physiclogical saline (0.85% sodium chloride).
[0050] Each serogroup polysaccharide was depolymerized in a separate reaction. A
stainless steel tank was charged with up to 60g of purified capsular polysaccharide powder.
Sterile 50mM sodium acetate buffer, pH 6.0 was added to the polysacchéride to vield a concen-
fration of 2.5g polysaccharide per liter. The polysaccharide solution was allowed to mix at 1 to
5*C for 12 to 24 hours to effect solution. The reaction tank was connected to a heat exchanger
unit. Additional 50mM sodium acetate buffer, pH 6.0, was added to dilute the polysaccharide to
reaction concentration of 1.25g per liter. The polysaccharide solution was heated to 55°C+0.1.
An aliquot of 30% hydrogen peroxide was added to the reaction mixture to yield a reaction con-
centration of 1% hydrogen peroxide.
[0051] The course of the reaction was monttored by following the change in the molecular
size of the polysaccharide over time. Every 15 to 20 minutes, aliquots were removed from the
reaction mixture and injected onto a HPSEC column to meastire the molecular size of the poly-

- saccharide. When the molecular size of the polysaccharide reached the targeted molecular size,

the heating unit was turned off and the polysaccharide solution rapidly cooled to 5°C by circula-
tion through an ice water bath. The depolymerized polysaccharide solution was concentrated to
15g per liters by connecting the reaction tank to an ultrafiltration unit equipped with 3000 MWCO
regenerated cellulose cartridges. The concentrated depolymerized polysaccharide solution was
diafittered against 10 volumes of sterile physiological saline (0.85% sodium chloride). The de-
polymerized polysaccharide was stored at 1 to 5°C until the next process step.

[©052] 'I_'he molecular size of the depolymerized polysaccharide was determined by passage
through a gel fittration cﬁromatography column sold under the tradename "Ultahydroge™250"
that was calibrated using dextran molecutar size standards and by multiangle laser light scatter-
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ing. The quantity of polysaccharide was determined by phosphorus content for serogroup A us-
ing the method of Bartlet, G.R.J. (1959) Journal of Biological Chemistry, 234, pp-466-468, and by
the sialic acid content for serogroups C, W135 and Y using the method of Svennerholm, L.
(1955) Biochimica Biophysica Acta 24, pp604-611. The O-acetyl content was determined by the
method of Hesterin, S. {1949} Jounal of Biological Chemistry 180, p249. Reducing activity was
determined by the method of Park, J.T. and Johnson, M.J. {1949 Joumal of Biclogical Chemistry
18], pp149-151. The structural integrity of the depolymerized polysaccharide was determined
by protein 'H and *3C NMR. The purity of the depolymerized polysaccharide was determined by
measuring the LAL {endotoxin) content and the residual hydrogen peroxide content.

Example 3
Derivatization of Neisseria meningitidis
serogroups A, C,W-135, and Y depolymerized polysaccharide
[0053] Materials used in this preparation include hydrogen peroxide depolymerized capsular
polysaccharide serogroups A, C, W-135, and Y from Neisseria meningitidls {prepared in accor-
dance with Example 2), adipic acid ditydrazide, 1-ethyl-3{3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
(EDAC) for serogroup A only, sodium cyanborohydride, sterile 1N hydrocholoric acid, sterile 1N
sodium hydroxide, sterile 1M sodium chioride, and sterile physiological saline (0.85% sodium
chloride). '
[0054] Each serogroup polysaccharide was derivatized in a separate reaction. A stainless
stee! tank was charged with the purified depolymerized polysaccharide, and diluted with sterile
0.85% physiological saline to achieve a final reaction concentration of 6g polysaccharide per liter,
To this solution was added a concentrated aliquot of adipic acld dihydrazide dissolved in sterile
0.85% physiological saline, in order to achieve a reaction concentration of 1g per liter. For sero-
group A only, EDAC was added as a concentrated aliquot dissolved in sterile 0.85% physiological
sallne, to achieve a reaction concentration of 1g per liter. The pH was adjusted to 5.0£0.1, and
this pH was maintalned for 2 hours using sterile 1N hydrochloric acid and sterile 1N sodium hy-
droxide at room temperature (15 to 30°C). After two hours, a concentrated aliquot of sodium
cyanoborohydride, dissolved in 0.85% physiological saiine, was added to the reaction mixture to
achieve a reaction concentration of 2g per liter, The reaction was stired at room temperature
(15 to 30°C) for 44 hours x4 hours while maintaining the pH at 5.5+0.5. Following this reaction
period, the pH was adjusted to 6.0x0.1, and the derivatized polysaccharide was concentrated to
12g polysaccharide per liter by connecting the reaction tank to a ulirafitration unit equipped with
2 3000 MWCO regenerated cellulose carlridges. The concentrated derivatized polysaccharide
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was diafiltered against 30 volumes of 1M sodium chioride, followed by 10 volumes of 0.15M so-
dium chloride. The tank was disconnected from the ultrafittration unit and stored at 1 to 5°C for
7 days. The tank was reconnected to an ultrafiltration unit equipped with 3000 MWCO regener-
ated cellulose cariridges, and diafiltered against 30 volumes of 1M sodium chloride, followed by
10 volumes of 0.15M sodium chloride.

[0055] The molecular size of the derivatized polysaccharide, the quantity of polysaccharide,
and the O-acetyl content were measured by the same methods used on the depolymerized poly-
saccharide. The hydrazide content was measured by the 2, 4, 6-trinitrobenzensulfonic acid
method of Snyder, S.L. and Sobocinsld, P.Z. {1975) Analytical Biochemistry 64, pp282-288. The
structural integrity of the derivatized polysaccharide was determined by proton H and 13 NMR,
The purity of the derivatized polysaccharide was determined by measuring the level of unbound
hydrazide, the LAL (endotoxin} content, and the residual cyanoborohydride content.

Example 4
Preparation of carrier protein
Preparation of crude diphtheria toxoid protein

[0056] Lyophilized seed cultures were reconstituted and incubated for 16 to 18 hours. An
aliquot from the culture was transferred to a 0.5iter flask containing growth medium, and the
culture flask was incubated at 34.5 to 36.5°C on a rotary shaker for 7 to 9 hours. An aliquot
from the cutture flask was transferred to a 4-iter flask containing growth medium, and the cutture
flask was incubated at 34.5 to 36.5°C on a rotary shaker for 14 to 22 hours. The cuftures from
the 4iter flask were used to inoculate a fermenter conteining growth media. The fermenter was
incubated at 34.5 to 36.5°C for 70 to 144 hours. The contents of the fermenter were filtered
through depth filters into a collection vessel. An aliquot of formal&ehyde solution, 37% was
added to the harvest to achieve a concentration of 0.2%. The pH was adjusted to 7.4 to 7.6.
The harvest was filtered through a 0.2 micron fitter cariridge into sterile 20 liter bottles. The bot-
tles were incubated at 34.5 to 36.5°C for 7 days. An aliquot of formaldehyde solution, 37%, was
added to each 20 liter bottle to achieve a concentration of 0.4%. The pH of the mixtures was
adjusted to 7.4 to 7.6. The botlles were incubated at 34.5 to 36.5°C for 7 days on a shaker. An
aliquot of formaldehyde solution, 37%, was added to each 20 [iter bottie to achieve a concentra-
tion of 0.5%. The pH of the mixtures was adjusted to 7.4 to 7.6. The bottles were incubated at
34.5 1o 36.5°C for 8 weeks. The crude toxoid was tested for detoxification. The bottles were
stored at 1 to 5°C during the testing period.
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20-iter bottles were combined into a purification tank. The pH of the toxold was adjusted to 7.2
to 7.4, and charcoal was added to the crude toxold and mixed for 2 minutes. The charcoal
toxoid mixture was allowed to stand for 1 hours, and was then filtered through a depth filter car-
tridge into a second purification tank. Solid ammoniuim sulfate was added to the filtrate to
achieve 70% of saturation. The pH was adjusted to 6.8 to 7.2, and the solution was allowed to
stand for 16 hours. The precipitated protein was collected by filtration and washed with 70% of
saturation ammonium sutfate solution, pH 7.0. The precipitate was dissolved into sterile distilled
water, and the protein solution was filtered into a stainless steel collection vessel. The pH was
adjusted to 6.8 to 7.2, and ammonium sulfate was added to 40% of saturation. The pH of the
solution was adjustad to 7.0 to 7.2, and the solution was allowed to stand for 16 hours. The
precipitate was removed by filtration and discarded. Ammonium suffate was added to the filtrate
to 60% of saturation, and the pH adjusted to 7.0to 7.2. The mixture was allowed to stand for 16
hours, and the precipitated protein was collected by filtration. The precipitate was dissolved into
sterile distilled water, filtered to remove undissolved protein, and diafiitered against 0.85%
physiological saline, .

umes of 0.85% physiological sallne suing a 10,000 MWCO regenerated cellulose fiiter cariridge.
The concentrated protein solution was sterilized by filtration through a 0.2 micron membrane.
The protein solution was stored at 1 to 5°C until processed onto conjugate.

[0059] The protein concentration was determined by the method of Lowry, O.H. et. al (1951)
Joumnal of Biological Chemistry 193, p265-275. The purity of the protein was measured by sterik
ity, LAL (endotoxin) content, and residual formaldehyde content.

Example 5

Preparation of monovalent Conjugates of Neisseria meningitidis
serogroups A, C, W-135, and Y polysaccharide to diphtheria toxoid protein

[0060] Materials used In this preparation include adipic acid derivatized polysaccharide from
Neisseria meningitidis serogroups A, C, W-135, and Y (prepared in accordance with Example 3},
sterfle diphtheria toxoid protein (prepared in accordance with Example 4), EDAC, ammonium sul-
fate, sterile 1IN hydrochloric acid, sterile 1N sodium hydroxide, and sterile physiological safine
(0.85%).
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[0061] Each serogroup polysaccharide conjugate was prepared by a separate reaction. All
four conjugates were prepared by the following process. A stainless steel tank was charged with
the purified adipic acld derivatized polysaccharide at a reaction conceniration of 700 to
1000pmoles of reactive hydrazide per liter and purified diphtheria toxoid protein at a reaction
concentration of 3.8 to 4.0g protein per liter. Physiological saline 0.85%, was used to dilute the
starting materials to the target reaction concentrations and the pH was adjusted to 5.0+0.1. An
aliquot of EDAC was added to the polysaccharide protein mixture to achieve a reaction concen
tration of 2.28 to 2.4¢ per [iter. The pH of the reaction was kept at 5.0+0.1 for 2 hours at 15 to
30°C. After two haurs, the pH was adjustad to 7.0+0.1 using sterle 1N sodium hydroxide, and'
the reaction was stored at 1 to 5°C for 16 to 20 hours.

[0062] The reaction mixture was allowed to warm to 15 to 30°C and the reaction vessel was
connected to an ultraﬂhraﬁon unit equipped with a 30,000 MWCO regenerated cellulose car-
tridge. Solid ammonium suifate was added to 60% of saturation (for serogroups A, W-135 and Y)
and 50% of saturation (for serogroup C). The conjugate reaction mixture was diafiltered against
20 volumes of 60% of saturated ammonium sulfate solution (for serogroups A, W-135 and Y) and
50% of saturated ammonium sulfate solution (for serogroup C), followed by 20 volumes of physio-
logical safine, 0.85%. The diafiltered conjugate was first filtered through a fitter capsule contain-
ing a 1.2 micron and a 0.45 micron filter, and then through a second filter cabsule containing a
0.22 micron filtter. .

.[0063] The quantity of polysaccharide and O-acetyl comtent were measured by the same
methods used on the debolymerized and derivatized polysaccharide. The quantity of protein was
determined by the Lowry method. The molecular size of the conjugate was determined by pas-
sage through a gel filtration chromatography column sold under the tradename “TSK6000PW®
that used DNA as the void volurne marker, ATP as the total volume marker, and bovine thy-
roglobulin as a reference marker. In addition, the molecular size of the conjugate eluted from the
TKS6000PW column was measured by multiangle laser light scattering. The antigenic character
of the conjugate was measured by binding to antipolysaccharide serogroup specific antibody us-
Ing double-sandwich ELISA method. The purity of the conjugates was determined by measuring
the amount of unbound {(unconjugated) polysaccharide by elution though a hydrophobic interaction
chromatography column, unconjugated protein by capillary electrophoresis, sterifity, LAL {en-
dotoxin) content, residual EDAC content, and residual ammonium lon content,
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Example 6

Formulation of a multivalent meningococcal
A, C, W-135, and Y polysaccharide diphtheria toxoid conjugate vaccine

[0064] Materials used in this preparation include, serogroups A, C, W-135, and Y polysaccha-
ride-diphtheria toxoid conjugates (prepared in accordance with Example 5), sterile 100mM so-
dium phosphate buffered physiclogical saline (0.85% sodium chloride).

[0065] An aliquot of sterile 100-500mM sodium phosphate buffered physiological safine was
added to physiological saline (0.85%) in a stainless steel bulking tank to vield a final vaccine con-
centration of 10mM sodium phosphate. An aliquot of each of from two to four of the sterile
monovalent meningococcal polysaccharide-diphtheria toxoid conjugates was added to the bulking
tank cantaining 10mM sterile sodium phosphate physlalogical saline to yield a final concentration
of 8yg of each serogroup polysaccharide per milliliter of buffer. The formulated tetravalent con-
jugate was mixed and fiftered through a 0.2um filter Into a second bulking tank.

[0066] The quantity of each s'erogroup polysaccharide present in the muitivalent formulation
was determined by component saccharide analysis using high pH anion-exchange chromatogra-
phy with pulsed amperometric detection. The quantity of protein was measured by the method of
Lowry. Th pH of the vaccine was measured using a combination electrode connected to a pH me-
ter. The antigenic character of the multivalent conjugate vaccine was measured by binding to
antipolysaccharide serogroup specific antibody using a double-sandwich ELISA method. Immu-
nogenicity of the multivalent conjugate vaccine was measured the ability of each conjugate pre-
sent in the vaccine to elicit both a primary and booster anti-polysaccharide IgG Immune response
in an animal model. The purity of the multivalent conjugate vaccine was determined by measuring
the amount of unbound (unconjugated) polysaccharide using high pH anior-exchange chromatog-
raphy with pulsed amperometric detection, sterility, LAL {endotoxin) content, pyrogenic content,
and general safety.

Example 7

Preparation of aluminum-hydroxide adjuvanted multivalent
meningococcal polysaccharide diphtheria toxold protein conjugate

[0067] Preparation of conjugate adsorbed to aluminum hydroxide. Materials used in this
preparation include serogroups A, C, W-135, and Y polysaccharide-diphtheria toxoid conjugates
preparation described in Example 5, sterile physiological saline (0.85% sodium chloride), and
sterile aluminum hydroxide in physiological saline (0.85% sodium chioride).
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[0068]  An aliquot of each of the sterile monovalent meningococcal polysaccharide diphtheria
toxoid conjugates was added 1o the bulking tank conteining physiologicat safine to yield a final
concentration of 8ug of each serogroup polysaccharide per milliliter of buffer, An aliquot of ster-
ile aluminum hydroxide in physiological saline (0.85% sadium chloride) was added to the muftiva-
lent conjugate vaccine to achieve a final concentration of 0.44mg aluminum ion per millilter vac-
cine,

Example 8

Preparation of alurninum phosphate-adjuvanted conjugate
[0069]  Materials used in this preparation include serogroups A, C, W-135, and Y polysaccha-
ride-diphtheria toxoid conjugates preparation described in Example 5, sterile physiological saline
{0.85% sodium chioride), and sterile aluminum phosphate in physiological saline (0.85% sodium
chioride), '
[0070]  An aliquot of each of the sterile monovalent meningococcal polysaccharide-diphtheria
toxoid conjugates was added to the bulking tank containing physiological saline to yield a final
concentration of 8yg of each serogroup polysaccharide per milliliter of buffer. An aliquot of ster-
ile aluminum phasphate In physiological safine (0.85% sodium chloride) was added to the multiva-
lent conjugate vaccine to achieve a final concentration of 0.44mg aluminum ion per miliiiter vac-
cine.

. Example 9

Immunogenicity of the telravaient conjugate vaccine
[0071] The tetravalent conjugate vaccine was studied for its ability to elicit an immune re-
sponse in small laboratory animals prior to evaluation in the clinic. Mice, rats and rabbits have
been used to study the immunogenicity of conjugate vaccines relative to the polysaccharide vac-
cines. These animal models are useful, because they are capable of distinguishing the conjugate
vaccine from the corresponding polysaccharide by their immune response pattern. The conju-
gate vaccine elicits a T-dependentdike immune response in these models, whereas the polysac-
charide vaccine elicits a Tindependent-lke immune response.
[0072]  In the mouse immunogenicity studies, the conjugate was diluted with physiological
saline (0.85% sodium chloride) to administer between one-guarter to one-sixteenth of a human
dose. The mice were administered one or two doses of vaccine, either conjugate or polysaccha-
ride, and blood specimens were taken two weeks post vaccination. One graup of mice served as
an unimmunized control group. Antibodies to each of the serogroup polysaccharides were

.17



WO 022058737 PCT/US02/01963
measured by an ELISA method. The serum samples were incubated with excess of each capsu-
lar polysaccharide that was bound to a ELISA microtiter plate well. Methylated human serum ak

- bumin was used to bind each serogroup polysaccharide to the microtiter well. Following incuba-
tion the microtiter well was washed with buffer, and a secondary antibody-enzyme conjugate was
added to the antibody-polysaccharide complex which binds to the antimeningococcal polysaccha-
ride antibody. The microtiter plate was washed, and a chemical substrate was added to the
polysaccharide-meningococcal antibody-secondary antibody-enzyme conjugate. The enzyme
hydrolyzes a portion of the chemical substrate that results in color formation. The amount of
color formation Is proportional to the amount of palysaccharide-meningococcal antibody-
secondary antibody-enzyme conjugate that is bound to the microtiter well. The potency of the
vaccine was determined by comparison to reference antisera for each serogroup, which is meas-
ured in the same microtiter plate, by a parallel line calculation using a four-parameter fit. The
mouse reference antisera was generated in the same strain of mice that were individually immu-
nized with three doses of each serogroup conjugate vaccine. The mouse reference antisera
were assigned titers based on the inverse of dilution yielding an optical density of 1.0.

[0073] Presented in Table 1 is a summary of antipolysaccharide IgG titers for each sero-
group achieved in Swiss-Webster mice who wer-e vaccinated with two doses of either the tetrava-
lent conjugate vaccine, both liquid and aluminum hydroxide formulation, or the corresponding tet-
ravalent polysaccharide vaccine. The IgG titers were measured on pooled sera from a set of ten
mice. Two sets of 10 mice were used to measure the immune response to each vaccine formu-
lation. Both sets were vaccinated on day 1. On day 15 (2 weeks post vaccination) blood speci-
mens were taken from one set of 10 mice, and the second set of ten mice were vaccinated with
a second dose of vaccine on day 15. Two weeks late on day 29, blood specimens were taken
from the second set of 10 mice, and from the unimmunized control group. Al antibodies were
titrated at the same time, that is, both the day 15 and day 29 blood specimens were assayed at
the same time along with the unimmunized controls and the mouse reference sera.

Table 1
Antipolysaccharide IgG titers on pooled sera from Swiss-Webster mice -
vaccinated with either tetravalent conjugate or polysaccharide.

Vaccne | D05 |[AntEMenA | Ant-MenC | Anti-Mon WI35 | AmtiMenY
Group 'H;‘p. p15 |[p20 |p15 |p29 |p15s |p29 |[p1s |bpze
Conpugate
(no 0.25 [131 |2640 |250 |1510 ]1350 |6100 |s660 | 4830
| adjuvant)

18
SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

=L



WO 02058737 PCT/US02/01963

Vacclne |Do% [Ant-Men A Anti-Men C Armti-Men W135 | Anti-Men Y

Group | 989
P |ugps|DIS |D29 jDIs j029 |DI5 D29 D15 (D29

Cojgaie 1050 1171 |6220 (416 [2050 |49 | 26000 | 5980 | 112000

 (no acgvant) \

osgwet [ 10 [249 4500 (525 2740 [1450 16600 | 11300 | 59100
e | 0.25 {2920 |4500 1010 |2980 {2300 (33700 | 11600 | 124000
e, | 050 | 5800 9550 (2280 [1010 4810 (71900 | 26400 | 330000
owpte, | 1.0 6210 |9350 |2630 [12800 [7870 | 94000 32700 | 302000
Polysaccha- .
Moo |10 (136 [173 [184 205 |612 |608 |4470 |3910
o na |~ [0 [- s |- 623 |- m

[0074]  The tetravalent conjugate vaccine, both unadjuvarted .and' adjuvanted with aluminum
hydroxide, is capable of eliciting a strong antipolysaccharide IgG immune response fn this mouse
model. The aluminum hydroxide adjuvant serves to improve both the primary and booster re-
sponse to each of the four serngrouﬁ polysaccharide conjugates. The tetravalent pglysacchal;ide
vaccine elicits a negligible immune response to serogroups A, C, and W135 in this mouse model
rejative to the unimmunized control, whereas serogroup Y does elicit a respectable Immune re-
sponse, but not a booster response. The tetravalent polysaccharide vaccine fails to elicit a
booster response to all four serogroup polysaccharides in this model. This model can readily
differentiate between the polysaccharide vaccine and the conjugate vaccine both by the magni-
tude of the immune response and booster response pattern to each of the serogroup conjugate
vaccines.

[0075] The unadjuvanted form of the tetravalent conjugate vaccine has been studied in the
clinic for safety and immunogenicity in young heatthy adults and in young healthy children. In the
adult study, subjects were vaccinated with a single dose of vaccine, formulated to contaln 4ug of
each of the four conjugates, as polysaccharide. Blood specimens were taken immediately prior
to vaccination and 28-days post vaccination. Antibodies to each of the serogroup conjugates
were measured by an ELISA measurement that quantified the amount of anti-pol'ysaccharide IgG.
The ELISA method is very similar to the method used to measure the amount if igG antibody pre-
sent in mouse sera.

[0076] Briefly, the serum samples were incubated in ELISA mlcruﬁter wells that were coated
with excess meningococcal polysaéchaﬁde that was bound to the plate with methylated human
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serum albumin, The amount of bound antibody was determined by a reaction with peroxidase-
labeled mouse antitwiman IgG specific monoclonal antibody. A subsequent reection using per-
oxidase substrate generates a chromogenic product that was measured specirophotometrically.
The resulting optical density of the chromophore correlates with the amount of |gG antibody in the
serum that is bound to the meningococcal polysaccharide on the microtiter plate. The amount of
antibody was calculated by comparison to a human reference sera (CDC 1922) with an assigned
value using a 4-parameter logistic curve method. In addition, the antibodies were measured for
their ability to lyse serogroup specific bacteria. The serum samples are first heatinactivated to
destroy complement. The serum samples are diluted by twofold dilutions in a sterile 96-well mi-
crotiter plate. Serogroup specific bacteria along with baby rabbit complement were added to the
serum dilutions and allowed to incubate. After an Incubation period, an agar overlay medium was
added to the serum/complement/bacteria mixture. The agar overlay was allowed to harden, and
then incubated overnight at 37°C with 5% carbon dioxide. Th.e next day, bacterial colonies pre-
sent in the wells were counted. The endpoint titer was determined by the reciprocal serum dilu-
tion yielding greater than 50% killing as compared to the meen of the complement control wells.
[0077] Presented in Table 2 is a summary of the antipolysaccharide mean igG concentra-
tions for each serogroup and the mean serum bactericidal antibody (SBA) titer in adult sera pre
and post vaccination with the tetravalent conjugate vaccine formulated at 4pg polysaccharide per
dose. The immune response to all four serogroup conjugates were satisfactory, that Is compa-
rable to the immune response achieved by the licensed polysaccharide vaccine in terms of both
IgG antibody and functional bactericidal antibody responses. The vaccine was found to be sai‘e
for this age group and the safety profile was found to be similar to that of the licensed polysac-
charide vaccine,

Table 2

Antipolysaccharide IgG GMC (group mean concentration and Serum Bactericidal Antibody GMTs
(group rmean titers) for young health adults vaccinated with a tetravalent meningococcal conju-
gate vaccine formulated at 44ig per dose by polysaccharide.

immune Re- IgG GMC (pug/ml)
sponse Nprw/Npoxt | [95% CI SBA GMT [95%Cl]
by Serogroup Pre Post Pre Post
33 T 287 8720
A 228 |pasm | 1226641 | 311027 | 466615428
. 2 |04 55 164 1560
. 02071 [Bo10y 71377 | Boo4osz
06 58 100 609
W35 22/8 a0 |penz |msies  |@soissn
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[mmune Re- IgG GMC (pg/ml)
vnonse | 195% c1 SBA GMT [95%CI]
by Serogroup Pre Post Pre Post
1.3 6.8 19.0 390
Y 28/28 [0.7-2.5] [3.2-14.6] [8.041.2] [143-1061]

[0078]  In younger age groups, children less than 2 years of age, the Immune response to the
polysaccharide vaccine is weak and the immunity has been estimated to wane after one year.
Children 12 to 15 months of age were administered a single dose of tetravelent conjugate vac-
cine formulated at 4pg of each serogroup polysaccharide per dose, and they were administered
a second dose of tetravalent conjugate vaccine two months following the first dose. Blood
specimens were taken prior to the first and second vaccination, and one month post the second
vaccination. The antibody responses to the four serogroup conjugates are summarized in Table
3. For each serogroup a booster response for |gG antibody and for functionatbactericidal anti-
body was observed following a second dose of tetravalent conjugate. The leve! of IgG antibody
elicited by the conjugate vaccine is comparable to that elicited by the licensed polysaccharide for
this age group; a post 6 week response of 3.64ug/ml (2.964.49) IgG antibody response to se-
rogroup C polysaccharide. However, the level of bactericidal antibody elicited by the conjugate
vaccine [s much higher than what Is normally elicited by the ficensed polysaccharide vaccine for
this age group; a post 6 week SBA titer of 7.2 (5.0-10.4). The reason for this discordance be-
tween IgG antbody and bactericidal antibody in the younger populations is thought to result from
the polysaccharide elciting a high proportion of low avidity antibody in the younger populations.
Conversely, the conjugate appears to elicit a much higher proportion of high avidity antibody.
High avidity antibody Is thought to be responsible for the bactericidal activity.

Table 3

Anti-polysaccharide lgG GMC (group mean concentration) and Serum Bactericidal
Antibody GMTs (group mean titers) for young healthy children (1 to 2 years of age)
vaccinated with two doses of tetravalent meningococcal conjugate vaccine formulated at 4ug per

dose by polysaccharide
Immune | 1gG GMC [ug/ml) [95% CI] SBA GMT [95% CI}
By“"'”s'::_ MMM pre - [Pre [Pt [P [Pre |Ppost
| group dosel [dose2 |[dose2 |dosel dose 2 dose 2

1328 | 3158
02 |21 [aa |87
A B8 10104 [0.948 |210.11 |assy |17 1857

9871] 5371]
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117 304
02 |0 |15 |67

c 888 |no07 0331 0636 | 20230 Egsf [712?5
430

ol Jos {15 |62 22.6
W1 1888|5102 0219 |BBaN | 22172 | 128185 |B72
y 888 0.3 1.2 45 5.7 [92%74- ?1%41
0204 | 0528 | 2776 |Brem 204 (D00

[0079] In addition to the ability of the iahavalent conjugate vaccine to elicit a high functional
antibady response in younger populations compared to the licensed polysaccharide vaccine, the
tetravalent conjugate vaccine is capable of eliciting an anamnestic response, demonstrating that
pratection elicited by the tetravalent conjugate vaccine of the present invention is longdived. In
the development of the tetravalent conjugate vaccine, studies were first conducted on a bivalent
i\c conjugate formulation. The vaccine offers wider coverage than the current licensed monova-
lent C conjugate, but does not protect against disease caused by serogroups W135 and Y.
[00B0] A clinical study was performed with infant subjects that compared the immune re-
sponse {o the bivalent AC polysaccharide vaccine versus the bivalent AC conjugate vaccine. In
this study, a third group of infants were enrofled to serve as a control group and they received a
Haemophilus influenzae type b conjugate. Al three vaccine groups receive the same pediatric
vaccines. The bivalent AC conjugate group received three doses of conjugate vaccine (4yg poly-
saccharide per dose) at 6, 10, and 14 weeks of age. The bivalent AC polysaccharide group re-
ceived two doses of a bivalent AC polysaccharide vaccine (50i|g polysaccharide per dose) at 10
and 14 weeks of age. The Haemophilus influenzae type b conjugate group received three doses
of conjugate vaccine at 6, 10, and 14 weeks of age. Blood specimens were taken at 6 weeks,
pre~accination, and at 18 weeks, 4 weeks post vaccination. When the children were 11 to 12
months of age, blood specimens were taken and the children who had received either the bivalent
AC conjugate or the bivalent AC polysaccharide vaccine received a booster dose of AC polysac-
charide. The reason for the booster dose of polysaccharide was to evaluate whether or not the
subjects would elicit an anemestic response. _

[0081] The results of this study, both the primary and polysaccharide booster immune re-
sponses are presented in Table 4 for the IgG antibody response and Table 5 for the SBA antibody
response. The IgG antibody response post primary series was approximately the same for both
the polysaccharide and conjugate vaccine. However, the bactericidal antibody response in the
conjugate vaccinated subjects was much higher than that for the polysaccharide vaccinated sub-
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jects. As observed with the one year old subjects, vaccination of infants with the polysaccharide
elicits very litle functionalbactericidal antibody. The antibody elicited by the infants to the poly-
saccharide vaccine is presumably low avidity antibody, whereas, the conjugate vaccine appears
fo elicit high avidity antibody, thereby accounting for the much higher titer of bactericidal ant-
body. The high level of functional antibady elicited by the booster dose of polysaccharide vaccine
in the subjects who had received the conjugate vaccine in the primary vaccination series, indi-
cates that these subjects have been prfmed for a memory or T-cell dependent antibody response.
The subjects who received the polysaccharide vaccine in the primary vaccination series elicited a
modest response to the polysaccharide booster dose, that is indicative of a T-cell independent
response,

Table 4

Antipolysaccharide igG GMC (group mean concentration) In infants against
serogroups A and C before and after both the primary series immunization
(6, 10 and 14 weeks of age) and the booster vaccination with

_ bivalent AC polysaccharide given at 11 to 12 months of age.

Immune Re- | Primary Vaccination GMC [95% | PS Booster Vaccination GMC
sponse by | CIJ [95% CI]

Vaccine Group | N Pre Post N Pre Post
Serogroup A:

. 3.4 5.8 0.2 7.0
ACConjugate (34 o254  |m3sor 3! [o103  |@o120
AC Polysaccha 35 3.0 5.5 30 0.9 31
ride [1.7-5.3] [4.1-7.3] 0.51.4) [2.04.7]

. 3.2 0.6
HIB Conjugate 36 [2.24.5] [0.40.8] NA |NA NA
Serogroup C:

. 1.6 28 - 101 8.1
ACConjugate 131 Imgog [poss |3 |0102 |M5148
AC Polysaccha- 35 2.3 5.3 30 0.6 28
ride {1.4-3.9] [3.87.4] {0.3-1.0] n.74.7

. 20 . 0.5
HBConugate |36 |;jo35 |paop [MA |MA NA

Table 5

SBA antibody GMT (group mean titer) in infants against serogroups A and C before and after both
the primary series immunization (6, 10 and 14weeks of age) and booster vaccination with biva-
lent AC polysaccharide given at 11 to 12 months of age.
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Immune Re- | Pimary Vaccination GMT [95% | PS Booster Vaccination GMT
sponse By | Cl] [95% CI]

Vaccine Group | N Pre Post N Pre Post
Serogroup A: _

. I1.8 177 101 373
ACConjigate |34 |poh9y |polaizn |24 |is61800 | 062853
AC Polysaccha 32 14.7 7.0 26 6.1 24.1
ride [8.5-25.4) [4.7-10.5) [3.9:9.5] {11-53]

. 11,2 6.7
HBConugate (35 Jiga183 [w3105 [N |NA NA
Serogroup C:

. 50.8 189 4.6 287
ACConjugate |34 |op1on  [nosore |27 |136s56 | 6,288
AC Polysaccha- 32 62.7 25.4 26 4.1 144
ride {29-131] [14.4-44.6] [3.94.3] [7.926.1]

. 45.3 7.3
HBConugate |36 | po1'g1a3 |@za1a [N |NA NA
[0082] In addition to the benefits that this invention offers to the improved protection against

meningococcal disease in young populations and the wider protection against serogroups A, C,
W35 and Y, the tetravalent conjugate may provide protection to other pathogens by inducing an
antibody response to the carrier pratein. When the tetravalent conjugate vaccine, using diphthe-
ria toxoid conjugate, was administered to infants, these subjects also received the routine pediat-
ric immunizations, which included diphtheria toxoid. Therefore, in these subjects there was no
apparent improvement in the antibody response to diphtheria toxoid. However, when the diphthe-
ria toxoid conjugate was administered to subjects that did not receive concomitant diphtheria
toxold containing vaccines, a strong booster response to diphtheria toxoid was observed, These
subjects had received a three dose regiment of DTP at 2, 3, and 4 months of age. In this study,
the subjects received either single dose of a bivalent AC conjugate or a single dose of bivalent AC
polysaccharide vaccine between 2 and 3 year of age. Blood specimens were taken at the time of
vaccination and 30-days post vaccination. The bivalent AC conjugate used diphtheria toxoid as
the carrier protein.

[0083] The immune response of diphtheria toxoid in the two vaccine groups is presented in
Table 6. The polysaccharide did not serve to stimulate an anti-diphtheria immune response in
these subjects as expected, however a strong anti-diphtheria immune response was observed for
the subjects receiving the AC conjugate. Therefore, the meningococcal conjugate vaccine may
provide an added benefit of stimulating an immune response to carrier protein thereby providing
protection against diseases causad by Corynebacteria diphtheriae when diphtheria toxoid is used
as a carrier protein.
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Table 6
Anti-diphtheria antibody by ELISA GMT {group mean titer) in IU/ml
in young healthy children vaccinated with either a bivalent AC diphtheria
toxoid conjugate vaccine formulated at 4jig as polysaccharide per dose
or a bivalent AC polysaccharide vaccine formulated at 50ug as

polysaccharide per dose
immune Response |, (Ant-Diphtherta Antibody (ELISA - W/ml) [35%C]
| by Vaccine Group Pre Post
AC Conjugate 104/103 %2}4376-0.0601 ﬁli.zs-aa.m
AC Polysaccharide 103/102 %ﬁj -0.076] ?0%5495 -0.0771
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| claim:
1. An immunological composition comprising two, three, or four distinct protein-

10.

polysaccharide conjugates, wherein each of the conjugates comprises a capsular poly
saccharlde from two or more serogroup of N. meningitidis conjugated to one or more a
carrier protein(s),

The immunological composition of claim 1, wherein the capsular polysaccharides are se-
lected from the group consisting of capsular polysaccharides from serogroups A, C, W
135 and Y of N. meningitidis

The immunologihal composition of claim 1; wherein the capsular polysaccharides are
from serogroups A and C of N. meningitidis,

Thé immunological composition of claim 1, wherein the capsular polysaccharides are
from serogroups A, C, W-135 and Y of N. meningitidis.

The immunological composition of claim 1, wherein the carmier protein in diphtheria
toxold.

The immunological composition of claim 1, further comprising an adjuvant.
The immunological composition of claim 5, wherein the adjuvant is aluminum hydroxide.
The immunological composition of claim 5, wherein the adjuvant is aluminum phosphate.

A method of inducing an immunological response to capsular polysaccharide of N, men-
ingitidis comprising administering an immunologically effective amount of the immunologi-
cal composition of claim 1 to a human or animal.

A multivalent meningococcal vaccine comprised of immunologically effective amounts of
from two to four distinct proteinpolysaccharide conjugates, wherein each of the conju-
gates contains a different capsular polysaccharide conjugated to a carrier protein, and
wherein each capsular polysaccharide is selected from the group consisting of capsular
polysaccharide from serogroups A, C, W135and Y.

7
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11.

12,

13,

14.

15.

16.

17.

The multivalent meningococcal vaccine of claim 9, wherein the capsular polysaccharides
are prepared from serogroups A and C of N. meningitidis.

The multivalent meningococcal vaccine of claim 9, wherein the capsular polysaccharides
are prepared from serogroups A, C, W-135 and Y of N. meningitidis.

The multivatent meningococcal vaccine of claim 9, wherein the carrier protein is diphthe-
ria toxoid,

The multivalent meningococcal vaccine of claim 9, further comprising an adjuvant.,

The multivalent meningococcal vaccine of claim 13, wherein the adjuvant is aluminum hy-
droxide. '

the multivalent meningococcal vaccine of claim 13; wherein the adjuvant is aluminum
phcisphate.

A method of protecting a human or animal susceptible to infection from N. meningiﬁdr's_
comprising administering to the human or animal an immunologically effective amount of
the vaccine of claim 9.
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VACUNA MULTIVALENTE CONJUGADA DE POLISACARIDO

MENINGOCOHCICO-PROTEINA

Esta Solicitud reivindica el beneficio de 1la
golicitud provisional estadounidense No. 60/263,435,

presentada en enero 23. 2001.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con el campo de
la medicina en general, y mis especificamente con la
microbiologfa, inmunoclogia, vacunas y la prevencién de
infecciones por un patégeno bacterial mediante

inmunizacién.

RESUMEN DEL ESTADO DE LA TECNICA

La Neisseria meningitidis es un lider en la causa de
la meningitis bacterial y la sepsis en todo el mundo. La
incidencia de 1la enfermedad endémica wmeningocdeica
durante los dltimos 30 afios estd entre 1 a 5 por cada

100.000 en el mundo desarrollado, y entre 10 a 25, por
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cada 100.000 én paises en desarrollc (Reido, F.X.,et. al.
1995). Durantz epidemias la 1ncidencia de la enfermedad
meningococica se acerca a 1000 por cada millén. Hay
aproximadamente 2,600 casos de meningitis bacterial por
afio en los Es:ados Unidos, y en promedio 330.000 casos en
paises en desarrollo. El caso de fatalidad varia entre 10

a 20%.

La meningoceocica patogénica estd encerrada por una
cdpsula de poiisacarido que se liga a la superficie de la
membrana exterior del organismo. Trece serogrupos
diferentes de meningococo de meningococo han sido
identificados en la base de la especificidad inmunolégica
del polisacar.ido capsular (Frasch, C.E. et. al. 1985). De
estos trece serogrupos, cinco causan la mayoria de las
enfermedades meningococicas; estos incluyen loa
serogrupos A, B, C, W135 y Y. El serogrupo A es
responsable de la mayoria de la enfermedad epidémica. Los
serogrupos B, C, y Y causan la mayoria de las

enfermedades endémicas y brotes localizados.

La mucosa naso-orofaringeal humana es el dnico
reservorio natural conocido de la Neisseria meningitidis.

La coloriacién tiene lugar tanto en 1la superficie
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exterior de la célula mucosal y el tejido subepitelial de
la nasofarings. El1 portador del meningococo puede durar
durante meses. El1 esparcimiento del meningococo ocurre
por contacto directo o por gotas a través del aire. El1
meningococo =e vuelve invasivo al pasar a través del
epitelio mucosal por via de las vacolas fagociticas como
resultado de la endocitosis. Una defensa anfitriona del
meningococo invasivo es dependiente de la vacteriolisis
mediada por complemento. Los anticuerpos del cuerpo que
son responsables de la bacteriolisis mediada por
complemento estdn directamente en gran parte contra el

polisacarido capsular exterior.

Las vacunas con base en el polisacéarido
meningococico han sido descritas las cuales fomentan una
respuesta inmune contra el polisacarido capsular. Estos
anticuerpos son capaces de bacteriolisis mediadas por
complemento del serogrupo especifico del meningococa. Las
vacunas de polisacarido meningococico fueron mostradas
como muy eficaces en nifios y adultos (Peltola, H., et.
al. 1977 y Artenstein, M.S. et.al. 1970), pero 1la
eficacia fue limitada en infantes y nifios muy Jjévenes
(Reingold, A.L. et.al. 1985). Dosis subsecuentes del

polisacarido en poblaciones jévenes fomenté una respuesta
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débil y no amplificada (Goldschneider, I., et. al. 1973 y
Gold, R., et. al. 1977). La duracién de la proteccién
fomentada por las vacunas de polisacarido meningococico
no duré mucho, y se ha estimado que dura entre 3 a 5 aflos
en adultos y nifios por encima de 4 afios de edad (Brandt,
B., et. al. 1975, Kayhty, H., et. al. 1980, y Ceesay,
S.J., et. al. 1993). Para niflos de 1 a 4 aflos de edad la
duracién de la proteccidtn es menos de 3 afios (Reindgold,

A.L. et. al. 1985).

Los polisacidridos son incapaces de ligarse a 1la
mayoria de las moléculas complejas de
histocompatib:lidad, un requisito para la presentacién de
antigenos frente y la estimulacién de los linfocitos T
ayudadores, 1. e., ellos son los antigeno independientes
de célula T. Los polisacédridos son capaces de estimular
los linfocitos B para la produccién de anticuerpos sin la
ayuda de los linfocitos T ayudadores. Como resultado de
la estimulacién independiente T de los linfocitos B
existe una carencia de induccién de memoria seguida de la
inmunizacién por estos antigenos. Los antigenos de
polisacdrido son capaces de fomentar respuestas muy

efectivas independientes T en adultos, pero estas



respuestas independientes T son débiles en el sistema

inmune inmaduro de los pequefios y niflos jévenes.

Los antigenos de polisacdrides independientes T
pueden convertirse a antigenos dependientes de T por el
ligado covalente de los polisacdridos a moléculas de
proteina (“portadores” o “proteinas portadoras”). Las
células B que ligan el componente polisacdrido de la
vacuna conjugada pueden ser activadas por las células T
ayudadoras especificas para péptidos que son una parte de
la proteina portadora conjugada. La respuesta de los
ayudadores T en 1la proteina portadora sirven para
aumentar la produccién de anticuerpos contra el

polisacérido.

El polisacarido del serogrupc B ha sido mostrado que
es pobre a no inmunogénico en la poblacién humana (Wyle,
F.A., et.al. 1972). Loa enlaces quimicos de este
serogrupo de oolisacdrido a las proteinas no ha alterado
significativanente la respuesta inmune en animales de
laboratorio (Jennings, H.J.,et. al. 198l1). La razén de la
carencia de una respuesta inmune de este serogrupo de
polisacdrido repiensa que surge de 1las similaridades

estructurales entre el serogrupo B de polisacarido y las



glicoproteinas anfitrionas policialitadas, tal como las

moléculas de adhesién de célula neural.

Una vacuna conjugada meningococida con base en el
serogrupo C polisacdrido ha sido descrita. Esta vacuna
monovalente fomenta una respuesta de anticuerpo funcional
fuerte contra el polisacdrido capsular presente en las
sepas de N. meningitidis que corresponde al serogrupo C.
Tal vacuna solo es capaz de proteger contra la enfermedad

causada por la bacteria del serogrupo C.

Las vacunas existentes con base en el polisacarido
meningococico son de uso limitado en nifios jévenes y no
suministran una proteccién duradera en adultos. La dnica
vacuna meningococica que se ha mostrado capaz de fomentar
una proteccién larga en todos los grupos, incluyendo los
nifilos en el riesgo para la infeccién meningococica esté
basada en un polisacédrido de un serogrupo idnico de N.
meningitidis y no suministra proteccién contra la
infeccibén por otros serogrupos. Asi, existe una necesidad
de una vacuna conjugada meningococica capaz de conferir
una proteccién amplia, y duradera contra la enfermedad
meningococica en nifios y adultos ene. Riesgo de la

infeccién meningococica. Los polisacdridos multivalentes
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meningococico3 de la presente invencidtn resuelven esta
necesidad suministran formulaciones de vacuna en los
cuales los polisacéridos inmunogénicos de la mayor parte
de los serogrupos patogénicos de N. meningitidis han sido
convertidos a antigenos dependientes de T por medio de

conjugaciones con proteinas portadoras.

RESUMEN DE LA INVEMCION

La presente invencién suministra composiciones
inmunolégicas para el tratamiento de los conjugados de
polisacAdrido meningococico-proteina causados por la

Neisseria men.ngitidis patogénica.

La presente 1invencién suministra composiciones
inmunolégicas que comprenden dos o més conjugados de
proteina-polisacérido, en donde <cada wuno de los
conjugados comprende un polisacarido capsular a partir de

N-meningitidis conjugada con una proteina portadora.

La presente invencién suministra composiciones
inmunolégicas que comprenden dos o mas conjugados
distintos de proteina-polisacidrido, donde cada uno de los

conjugados comprende un polisacarido capsular de un
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serogrupo diferente de N. meningitidis conjugado con una

proteina portadora.

La presente invencién suministra wvacunas para los
conjugados de polisacarido meningococico-proteina
causados por la Neisseria meningitidis patogénica. 1lLa
presente invencién suministra vacunas multivalentes
meningococicas que comprenden cantidades efectivas
inmunoldédgicamente de dos a cuatro conjugados de proteina-
polisacdridos distintos, en donde cada uno de los
conjugados ccntiene un polisacarido capsular diferente
conjugado a una proteina portadora, y en donde cada uno
de los polisacaridos capsulares se seleccionan del grupo
que consiste del polisacarido capsular de los serogrupos

A' c' W-135 y Y.

La presente invencién también suministra métodos de
fabricacién de una composicidén de polisacdarido
multivalente meningococico-proteina que comprende
purificar do o mas polisacaridos capsulares a partir de
la Neisseria meningitidis patogénica; conjugar 1los
polisacdridos purificados con una o© mis proteinas

portadoras y combinar 1los conjugados para hacer 1la
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composicién multivalente de polisacdrido meningococico-

proteina.

La presente invencién suministra adicionalmente un
método para inducir una respuesta inmunolégica al
polisacadrido capsular de la N. meningitidis que comprende
administrar una cantidad inmunclégicamente efectiva de la
composicién inmunolégica de la invencién a un humano o

animal.

La presente invencién suministra una vacuna
multivalente meningococica que comprende cantidades
inmunolégicamente efectivas de entre dos a cuatro
conjugados de proteina-polisacérido, en donde cada uno de
los conjugados <contiene un polisacdrido capsular
diferente conjugado con una proteina portadora, y en
donde cada polisacdrido capsular es seleccionado del
grupo que consiste de polisacirido capsular de los

serogrupos A, C, W-135 y Y.

La presente invencidén suministra un método de
proteccién a un humano o© animal susceptible de 1la

infeccién de N. meningitidis que comprende administrar
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una dosis inrunolédgicamente efectiva de la vacuna de la

invencién al humano o animal.

Todas las patentes, solicitudes de patente, y otras
publicaciones mencionadas aqui son incorporadas como

referencia en su totalidad.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién comprende una composicién
inmunolégica de dos o miAs conjugados de proteina-
polisacarido distintos, en donde cada uno de los
conjugados comprende un polisacdrido capsular conjugado
con una proteina portadora. Asi, la presente invencién
incluye composaiciones que comprenden dos o mas conjugados
de polisacaridos capsulares diferentes con una o méas

proteinas poriadoras.

Loa polisacaridos capsulares pueden ser preparados
por técnicas estandar conocidas por aquellos versados en
la materia (ref). En la presente invencién los
polisacédridos capsulares preparados a partir de
serogrupos A, C, W-135 y Y de N. meningitidis son los

preferidos. .
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En una modalidad preferida, estos conjugados de
serogrupo meningococico sSon preparados por procesos
separados y formulados en una formulacidén de dosificacién
Gnica. Por ejemplo, los polisacaridos capsulares de
serogrupos A, C, W-135 y Y de N. meningitidis son

purificados separadamente.

En una modalidad preferida de la invencién el
polisacdrido purificado es despolimerizado y activado
antes de la conjugacién con una proteina potadora. En una
modalidad preferida de la presente invencién los
polisacadridos capsulares de los serogrupos A, C, W-135,y
Y de la N. meningitidis son despolimerizados parcialmente

usando condic: ones oxidativas suaves.

La despolimerizaclién o despolimerizacién parcial de
los polisacéridos pueden ser seguidas por una etapa de
activacién. Por “activacién” se quiere decir un
tratamiento ¢uimico del polisacdrido para suministrar
grupos quimicos capaces de reaccionar con la proteina
portadora. Un método de activacién preferido involucra el
tratamiento con dihidrazida de &cido adipico en salina

fisiolégica con pH 5,0fl1 durante aproximadamente 2 horas
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entre 15 a 30°C. Un proceso para la activacidén se

describe en la patente estadounidense 5,965,714,

Una wvez activados, los polisacaridos capsulares
pueden entonces ser conjugados con una © mas proteinas
potadoras. En una modalidad preferida de 1la presente
invencién cada polisacArido capsular se conjuga
separadamente con una especie de proteina portadora
tnica. En una modalidad preferida los polisacdridos
capsulares de los serogrupos A, C, W-135 y Y de la N.
meningitidis son cada uno conjugados separadamente con

las mismas especies de proteina portadora.

Las proteinas portadoras pueden incluir toxinas
bacteriales inactivadas tales como el toxoide de de
difteria, CRM197, el toxoide de tétanos, toxoide
depertussis, el Ecoli LT, E. coli ST, y la exotoxina A de
la Pseudomonas aeruginosa. Las proteinas de membrana
exterior bacterial tales como los complejos C de membrana
exterior (OMPC), las porinas, las proteinas de ligado de
transferrina, neumolisis, las proteinas A de superficie
neumococal (PspA), o las proteinas de adhesina neumococal
(PsaA) pueden también ser usadas. Otras proteinas, tales

como ovalbumina, hemocianina limpita de clave de agujero

S 22—
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(KLH), la albtGmina de suero bovino (BSA) o la proteina
purificada derivativa de tuberculina (PPD) también pueden
ser usadas como proteinas portadoras. Las proteinas
portadoras son proteinas preferiblemente que ni son
téxicas y no reactogénicas y obtenibles en cantidades
suficientes y pureza. Las proteinas portadoras deben ser
llevables a procedimientos de conjugacidédn esténdares. En
una modalidad preferida de la presente invencién la
toxina de dirfteria purificada a partir de cultivos de
corynebacteria diphtheriae Y las detoxificadas
quimicamente wusando formaldehido son usadas como

proteinas portadoras.

Después de la conjugaciédn del polisacérido capsular
con la prcteina portadora, los conjugados polisacaridos-
proteina pueden ser purificados (enriquecidos con
respecto a la cantidad de conjugado de polisacarido-
proteina) por una variedad de técnicas. Un objetivo de la
etapa de purificacién es remover el polisacarido no
ligado del conjugado polisacarido-proteina. Un método
para la purificacién, involucra la ultrafiltracién en la
presencia de sulfato de amonio, se describe en la patente
estadounidense 6,146, 902. Alternativamente, los

conjugados puieden ser purificades a partir de una
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proteina que no ha reaccionado y el polisacérido por un
niamero de técnicas estdndar y que incluyen, Inter. alia,
la cromatografia de exclusién de tamario, la
centrifugacién de gradiente de densidad, la cromatografia
por interaccién hidrofébica o la fraccionacién por
sulfato de amonio. Ver, por ejemplo, P.W.Anderson,
et.al. (1986). J.Immunol.1l37:1181-1186. Ver también H.J.

Jennings y C.lLugowski (1981) J, Immunol.127:1011-1018.

Después de la conjugacién del polisacarido y la
proteina portadora las composiciones inmunoldgicas de la
presente invencién son hechas combinando los diferentes
conjugados de polisacdrido-proteina. Las composiciones
inmunolégicas de la presente invencién comprenden dos o
mds polisacdridos capsulares diferentes conjugades con
una o mas proteinas. Una modalidad preferida de 1la
presente invencién es una composicién inmunolégica
bivalente que comprende polisacdridos capsulares de los
serogrupos A y C de N. meningitidis conjugados
separadamente con el toxoide de difteria. Mas
preferiblemente la presente invencién es una composicién
inmunolédgica tetravalente que comprende polisaciridos

capsulares ce los serogrupcs A, €, W-135 Y de
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N.meningitidis conjugado separadamente con el toxoide de

difteria.

La preparacién y uso de las proteinas portadoras, y
una variedad de procedimientos de conjugacién potencial,
son bien conocidos por aquellos versados en la técnica.
Los conjugados de la presente invencién pueden ser
preparados por aquellas personas versadas usando as
ensefianzas contenidas en la presente invencién lo mismo
que la informacién ya disponible en 1la 1literatura
general. La guia también puede ser obtenida a partir de
todas la patentes estadounidenses siguientes, las
enseflanzas de las cuales se incorporan aqui e su
totalidad cComo referencia: U.Ss. 4,356,170; U.Ss.
4,619,828; U.S. 5,153,312; U.s. 5,422,427 y U.S.

5,445,817.

Las composiciones inmunolégicas de la presente
invencién est4i hechas preparando de manera separada los
conjugados de polisacarido-proteina de diferentes
Sserogrupos neningococicos y entonces combinar 1los
conjugados. Las composiciones inmunoclégicas de la
presente invencién pueden ser usadas como vacunas. La

formulacién de las vacunas de la presente invencién puede
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llevarse a cabo usando métodos reconocidos en la técnica.
Las composiciones de vacuna de la presente invencién
pueden también contener uno o© mis adyuvantes. Los
adyuvantes incluyen, como via de ejemplo pero no
limitativeo, adyuvantes de aluminio, adyuvante de freunds,
BAY, DC-chol, pcpp, lipido a monofosforilo, CpG, QS-21,
toxina de célera y péptido de metionilo formilo. Ver, por
ejemplo disefio de vacunas, la subunidad y enseflanzas
adyuvantes, 1995 (M.F. Powell y M.J. Newman, eds., Plenum
Press, NY). El adyuvante es preferiblemente un adyuvante
de aluminio, tal como hidréxido de aluminio o fosfato de

aluminio.

Como se demuestra mAs abajo, las vacunas y las
composiciones inmunoclégicas de acuerdo con la invenciédn
fomentan una respuesta inmune similar a dependiente de T
en varios modelos animales, mientras que la vacuna de
polisacédrido fomenta una respuesta i1inmune similar a
independiente de T. Asi, las composiciones de 1la
invencidn son también atiles herramientas de
investigacién para estudiar los caminos biolégicos y los
procesos invo. . ucrados en las respuestas inmunes similares

a dependiente de T de los antigenos de N.meningitidis.
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La cant:idad de vacuna de la invencién al ser
administrada a un humanc o animal y el régimen de
administracién puede determinarse de acuerdo con las
técnicas estdndar bien conocidas para aquellos versados
en la técnica en las técnicas farmacéutica y veterinaria
tomando en consideracién tales factores como el antigeno
particular, el adyuvante (si esta presente), la edad,
sexo, peso, especie y condicién del paciente o animal
particular, y la via de administracién. En la presente
invencién, la cantidad de polisacarido-proteina portadora
para suministrar una dosis eficaz para la vacunacién
contra la N.meningitidis puede estar entre cerca de
0,02ug a cerca de 5ug por kg del peso del cuerpo. En una
composicién preferida y método de la presente invencién
la dosificacién est& entre 0,lpg a 3pg por kg de peso del
cuerpo. Por ejemplo, una dosificacién eficaz requeriré
menos anticuerpo si el tiempo de post infecciédn que ha
pasado es menos ya que existe un menor tiempo para que la
bacteria prolifere. De una  manera similar una
dosificacién eficaz dependera de la carga bacterial en el
momento de diagnostico. Las inyecciones miltiples
administradas durante un periodo de dias pueden ser

consideradas como una utilizacién terapéutica.

-
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Los conjugados multivalentes de la presente
invencién pueden ser administrados como dosis dGnica o en
una serie (oor ejemplo, con wunos “amplificador” o
“amplificadores”). Por ejemplo, un niflo puede recibir una
dosis finica tempranc en su vida, y luego administrérsele
una dosis de refuerzo dilez afilos mids tarde, y se
recomienda usualmente para otras vacunas gque impidan

enfermedades en la nifiez.

La dosis de refuerzo generard anticuerpos de las
células B imprimadas, por ejemplo una respuesta
anamnéstica. Esto es la vacuna conjugada multivalente
fomenta una respuesta de anticuerpo funcional altamente
primaria (por ejemplo luego de una administracién uUnica
de la vacuna) en poblaciones jévenes cuando se compara
con la vacuna de polisacdrido licenciada, y es capaz de
fomentar una respuesta anamnéstica 8por ejemplo luego de
una administracién de refuerzo), demostrando que la
respuesta protectora inmune fomentada por 1la vacuna
conjugada multivalente de la presente invencién es

duradera.

Las composiciones de la invencién pueden incluir

preparaciones liquidas por orificio, por ejemplo oral,
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nasal, anal, vaginal, peroral, intragédstrica, mucosal
(por ejemplo, perlingual, alveolar, gingival, olfatoria o
de la mucosa respiratoria) etc., administraciones tales
como suspensiones, sueros, elixires; y, preparaciones
para administracién parenteral, subcuténea, intradermal,
intramuscular, intraperitoneal o intravenosa (por ejemplo
administraciones inyectables), tales como suspensiones
estériles o emulsiones. La administracién intravenosa y
parenteral soa las referidas. Taleas composiciones pueden
estar en mezcla con un portador adecuado, un diluyente, o
un excipiente tales como agua esterilizada, salina
fisiolégica, glucoesa o©0 similares. Las composiciones
también pueden ser liofilizadas. Las composiciones pueden
contener sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsificantes, agentes amortiguadores de
pPH, gelificantes o) promotores de viscosidad,
preservativos, agentes saborisantes, colores, Y
similares, dependiendo de la via de administracién y de
la preparacion deseada. Textos estdndar, tales como
“REMINGTON PHARMACEUTICAL SCIENCE”, 17" edicién, 1985,
incorporada aqui como referencia, pueden ser consultados
para preparar preparaciones adecuadas, si experimentacién

indebida.
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Las composiciones de la invencidén son suministradas
de manera conveniente como preparaciones liquidas, por
ejemplo soluciones acuosas isoténicas, suspensiones,
emulsiones o composiciones viscosas que pueden ser
amortiguadas a un pH seleccionado. Si la absorcidn en el
tacto digestiso es la preferida, las composiciones de 1la
invencién pueden estar en la forma “sdélida” de pildoras,
tabletas, capsulas, capsuletas, y similares, incluyendo
preparaciones “sélidas” que son de liberacién durante el
tiempo o que han sido 1llenadas con un liquido, por
ejemplo, liquido cubiertoe con gelatina, en donde 1la
gelatina es disuelta en el estomago para el suministro de
la gota. Si =83 una administracién nasal o respiratoria
(mucosal), las composiciones pueden estar en la forma y
dispensadas por un dispensador de rociado, un dispensador
de bomba o un dispensador de aerosol. Los aerosoles son
usualmente bajo presiétn por medio de un hidrocarburo. Los
dispensadores de bomba pueden dispensar de manera
preferible una dosis medida o una dosis que tiene un

tamafio de pariticula particular.

Las preparaciones liquidas son normalmente mas
fédciles de preparar que los geles, otras composiciones

viscosidad y las composiciones sdélidas. Adicionalmente,
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las composiciones liquidas son algo mAs convenientes para
administrar,. especialmente por inyeccidén u oralmente, a
animales, niflos, particularmente nifios pequefios, y otros
que pueden tener dificultad en tragarse una pildora,
tableta, cédpsula o similar, 0 en sgituaciones de
multidosis. lLas composiciones viscosas, por otro lado,
pueden ser formuladas dentro de los rangos de viscosidad
apropiados para suministrar periodos de contacto més
largo con la mucosa, tales como la pared del estomago o

la mucecsa nasal.

Obviamente, la escogencia de portadores adecuados ¥y
de otros acitivo dependera de la ruta exacta de
administracién y de la naturaleza de 1la forma de

dosificacién particular, por ejemplo, dosificacién

liquida para con (por ejemple, si la composicién va a ser.

formulada en solucién, una suspensién, gel u otra forma
liquida), o en forma de dosificacién sblida (por ejemplo,
8i la composicién wva a ser formulada como pildora,
tableta, cdpsula, capsuleta o forma en deliberacién en el

tiempo o forma rellena con liquido).

Las soluciones, suspensiones y geles, normalmente

contienen unz mayor cantidad de agua (preferiblemente

&



agua purificada) en adicién al ingrediente activo.
Cantidades menores de otros ingredientes tales como
ajustadores del pﬁ (por ejemplo una base tal como NaOH),
emulsificadores o agentes de dispersién, agentes
amortiguadores, preservativos, agentes humectantes,
agentes gelif.cantes (por ejemplo metilcelulosa), colores
y/o sabores pueden también estar presentes. Las
composiciones pueden ser isoténicas, por ejemplo, estas
pueden tener la misma presién osmética de la sangre y el

fluido lagrimal.

La isotonicidad deseada de las composiciones de esta
invencién puede llevarse a cabo usando tartrato de sodio,
propilen glicol u otros solutos inorganicos u organicos.
El cloruro de sodio es el preferido particularmente para

amortiguadores que contienen iones de sodio.

La viscosidad de las composiciones puede mantenerse
a niveles seleccionados wusando agentes espesante
farmacetuticamente aceptables. La metil celulosa es
preferida debido a que es faAcilmente y esta disponible
econbmicamente y es facil de trabajar. Otros agentes
espesantes adecuados incluyen, por ejemplo, la goma de

xantano, carkoximetil celulosa, hidroxipropil celulosa,

L2
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carbonero, similares. La concentracién preferida de los
espesantes dependera del agente seleccionado. El1 punto
importante es usar una cantidad que logre la wviscosidad
seleccionada. Las composiciones viscosas son normalmente
preparadas a partir de soluciones por la adicién de tales

agentes espesantes.

Un preservativo farmacelticamente aceptable pude ser
empleado pare incrementar la vida en depésito de las
composiciones. El1 benzil alcohol puede ser adecuado,
aunque una variedad de preservativos que incluyen, por
ejemplo, parabensos, timerosal, clorobutanol, y cloruro
de benzalconio también pueden ser empleados. Una
concentracién adecuada del preservativo estarid entre
0,02% a 2% ccn base en el peso total aunque puede haber

variacién apreciable dependiendo del agente seleccionado.

Aquellos versados en la técnica reconoceridn que los
componentes de= las composiciones deben ser seleccionados
como inertes quimicamente con respecto a los conjugados

de polisacarido-proteina portadora de la N. meningitidis.

La invencidén seri ahora descrita adicionalmente con

referencia a los siguientes ejemplos ilustrativos y no



limitativos eatablecidos en detalle de varia modalidades
del concepto inventivo. Otros ejemplos de esta invencién
pueden ser evidentes para aquellos versados en la técnica

sin salirse del espiritu de la invencién.

Ejemplo 1

Preparacién ce polvos de polisacédridos capsulares de los
serogrupos A,C,W-135 y Y de la Neisserlia meningitidis.

Preparacién de una pasta cruda

Separadamente, cultivos de semillas congeladas en
himedo de serogrupoes A,C,W135, y Y de 1la Neisserla
meningitidis fueron deshielados y recuperados con la
ayuda del medio liquido de Watson Scherp y plantados en
botellas Blake que contienen el medic agar Muler Hinton.
Las Blake fueron incubadas entre 35 y 37°C en una
atmésfera de CO; durante 15 a 19 horas. Luego del periodo
de incubacién, el crecimiento de las botellas Blake
fueron despegadas y agregadas a frascos de 4L que
contienen mecio de Watson Scherp. Los frascos fueron
incubados entre 35 a 37°C durante 3 a 7 horas en un
agitador de plataforma. Los contenidos de los frascos AL

fueron transferidos a una vasija fermentadora que



25

contenia el medio de Watson Scherp. La vasija
fermentadora Z“ue incubada entre 35 a 37°C durante 7 a 12
horas controlando el contenido de oxigeno disuelto y el
pH con alimentacién suplementada vy adiciones de
antiespuma. Jespués del periodo de incubacibén, los
contenidos de la vasija fermentadora fueron transferidos
a un tanque de 500L, se agregdé Cetavlén, y el material se
mezclo durante 1 hora. El crecimiento del cetavlon
tratado fue centrifugado a aproximadamente 15000 a 17000
X g a una velocidad de flujo de aproximadamente 30 a 70
litros por hora. El1 polisacarido crudo fue precipitado
del scbre nadante con una segunda precipitacién cetavlon.
El cetavlon fue agregado al sobre nadante y el material
fue mezclado por durante al menos 1 hora a temperatura
ambiente. El1 material fue almacenado entre 1 a 5°¢C
durante B a 12 horas. El polisacarideo precipitado fue
recolectado por centrifugacién aproximadamente 45,000 a
50,000xg a ura velocidad de flujo de 300 a 400 ml por
minuto. La pasta recolectada fue almacenada a -60°C o méas

baja hasta que fue procesada adiciocnalmente.

Preparacién en polvo del polisacdrido purificado
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La pasta inactivada fue deshielada y transferida a
un mezclador. La pasta fue mezclada con 0,9M de cloruro
de calcio para dar una suspensién homogénea. La
suspensién fue centrifugada a aproximadamente 10.00xg
durante 15 minutos. El1 sobre nadante fue decantado
mediante una almohadilla libre de hilachas dentro de un
contenedor cono un primer extracto. Un segundo volumen de
0,9 de cloraro de calcio fue agregado a la pata, y
mezclado para producir una suspensidén homogénea. La
suspensién fue centrifugada como se hizo anteriormente, y
el sobre nadante combinado tonel sobrenadante de la
primera extraccién. Un total de 4 extracciones fueron
llevadas a cabo, y los sobrenadantes fueron reunidos. Los
extractos reunidos fueron concentrados por ultra
filtracién usando un espiral 10-30KDA MWCO de unidades de

ultrafiltracion.

Se agreg® cloruro de magnesio al concentrado, y el
pH se ajusto a 7, 2 a 7, 5 usando hidréxidec de sodio. La
DNasa y RNasa fueron agregadas al concentrado, vy
encubadas entre 25 a 28°C con mezclado durante 4 horas.
Se agregé etanol a una concentracién de 30 a 50%. El
dcldo nucleico y la proteina precipitados fueron

removidos por centrifugacién a 10.000xg durante 2 horas.
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El sobrenadante fue recuperado y el polisacéarido
precipitado por medio de agregar etanol a 80% vy
permitirle estarse quieto durante la noche entre 1 a 5°C.
El alcohol fue retirado por sifén, y el polisacarido
precipitado fue centrifugado durante 5 minutos a
10.000xg. El1 polisacdrido precipitado fue lavado con
alcohol. El1 polisacdrido fue lavadoc con acetona,
centrifugado entre 15 a 20 minutos a 10.000xg. El
polisacdrido fue sacado bajo vacio. E1 polvo d
polisacdrido inicial fue disuelto e una solucién de
acetato de sodio. El cloruro de magnesio fue agregado y
el pH se ajustd entre 7,2 a 7,5 usando una solucidén de
hidréxido de sodio. La DNasa y RNasa fueron agregadas a
la solucién e incubadas entre 25 a 28°C con mezclado
durante 4 horas para remover los 4&cidos nucleicos
residuales. Después de la incubacién con estas enzimas,
un volumen igual de una solucién de acetato de sodio-
fenol fue agrsgada a la mezcla polisacarido-enzima, y se
colocd sobre un agitador de plataforma entre 1 a 5°C
durante aproximadamente 30 minutos. La mezcla fue
centrifugada a 10,000xg durante 15 a 20 minutos. La capa
acuosa superior fue recuperada y guardada. Un volumen
igual de una solucién de acetato de sodio-fenol fue

agregado a la capa acuosa, y extraido como se hizo

67
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anteriormente. Un total de 4 extracciones fueron llevadas
a cabo para remover la proteina y la endotoxina de la
solucién de polisacarido los extractos acuosos combinados
fueron diluidss hasta 10 veces con agua para inyeccién,
diafiltrados nuevamente 10 volimenes de agua por
inyeccién., Se agregdé cloruro de calcio al polisacarido
diafiltrado. El polisacdrido fue precipitado durante 1la
noche entre 1 a 5°C agregando etanol hasta el 80%. El
sobrenadante de alcohol fue retirado, y el polisacéirido
recolectad por centrifugacién a 10.000xg durante 15
minutos. El1l polisacarido purificado fue lavado 2 veces
con etanol, y una vez con acetona. El polvo lavado fue
secado bajo wvacldé en un disecador. El1 polvo seco fue
almacenado a 30°C y menos temperatura hasta que se

proceso ene. Conjugado.

Ejamplo 2

Despolimerizacién del polvo de polisacadrido capsular
purificado de los serogrupos A,C,W135 y Y de la Neisseria
meningitidis.

Los materiales usados en la preparacién incluyen los
polvos de @polisacdrido capsular purificado de los

serogrupos A,C,W-135 y Y de la Neisseria meningitidis

(preparados De acuerdo con el ejemplo 1), un amortiguador

67
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de acetato d=2 sodio estéril de 50 mM, pH 6,0, acido
clorhidrico estéril al 1N, hidréxido de sodio al 1N
estéril, 30% de peréxido de hidrégeno, y salina

fisiolégica estéril (0,85% de cloruro de sodio).

Cada polisacarido de serogrupc fue despolimerizado
en una reaccién separada. Un tanque de acero inoxidable
fue cargado con hasta 60g del polvo de polisacarido
capsular purificado. El amortiguador de acetato de sodio
de 50 mM esté-il pH 6,0 fue agregado al polisacarido para
proporcionar una concentracién de 2,59 de polisacarido
por litro. La solucién de polisacédrido se 1le permitiéd
mezclarse entre 1 a 5°C durante 12 a 24 horas para
efectuar la solucién. El tanque de reaccidédn fue conectado
a una unidad intercambiadora de calor. Amortiguador de
acetato de sodio al 50mM adicional, pH 6,0, fue agregado
para diluir el polisacdrido a wuna concentracién de
reacclién de 1,25gxlitro. La solucién de polisacarido fue
calentada a 55°C %+ 0,1. Una alicuota de peréxido
hidrégeno al 30% fue agregada a la mezcla de reaccién
para proporcionar una concentracién de reaccién de 1% de

peréxido hidrégeno.

€7
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El curso de la reaccién fue monitoreada siguiendo el
cambio en el —-amafio molecular del polisacdrido durante el
tiempo. Cada 15 a 20 minutos, se removian alicuotas de la
mezcla de reaccién y se inyectaban en una columna HPSEC
para medir el tamafio molecular del polisacdrido. Cuando
el tamafto mo._ecular del polisacdrido alcanzé el tamaifio
molecular objetive, la unidad de calentamiento fue
apagada y 1la solucién de polisacédrido fue enfriada
rdpidamente a 5°C por la circulaclién de un bafio de agua
con hielo. La solucién de polisacarido despolimerizada
fue concentrada a 15gxlitros por medio de conectar el
tanque de reaccién con una unidad de ultrafiltracién
equipada con cartuchos de celulosa regenerada 3.000 MWCO.
La solucién de polisacdrido despolimerizado concentrada
fue diafiltrada contra 10 volimenes de salina fisioldégica
estéril (0,85% de cloruro de sodio). El1 polisacéarido
despolimerizado fue almacenado entre 1 a 5°C hasta la

siguiente etapa del proceso.

El tamafio molecular del polisacdrido despolimerizado
fue determinado pasando por una columna de cromatografia
de filtracién por gel vendida bajo el nombre comercial
“ultrahidroge.™ 250” que fue calibrada usando estindares

de tamafio molecular de dextran y por barrido con luz
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laser multiangular. La cantidad de polisaciride fue
determinada por el contenido fosforoso para el serogrupo
A usando el método de Bartlet, G.R.J. (1959) revista de
quimica biolégica, 234, pp-466-468, y por el contenido de
dcido sialico para los serogrupos C, W135 y Y usando el
método de Svennerholm, L. (1955) Bioquimica Biofisica
acta 24, pp604-611. E1 contenido de O-acetilo fue
determinado por el método de Hesterin, S. (1949) revista
de Quimica Blolégica 180, p249. La actividad reductora
fue determinada por el método de Park, J. T. y Jhonson,
M.J. (1949) rasvista de Quimica Biolégica 181, ppl49-151.
La integridad estructural del polisacarido
despolimerizado se determindé por proteinas'H y 13C NMR. ILa
pureza del polisacidrido despolimerizado fue determinada
midiendo el contenido LAL (endotoxinas) y el contenido de

peréxido de h:drégeno residual.

Ejemplo 3

Derivatizacién del polisacédrido despolimerizado de los
serogrupos 2,C,W-135 y Y de la Neisseria Meningitidis,
Los materiales usados en esta preparacién incluyen
el polisacdrido capsular despolimerizado peréxido de

hidrégeno de los serogrupes A, C, W-135, y Y de 1la

>/
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Neisseria meningitidis (preparado de acuerdo con el
ejemplo 2), de hidracido de acido adipico, carbodimida de
l-etil-3-(3-d.metilaminopropil) (EDAC) para el serogrupo
A solamente, cianborohidruro de sodio, &cido-clorhidrico
1IN estéril, hidréxido de sodio al 1IN estéril, cloruro de
sodio al 1M estéril, y salina fisiolbégica estéril (0,85%

de cloruro de sodio).

Cada polisacarido del serogrupo fue derivatizado en
una reaccién separada. Un tanque de acerco inoxidable fue
cargado con el polisacédrido despolimerizado purificado, ¥y
diluido con salina fisiolégica estéril al 0,85% para
lograr una concentracién de reaccién final de 6g de
polisacdrido por 1litro. A esta solucidédn se agrego una
alicuota concentrada de dihidriacido de 4&cido adipico
disuelto en salina fisiolbébgica al 0,85% estéril, para
poder lograr una concentracién de reaccién de 1lg por
litro. Para el serogrupo A solamente, se agregd EDAC como
una alicuota concentrada disuelta en 0,85% de salina
fisioldgica estéril, para lograr una concentracién de
reaccién de 1lg por litro. E1l pH fue ajustado a 5,010,1, y
este pH fue mantenido durante 2 horas wusando &acido
clorhidrico al 1N estéril e hidréxido de sodio al 1N

estéril a temperatura ambiente (15 a 30°C). Después de 2
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horas, una alicuota concentrada de cianoborohidruro de
sodio, disuelto en 0,85% de salina fisiolégica, fue
agregada a la mezcla de reaccién para lograr una
concentracién de reaccién de 2g por litro. La reaccién
fue agitada a temperatura ambiente {15 a 30°C) durante 44
horas + 4 horas mientras que se mantenia el pH en 5,51
0,5. Luego de este periodo de reacciétn, el pH fue
ajustado a 6,010,1, y. el polisacarido derivatizado fue
concentrado a 1l2g de polisacédrido por litro por medio de
conectar el tanque de reaccién con una unidad de
ultrafiltraciotn equipada con cartuchos de celulosa
regenerada 3000 MWCO. El1 ©polisacédrido derivatizado
concentrado fue diafiltrado contra 30 volimenes de
cloruro de sodio al 1M, seguido por 10 volimenes de
cloruro de soidio al 0,15M. El1 tanque fue desconectado de
la unidad de ultrafiltracién y almacenado entre 1 a 5°C
durante 7 dias. El1 tanque fue reconectado a una unidad de
ultrafiltracién equipada c¢on cartuchos de celulosa
regenerada 3000 MWCO y diafiltrada contra 30 volimenes de
cloruro de sodio al 1M, sequido por 10 volimenes de

cloruro de sodio al 0,15M.

El tamafio molecular del polisacadrido derivatizado,

la cantidad de polisacArido, o el contenido de 0O-acetilo
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fueron medidos por los mismos métodos usados ene.
Polisacdrido despolimerizado. El contenido de hidracida
fue medido por el método del dcido 2,2,6,
trinitrobenzensulfénico de 2Zinder, S.L. t Sobocinski,
P.2. (1975) Bioquimica Analitica 64,pp282-288. La
integridad es:ructural del polisacérido derivatizado fue
determinada por protén H y 3¢ NMR. La pureza del
polisacarido derivatizado fue determinada midiendo el
nivel de hidracida no 1ligada, el contenido de LAL
(endotoxina), Yy el contenido residual de

clanoborohidruro.

Ejenplo 4

Preparacién de la proteina portadora

Preparacién de la proteina de toxoide de difteria cruda

Los cultivos de semilla liofilizada fueron
reconstituidos e incubados durante 16 a 1B horas. Una
alicuota del cultivo fue transferida a un frasco de 0,5
litros que contenia el medio de crecimiento, y el frasco
de cultivo fue i1ncubado entre 34,5 a 36,5°C en un

agitador gira:orio durante 7 a 9 horas. Una alicuota del

7%
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frasco de cultivo fue transferida a un frasco de 4 litros
gue contenia el medio de crecimiento, y el frasco de
cultivo fue incubado entre 34,5 a 36,5°C en un agitador
giratorio durante 14 a 22 horas. Los cultivos del frasco
de 4 litr;s fueron usados para inocular un fermentador
que contenia el medio de crecimiento. El fermentador fue
incubado entre 34,5 a 36,5°C durante 70 a 144 horas. Los
contenidos del fermentador fueron filtrados a través de
filtros profundos en wuna vasija de recoleccién. Una
alicuota de solucién de formaldehide, 37% fue agregada a
la cosecha para lograr una concentracién de 0,2%. E1 pH
fue ajustado entre 7,4 a 7,6. La cosecha fue filtrada por
un cartucho de filtro de 0,2 micrones e botellas
estériles de 20 1litros. Las botellas fueron incubadas
entre 34,5 a 36,5°C durante 7 dias. Una alicuota de
solucién de formaldehido, 37%, fue agregada a cada
botella de 20 1litros para lograr una concentracién de
0,4%. El1l pH de las mezclas fue ajustado entre 7,4 a 7,6.
Las botellas fueron incubadas entre 34,5 a 36,5°C durante
7 dias en un agitador. Una alicuota de solucién de
formaldehido, 37% fue agregada a cada botella de 20
litros para Jlograr una concentracién de 0,5%. El1 pH de
las mezclas fue ajustado entre 7,4 a 7,6. Las botellas

fueron incubadas entre 34,5 a 36,5°C durante B8 semanas.

ey
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El toxoide crudo fue ensayado en cuanto a
dextosificaci6tn. Las botellas fueron almacenada entre 1 a

5°C durante e. periodo de ensayo.

Purificacién de la proteina de toxoide de difteria cruda

El texoide se le permitié calentarse temperatura
ambiente, y los contenidos de las botellas de 20 litros
fueron combinados n un tanque de purificacién. El pH del
toxoide fue ajustado entre 7,2 a 7,4 y se agregd carbén
al toxoide crudo y se mezclo durante 2 minutos. La mezcla
de carbdén y toxoide se le permitié permanecer durante 1
hora, y luego fue filtrada a través de un cartucho de
filtro profundo en un segundo tanque de purificacién. Se
agregd sulfato de amonio al filtrado para lograr 70% de
saturacién. Fl PH fue ajustado entre 6,8 a 7,2, y la
solucién se le permitié permanecer durante 16 horas. La
proteina precipitada fue recolectada por filtracién
lavada con 70% de una solucién de sulfato de amonio a
saturacién, pd 7,0. El precipitado fue disuelto en agqua
destilada estéril, y la solucién de proteina fue filtrada
en una vasija de recoleccién de acero inoxidable. El pH
fue ajustado entre 6,8 a 7,2, y se agregd sulfato de

amonio a 40% de saturacién. E1 pH de la soluclédn se
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ajustd entre 7,0 a 7,2, y la solucién se le permitid
permanecer durante 16 horas. El precipitado fue removido
por filtracién y descartado. Se agregd sulfato de amonio
al filtrado a 60% de saturacidén, y el pH se ajustd entre
7,0 a 7,2. La mezcla se le permitid permanecer durante 16
horas, y la proteina precipitada fue recolectada por
filtracién. El precipitado fue disuelto en agua destilada
estéril, filtrado para remover la proteina no disuelta, y

diafiltrado contra 0,85% DE Salina fisiolégica.

Concentracién y filtracidén estéril de la proteina de

toxoide de difteria purificada

La solucién de proteina fue concentrada a 15g por
litro y diafiltrada contra 10 volimenes de salina
fisiolégica al, 0,85% usando un cartucho de filtro de
celulosa regenerado 10.000 MWCO. La solucién de proteina
concentrada fue esterilizada por filtracién a través de
una membrana de 0,2 micrones. La solucidén de proteina fue
almacenada entre 1 a 5°C hasta que se proceso en el

conjugado.

La concentracién de proteina fue determinada por el

método de Lowry, O.H.et.al. al(1951) revista de Quimica

77~
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Biolégica 193,p265-275. La pureza de la proteina fue
medida por es:-erilidad, el contenido de LAL (endotoxina),

Y el contenido residual de formaldehido.

Ejemplo 5

Preparacién ce conjugados monovalentes de la proteina de
toxoide de difteria a polisaciridos de los serogrupos
A,c,w-135, y Y de la Neilsseria meningitidis.

Loas materiales usados en esta preparacién incluyen el
polisacdrido privatizado con &cido adipico d 1los
serogrupos A,C,W-135 y Y de la Neisseria meningitidis
(preparados de acuerdo tonel ejemplo 3), La proteina
toxoide de difteria estéril (preparada de acuerdo con el
ejemplo 4), EDAC, sulfato de amonio, acido clorhidrico al

IN estéril, Lidréxido de sodio al 1N estéril, y salina

fisiolégica estéril (0,85%).

Cada conjugado de polisacdrido de serogrupo fue
preparado por una reaccién separada. Todos 1los {4
conjugados fueron preparados por el siguiente proceso. Un
tanque de acero inoxidable fue <cargado «con el
polisacdrido derivatizado con acide adipico purificado en

una concentracién de reacciédn de 700 a 1000umoles de

5



39

hidracida reactiva por litro y proteina de toxoide de
difteria purificada en una concentracién de reacciédn de
3,8 a 4,0 g de proteina por litro. La salina fisiolégica
a 0,85%, fue usada para diluir los materiales de partida
de las concertraciones de reaccién objetivo el pH fue
ajustado a 5,010,1. Una alicuota de EDAC fue agregada a
la mezcla de proteina polisacdrido para lograr una
concentracién de reaccién de 2,28 a 2,4g por litro. El pH
de la reaccién fue mantenido en 5,010,1 du;ante 2 horas
entre 15 a 30°C. Después de 2 horas, el pH fue ajustado
a 7,010,1 usando hidréxido de sodio al 1N estéril, y la
reaccién fue almacenada entre 1 a 5°C durante 16 a 20

horas.

La mezcla de reacclén se le permitiéd calentarse
entre 15 a 3C°C y la vasija de reaccién fue conectada a
una unidad de ultrafiltracién equipada con un cartucho de
celulosa regenerada 30.000 MWCO. Se agregd sulfato de
aonio s86lido al 60% de saturacién (para los serogrupos
A,W-135 y Y) y 50% de saturacidén (para el serogrupo C).
La mezcla de reaccidn conjugada fue diafiltrada contra 20
volimenes de 60% de solucién de sulfato de amonio
saturada ({para los serogrupos A,W-135 y Y) Y 50% de

solucién de sulfato de amonio saturada(para el serogrupo

27
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C), seguido por 20 voldimenes de salina fisiolégica,
0,85%. El conjugado diafiltrado fue filtrado
primeramente a través de una capsula de filtro que
contenia un f-ltro de 1,2 y uno de 0,45 micrones, y luego
a través de una segunda capsula de filtro que contenia un

filtro de 0,22 micrones.

La cantidad de polisacarido y el contenido de O-
acetilo fueron medidos por los mismos métodos usacs en el
polisacdrido despolimerizado y derivatizado. La cantidad
de proteina fue determinada por el método Lowry. El
tamafio molecular del conjugado fue determinado por el
pasaje a través de una columna de cromatografia de
filtracién por gel vendida bajo el nombre comercial
“TSK6000PW” que uso el DNA como un marcador de volumen
vacio, el ATP como un marcador de volumen total, y la
thy-roglobulina bovina como un marcador de referencia. En
adicién, el tamafio molecular del conjugado eluido de la
columna TkS6000PW fue medido por un barrido de luz laser
multiangulo. El1 caracter antigénico del conjugado fue
medido por el ligado a los anticuerpos especificos del
serogrupo del antipolisacdrido usando el método de doble
emparedado ELISA., La pureza de 1los conjugados se

determindé midiendo la cantidad de polisacarido no ligado
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(no conjugado) por elusién a través de una columna de
cromatografia por interaccién hidrofébica, la proteina no
conjugada por electroforesis capilar, esterilidad,
contenido de AL {endotoxina), contenido residual de EDAC

y contenido residual del ién amonio.

Ejenplo 6

Formulacién de una vacuna conjugada de toxoide de
difteria y polisacarido A,C,W-135, y Y meningococico
multivalente

Los materiales usados esta preparacién incluyen,
los conjugados d polisacarido de los serogrupos A,C,W-135
y Y toxoide de difteria (preparados de acuerdo con el
ejemplo 5), un fosfato de sodio estéril de 100mM

amortiguado con salina fisiolégica (0,855 de clorurc de

sodio).

Una alicuota de la salina fisiolégica amortiguada
con fosfato de sodio estéril de 100 a 500 mM fue agregada
a salina fis-olb6bgica (0,85%) en un tanque de carga de
acero inoxidable para proporcionar una concentracién de
vacuna final de 10mM de fosfato de sodio. Una alicuota de

cada una de cos a cuatro de los conjugados estériles de
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polisacéarido meningococicoe monovalente-toxoide de
difteria fueron agregados al tanque de carga que contiene
la salina fisiolégica con fosfato de sodio estéril de
10mM para proporcionar una concentracién final de 8ug de
cada polisacdrido de serogrupo por mililitro de
amortiguador. El1 conjugado tetravalente formulade fue
mezclado y filtrado a través de un filtro de 0,2um en un

segundo tanque de carga.

La cantidad de cada polisacarido de serogrupo
presente en la formulacidén multivalente fue determinada
por el andlisis del componente sacdride usando una
cromatografia de intercambio de anién de alto pH con
deteccidén amperométrica pulsada. La cantidad de proteina
fue medida por el método de Lowry. El pH de la vacuna fue
medido usando un electrodo de combinacién conectada un
medidor de pH. El1 caracter antigénico d 1la vacuna
conjugada mul-ivalente fue medida por medio de enlace al
anticuerpo especifico del serogrupo antipolisacéarido
usando el método de doble emparedado ELISA. La
inmunogenicidad de la vacuna conjugada multivalente fue
medida por la habilidad de cada conjugado presente en la
vacuna para fomentar tanto wuna respuesta inmune

antipolisacdr.ido IgG primaria y de refuerzo en un modelo

82~
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animal. La pureza de la vacuna conjugada multivalente fue
determinada por 1la medicién de la cantidad de
polisacarido no ligado (no conjugado) usando
cromatografia de intercambio de anién de alto pH con
deteccién amperométrica pulsada, esterilidad, contenido
de LAL (endotoxina), contenido pirogénico, y seguridad

general.

Ejemplo 7

Preparacién cel conjugado de polisacdrido meningococico-
toxoide de difteria multivalente adyuvado con hidréxido
de aluminio

La preparacién del conjugado absorbido en hidréxido
de aluminio. Los materiales usados en esta preparacién
incluyen la preparacién de conjugados de polisacarido de
los serogrupcs A,C,W-135, y Y y toxoides de difteria
descrita en el ejemplo 5, salina fisiolbébgica estéril
(0,85% de cloruroc de sodio), e hidréxido de aluminio

estéril en salina fisiolégica (0,85% de cloruro de

sodio).

Una alicuota de cada uno de 1los conjugados de

polisacdrido meningococico monovalente estéril y toxoide

£3



de difteria fueron agregados en el tanque de carga que
contiene la salina fisiolégica para proporcionar una
concentracién final de 8ug de cada polisacarido de
serogrupo por mililitro de amortiguador. Una alicuota de
hidréxido de aluminio estéril en salina fisiolégica
(0,85% de cloruro de sodio) fue agregada a la vacuna
conjugada multivalente para lograr una concentracién
final de 0,44mg de ién de aluminio por mililitro de

vacuna.

Ejemplo 8

Preparacidn del conjugado adyuvado con fosfato de
aluminio

Los materiales usados en esta preparacién incluyen
la preparacitn de conjugados de polisacadrido de 1los
serogrupos A,C,W-135 y Y y el toxoide de difteria
descritos en el ejemplo 5, salina fislolégica estéril
(0,85% de cloruro de sodio), y fosfato de aluminio
estéril en salina fisiolbégica (0,85% de cloruro de

scdio) .

Una alicuota de cada uno de 1los conjugados de

polisacéarido meningococico monovalente-toxoide de

£y



45

difteria estéril fueron agregados al tanque de carga que
contenia salina fisiolégica para proporcionar una
concentracién final de 8ug de cada polisacidrido de
serogrupo por mililitro de amortiguador. Una alicuota de
fosfato de aluminio estéril en salina fisioldédgica (0,85%
de cloruro de sodio) fue agregada a la vacuna conjugada
multivalente para lograr una concentracié4n final de 0,44

mg de ién de aluminio por mililitro de vacuna.

Ejemplo 9

Inmunogenicidad de la vacuna conjugada tetravalente

La wvacuna conjugada tetravalente fue estudiada en
cuanto a su habilidad para fomentar una respuesta inmune
en animales pequefios de laboratorio antes de 1la
evaluacién en clinica. Ratones, rayas y conejos han sido
usados para estudiar la Inmunogenicidad de las vacunas
conjugadas en relacién con las vacunas de polisacArido.
Estos modelos animales son utiles, por que ellos son
capaces de distinguir la vacuna conjugada de los
polisacadridos correspondientes por su patrén de respuesta
inmune. La vacuna conjugada fomenta una respuesta inmune

similar a dependiente de T en estos modelos, mientras que

&~



46

la vacuna de polisacidrido fomenta una respuesta inmune

similar a independiente de T.

En los estudios de inmunogenicidad en ratén, el
conjugado fue diluido con salina fisiolégica (0,85% de
cloruro de sodio) para administrar entre un cuarto a un
dieciseisavo de una dosis humana. Los ratones fuero
administrados con una o dos dosis de vacuna, sea
conjugada o de polisacdrido, y especimenes de sangre
fueron tomados dos semanas después de la vacunacién. Un
grupo de ratones sirvié como un grupo de control no
inmunizado. Los anticuerpos de cada uno de 1los
polisacdridos de serogrupo fueron medidos por un método
ELISA. Las muestras de suero fueron incubadas con exceso
de cada polisacarido capsular que fue ligado al pozo de
placa micro titulo ELISA. La albimina de suero humano
metilada fue wusada para 1ligar cada polisacarido de
serogrupoc en el poze de micro titulo. Liego de 1la
incubacién del pozo de micro titulo fue 1lavado con
amortiguador, y un segundo conjugado de enzima-anticuerpo
secundario fue agregadoe al complejo polisacarido-
anticuerpo gqae liga al anticuerpo del polisacarido
antimeningococico. L aplaca micro titulo fue lavada, y un

sustrato quimico fue agregado al conjugado de enzima
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anticuerpo secundario-anticuerpo meningococico-
polisacdrido. La enzima hidroliza wuna porcién del
sustrato quim-co que resulta en la formacién de color. La
cantidad de formacién de color es proporcional a 1la
cantidad de conjugado de polisacarido-anticuerpo
meningococico—-anticuerpo secundario-enzima que es ligado
al pozo micro titulo. La potencia de 1la vacuna fue
determinada por comparacién con referencia antisuero para
cada serogrupo, que es medido en la misma placa micro
titulo, por un célculo de linea paralela usando un ajuste
de cuatro parametros. El1 antisuero de referencia del
ratén fue generado n la misma sepa de los ratones que
fueron inmunizados individualmente con tres dosis de cada
vacuna conjugada de serogrupo. El antisuero de referencia
de ratén fue asignado a titulos con base en el inverso de

la produccién de dilucién de una densidad 6ptica de 1,0.

En la tabla 1 se presenta un resumen de los titulos
anti-polisacdrido 1IgG para cada serogrupo logrado en
ratones Swiss-Webster quienes fueron vacunados con dos
dosis de cada una de las vacunas conjugadas
tetravalentes. Ambas formulaciones liquida y de hidréxido
de aluminio, o la vacuna de polisacarido tetravalente

correspondiente. Los titulos IgG fueron medidos en

g >



48

conjunto en in pozo de suero desde u conjunto de 10
ratones. Dos conjuntos de 10 ratones fueron usaocs para
medir la respuesta inmune a cada formulacién de vacuna.
Ambos conjuntos fueron vacunados en el dia 1. En el dia
15 {dos semanas después de la vacunacién) especimenes de
sangre fueron tomados de un conjunto de 10 ratones, y el
segundo conjunto de 10 ratones fue vacunado con una
segunda dosis de vacuna en el dia 15. Dos semanas después
en el dia 29, especimenes de sangre fueron tomados del
segundo conjunto de 10 ratones, y del grupo de control no
inmunizado. Todos los anticuerpos fueron titulados al
mismo tiempo, esto es, tanto el dia 15 y el dia 29 los
especimenes de sangre fueron ensayados al mismo tiempo
junto con los controles no inmunizados y los sueros de

referencia de ratédn.

Tabla 1

Titulos anti-polisacarido IgG en un pozo de suero de
ratones Swiss-Webster vacunados sea con el conjugado
tetravalente o con el polisacirido

de | Dosi Anti-Men |Anti Men Anti Men | Anti men
vacuna ficacién |A c W135 Y
Bg ps D15 |[D29 ;D15 |[D29 D15 | D29 D15 D29
Conjugado 0.25 131 | 2640|250 |1510 |1350(| 6100 |5660 | 4830
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87

adyuvante)

Conjugado
{sin
adyuvante)

0,50

171

6220

416

2050

849

26000

5980

112000

Conjugado
(sin
adyuvante)

249

4500

525

2740

1450

16600

11300

59100

Conjugado
(hidrox.
Aluminio.

0,25

2920

4500

1010

2980

2300

33700

11600

124000

Conjugado
(Hidrox.
Aluminio)

c, 50

5800

9550

2280

1010

4810

71900

26400

330000

Conjugado
(Hidrox.
Aluminio)

1,0

6210

9350

2630

12800

7870

94000

32700

302000

Polisacarido
(sin adyuv.)

1,0

136

173

184

205

612

608

4470

3910

No
inmunizados

110

145

623

777

La vacuna conjugada tetravalente,

tanto sin adyuvante

como con adyuvante con hidréxido de aluminio, es capas de
fomentar una fuerte respuesta inmune anti-polisacarido
IgG en este modelo de ratédn. E1l adyuvante hidréxido de
Aluminio sirve para mejorar tanto la respuesta primaria
como de refuerzo de cada uno de los cuatro conjugados de
polisacdrido de serogrupo. La vacuna de polisacArido
tetravalente ifomenta una respuesta inmune despreciable en
los serogrupos A, C y W135 en este modelo de ratém con
relacién al control no inmunizado, mientras que el

serogrupo y si fomenta una respuesta inmune respetable,
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perc no una respuesta de refuerzo. La vacuna de
polisacidrido tetravalente falla en fomentar una respuesta
de refuerzo en todos 1los polisacdridos de cuatro
serogrupos en este modelo. Este modelo puede ser
diferenciado facilmente entre la vacuna de polisacdrido y
la vacuna conjugada tanto por la magnitud de la respuesta
inmune y el patrén de respuesta de refuerzo de cada una

de las vacunas conjugadas de serogrupo.

La forma sin adyuvante de la vacuna conjugada
tetravalente ha ido estudiada en clinica en cuanto a
seguridad e inmunogenicidad en adultos saludables jdévenes
Yy en nifilos saludables joévenes. En el estudio de adultos,
los sujetos fueron vacunados con una dosis dnica de
vacuna formulada para contener 4ug de cada uno de los 4
conjugados, c¢omo polisacirido. Especimenes de sangre
fueron tomados inmediatamente antes de la vacunacién y 28
dias después de la vacunacién. Los anticuerpos de cada
uno de los conjugados de serogrupo fueron medidos por una
medida ELISA que cuantificé 1la cantidad de anti-
polisacidrido IgG. El1 método ELISA es muy similar al
método usado dara medir la cantidad si el anticuerpo IgG

estid presente e el suero de ratédn.
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Brevemente, las muestras de suero fueron incubadas
en pozos de micro titulo ELISA que fueron recubiertos con
polisacarido meningococico en exceso que fue ligado a la
placa con albimina de suero humano metilado. La cantidad
de anticuerpo ligado fue determinada por una reacciédn con
anticuerpo monoclonal especifico anti-humano IgG de ratén
marcado con peroxidasa. Una reaccién subsecuente usando
sustratos de peroxidasa generé un producto cromogénico
que fue medido expectrofotometricamente. La densidad
éptica resultante del croméforo correlaciona con 1la
cantidad d articuerpo IgG en el suero que es ligado al
polisacédrido meningococico en la placa micro titulo. La
cantidad d anticuerpo fue calculada en comparacién al
suero de referencia humano (CDC 1922) con un valor
asignado wusando el método de curva logistica de 4
paradmetros. En adicién, los anticuerpos fueron medidos en
cuanto a su habilidad para eliminar bacterias especificas
del serogrupo. Las muestras de suero son completamente
destruidas e inactivadas primero por calor. Las muestras
de suero son diluidas por diluciones 2 veces en una placa
micro titulo estéril de 96 pozos. La bacteria especifica
del serogrupc junto con el complemento del conejo bebe
fueron agregsdos a las diluciones de suerc y se les

permitié encubarse. Después de un periodc de incubacién
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un medio de =obre capa de agar fue agregado a la mezcla
suero/complemento/bacteria. La sobre capa de agar se le
permitidé endurecerse, y luego se incubd durante la noche
a 37°C con 5% de diéxido de carbono. El siguiente dia,
las colonias bacteriales presentes en el pozo fueron
contadas. El titulo de punto final fue determinado por la
dilucién de suerc reciproco que proporcioné mAs de 50% de
muerte en ccmparacién con la media de 1los pozos de

control de complemento.

En la tabla 2 se presenta un resumen de la media de
antipolisacédr.do de concentraciones IGg para cada
serogrupo Yy la media de anticuerpo bactericidal de suero
(SBA) en titulo en suero de adulto pre y post vacunacién
con la vacuna conjugada tetravalente formulada en 4pg de
polisacdrido por dosis. La respuesta inmune a los
conjugados de 4 serogrupos fueron satisfactorias, esto es
comparable a la respuesta inmune lograda por la vacuna de
polisacarido licenciada en términos tanto de anticuerpo
IgG como de respuestas anticuerpo bactericidal funcional,
La vacuna se encontrd que es segura para este grupo de
edades y los perfiles de seguridad se encontraron ser
similares a aquella de 1la vacuna de polisacarido

licenciada.
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Tabla 2

GMC de antipolisacadrido IgG (concentracién media de grupo
y GMT de céntlcuerpo bactericidal de suero (titulos
promedio de grupos) para adultos saludables jévenes

vacunados con una vacuna conjugada meningococica
tetravalente formulada en 4ug por dosis por polisacérido.

Respuesta IgG GMC (pg/ml) SBA GMT [95%Cl]
Inmune Wpre/Mposr | [95% C1]
por Pre Post Pre Post
Serogrupo
A 28/28 3.3 38,4 487 6720
[2,3- [22,2- [231- 4666-
4,8] 66.4]) 1027] 154281
C 28/28 0,4 5,5 16,4 1560
[0,2- [3,0-10,1] | [7,1- [800-4042]
0,7] 37,17]
W-135 28/28 0,6 5,8 10,0 609
[0,3- [2,9-11,7] | [5,9- [250-1481]
1,0] 16, 9]
Y 28/28. 1,3 6,8 19,0 390
{o,7- [3,2-14,6] | [8,0- [143-1061]
2,5] 41, 2]

En grupos de edad mAs jévenes, nifios menores de 2
aflos de edad, la respuesta inmune a la vacuna
polisacarido es débil y la inmunidad ha siso estimada que
se desvanece después de un aflo. Los niflos de 12 a 15
meses de edad se les suministraron una dosis Udnica de
vacuna conjugada tetravalente formulada en 4pg de cada

plisacdrido da2 serogrupo por dosis, y se les administré
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una segunda dosis de vacuna conjugada tetravalente dos
meses después de la primera dosis. Los especimenes de
sangre fueron tomados antes de la primera y la segunda
vacunaciones y un mes después de la segunda vacunacién.
La respuesta de anticuerpos de los conjugados de los
cuatro serogrupos se resumen se resumen e la tabla 3.
Para cada serogrupo una respuesta de refuerzo para el
anticuerpo IgG y para el anticuerpo bactericidal
funcional fue observada luego de la sequnda dosis del
conjugado te-ravalente. El nivel de anticuerpo IgG
fomentado por 1la vacuna conjugada es comparable al
fomentado por el polisacarido licenciado para este grupo
de edad; una respuesta después de 6 semanas de 3,64ug/ml
(2,96-4,49) de respuesta de anticuerpo IgG al
polisacdrido del serogrupo C. Sin embargo, el nivel de
anticuerpo bactericidal fomentado por la vacuna conjugada
es mucho mids alto que aquel que es normalmente fomentado
por la vacuna de polisacarido licenciado para este grupo
de edad; un titulo SBA post después de 6 semanas de 7,2
(5,0-10,4). La razén de este desacuerdo entre el
anticuerpo 1IgG y el anticuerpo bactericidal en
poblaciones muy Jjévenes se piensa gque resulta del
polisacdrido que fomenta una proporcién alta de bajo

avidez de anticuerpo en poblaciones jévenes.

7¥



55

Inversamente, el conjugado parece que fomenta una
proporcién mucho mas alta de alta avidez de anticuerpo.
La alta avidez de anticuerpo se piensa que es responsable

de la actividad bactericidal.

Tabla 3

GMC de antipolisacdrido IgG (concentracién media de
grupo) y GMT de anticuerpo bactericidal de suero (titulos
promedio de grupo) para niflos saludables jovenes (1 a 2
aflos de edad) vacunados con dos dosis de vacuna conjugada
meningococica tetravalente formulada en 4pug por dosis por

polisacarido

Respuesta | Ni/N2/N3 | IgG SBA GMT [95%Cl]

Inmune GMC ( (pg/ml) [954CI]

por Pre Pre Post | Pre Pre Post

serogrupo

A 8/8/8/ 0,2 2,1 4,4 8,7 1328 3158
[o,1- [0,9- | [2,1- | [1,4- | [179- | [1857-
0,4] 4,8] 9,11) 55,1] | 987] 53711}

(o] 8/8,/8/ 0,2 1,0 1,5 6,7 117 304
[o,0,- [0, 3- [0, 6- [2,0- [37,7- [128-
0,71 3,1] 3, 6] 23,0] | 365] 721]

W-=135 a,alla, 0'1 016 1;5 6,2 22'6 430
[0,1- [0,2- | 0,8~ 2,2- [2,8- 172-
0,2] 1,9] 3,1] 17,2] | 1851 1076]

Y 8/8/8/ 0,3 1,2 4,5 5,7 98,7 304
[0, 2- [0,5- | (2,7~ [3,7- | [20,4~ | [101-
0,41 2,8] 7, 6] 8,8] 478] 920]

En adicién a la habllidad de la vacuna conjugada
tetravalente para fomentar una alta respuesta funcional

de anticuerpc en poblaciones jévenes comparada con la

jar—’
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vacuna de polisacarido licenciado, en la vacuna conjugada
tetravalente es capaz de fomentar una respuesta
anamnestica, demostrando que la proteccién fomentada por
la vacuna conjugada tetravalente de la presente invencién
dura largo tiempo. En el desarrollo la vacuna conjugada
tetravalente, los estudios fueron conducidos primeramente
sobre una formulacidén conjugada bivalente AC. Las vacunas
ofrecen un cubrimiento mas amplio que el conjugado
monovalente C licenciado actual, pero no protege contra

la enfermedad causada por los serogrupos wl35 Y y.

Un estudio clinico fue llevado a cabo con sujetos
infantes que compararon la respuesta inmune a la vacuna
de polisacarido bivalente AC contra la vacuna conjugada
bivalente AC. En este estudio, un tercer grupo de
infantes fue involucrado para servir como grupo de
control, y ellos recibieron un conjugado tipo B de
Haemophilus influenzae. Todos los tres grupos de vacuna
recibieron las mismas vacunas pedidtricas. El1 grupo de
conjugado bivalente AC recibié tres dosis de vacuna
conjugada (4ug de polisacarido por dosis) a las 6,10 y 14
semanas de edad. El grupo de polisacdrido bivalente AC

recibié dos dosis de una vacuna de polisacdrido bivalente
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AC (50pg de polisacarido por dosis) en las semanas 10 y
14 de edad. E. grupo conjugado tipo

b de haemophilus influenzae recibié tres dosis de vacuna
conjugada en la semana 6,10 y 14 de edad. Especimenes de
sangre fueron tomados n la sexta semanas, pre vacunacién,
y las semanas 18, 4 semanas después de vacunacién. Cuando
los nifios tenian 11 a 12 meses de edad, especimenes de
sangre fueron tomados y los niflos que habian recibido
sean el conjugado bivalente AC o la vacuna de
polisacarido bivalente AC recibieron wuna dosis de
refuerzo del polisacdrido AC. La razén para la dosis de
refuerzo del polisacérido fue evaluada en cuanto a si no

los sujetos podian fomentar una respuesta aneméstica.

Los resultados de este estudio, tanto en las
respuestas inmune primarias comc de refuerzo del
polisacarido se presenta en la tabla 4 en cuanto a la
respuesta de anticuerpo IgG y la tabla 5 para la
respuesta anticuerpo SBA. Las series primarias post
respuesta anticuerpoc 1IgG fueron de aproximadamente
iguales tanto para las vacunas de polisacdrido como la
del conjugado. Sin embargo, la respuesta anticuerpo
bactericidal =2n los sujetos vacunados con conjugada fue

mucho mds alta que para los sujetos vacunaos con el
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polisacdrido. Como se observé con sujetos de 1 aflo de
edad, la vacunacién de infantes con el polisacarido
fomenta muy poco anticuerpo bactericidal funcional. El
anticuerpo fomentado por los infantes con la vacuna de
polisacidrido es presumiblemente de baja avidez de
anticuerpo, mientras, que la vacuna conjugada parece
fomentar una alta avidez de anticuerpo, por lo tanto
tomando en cuznta el titulec mucho mds alto de anticuerpo
bactericidal. El1 alto nivel de anticuerpo funcional
fomentado por la dosis de refuerzo de la vacuna de
polisacérido en los sujetos que habian recibido la vacuna
conjugada en las series primarias de vacunacién, indica
que estos sujetos habian sido imprimados e cuante a
respuesta de memoria anticuerpo dependiente de células
T. 1l0s sujetcs que recibieron la vacuna de polisacarido
en la serie. de vacunacién primaria fomentaron una
respuesta modesta a la dosis de refuerzo de
polisacarido, lo que es indicativo de una respuesta

independiente de célula T.

Tabla 4

GMC de antipolisacdrido IgG (concentraciédn media de
grupo) en irfantes contra los serogrupos A Y C antes y
después tarto de la inmunizacién de series primarias
(6,10 y 14 semanas de edad) y la vacunacidén de refuerzo
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tonel polisacdrido bivalente AC dada en los meses 1l y 12

de edad.
Respuesta | Vacunacidén primariaGMC | Vacunacién de refuerzo
Inmune por | [95% Cl] PS GMC [95% Cl]
Grupo de | N Pre Post N Pre Posat
vacuna
Serogrupo
A
Conjugado AC | 34 3,4 5,8 ali 0,2 7.0
[2,2—- [4, 3- [0,1- (4,0~
5,4] 8,0] 0,31 12,0]
Polisacarido | 35 3,0 5,5 30 0,9 3,1
AC [1,7- [4,1- {0, 5~ [2,0-
5,3) 7,3] 1,4} 4,7)
Conjugado 36 3,2 0,6 NA NA NA
HIB 2,2~ [(C,4-
4,5] 0,8]
Serogrupo C
Conjugado 31 1,6 2,8 31 0,1 8,1
AC [0,9~ [2,0- [ol 1- [415-
2,8] 3, 9] 0, 2] 14,5]
Polisacérido | 35 2,3 5,3 30 0,6 2,8
AC [1,4~ [3,8=- [0, 3- [1,7-
3,9] 7,4] 1,0] 4,7]
Conjugado 36 2,0 a,5 NA NA NA
HIB [1,2- [0, 3-
3,51 0,7]

Tabla 5

GMT de anticuerpo SBA (titulo promedio de grupo) en
infantes contra los serogrupos A Y C antes y después de
tanto la inmunizacién de serie primaria (6,10 y 14
semanas de edad) como la vacunacién de refuerzo con
polisacaridc bivalente AC dada en los meses 11 a 12 de

edad.

Respuesta
inmune por
grupo de
vacunas

Vacunacién primaria
GMC [95% Cl]

Vacunaciétn de refuerzo
PS GMT [95% Cl]

N Pre Post

N

Pre

Post
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Serogrupo
A ¢
Conjugado 34 3,4 5,8 il 0,2 7,0
AC [zlz_ [4,3- [0, 1- [410_
5,4] 8,0] 0, 3] 12,0]
Polisacarido | 35 3,0 5,5 30 0,9 3,1
AC [1,7- [4,1- [0, 5~ [2,0-
5, 3] 7,3] 1,4) 4,7]
Conjugado 36 3,2 0,6 NA NA NA
HIB [2,2- [0,4-
4,5] 0, 8]
Serogrupo
C:
Conjugado 31 1,6 2,8 31 0,1 8,1
AC [Ol 9- [2,0- [0,1- [4,5-
2,8] 3,9] 0,2] 14,5]
Polisacdrido | 35 2,3 5,3 30 0,6 2,8
AC [11 4- [3; 8- [ol 3- [117_
3,9] 7,4] 1,0] 4,7]
Conjugado 36 2,0 0,5 NA NA NA
HIB (1,2~ [0,3-
3,51 0,7]

En adicién a los beneficios que esta invencién ofrece
a la proteccién mejorada contra la enfermedad
meningococica en poblaciones jévenes y la amplia
proteccién contra los serogrupos A,C,W-135 y Y, el
conjugado tetravalente puede suministrar proteccién
contra otros patdégenos por induccién de una respuesta de
anticuerpo en la proteina portadora. Cuando la vacuna
conjugada tetravalente, usando el conjugado de toxocide de
difteria, fue administrada en infantes, estos sujetos
también recibieron las inmunizaciones de rutina
pediadtrica, que incluyd el toxoide de difteria. Por lo

tanto, en estos sujetos no habia una mejora aparente en
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la respuesta de anticuerpo el toxoide de difteria. Sin
embargo, cuando el conjugado de toxoide de difteria fue
administrado a los sujetos que no recibieron vacunas que
contenian el toxoide de difteria con concomitantes, una
respuesta de refuerzo fuerte al toxoide de difteria fue
observado. Estos sujetos habian recibido 3 dosis de
régimen de LCPT en 2,3, y 4 meses de edad. En este
estudio, los sujetos recibieron sea la dosis Gnica de un
conjugado bivalente AC o una dosis dGnica de una vacuna de
polisacdrido bivalente AC entre los afios 2 y 3 de edad.
Especimenes de sangre fueron tomados ene. Tiempo de la
vacunacién y 30 dias después de vacunacién. El conjugado
bivalente AC que usé toxoide de difteria como la proteina

portadora.

La respuesta inmune del toxoide de difteria en los dos
grupos vacunados se presenta en la tabla 6. El
polisacArido no sirvié para estimular una respuesta
inmune antidifteria en estos sujetos como se esperaba sin
embargo una fuerte respuesta inmune antidifteria fue
observada en los sujetos que recibieron el conjugado AC.
Por lo tanto, la vacuna de conjugado meningococico puede
suministrar un beneficio adicional de estimular una

respuesta inmune a la proteina portadora asi

S
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suministrando proteccién contra enfermedades causadas por
la corynebac-eria diphtheriae cuando el toxolde de

difteria es usado como proteina portadora.

Tabla 6

Anticuerpo an:idifteria por ELISA GMT (titulc promedioc de
grupo) en IU/ml en niflos saludables jévenes vacunados sea
con la vacune de conjugado toxoide de difteria bivalente
AC formulada en 4pug como polisacadrido por dosis o una
vacuna bivalente de polisacdrido AC formulada en 50pg
como polisacarido por dosis.

Respuesta Nore/Mpost: Anticuerpo

inmune por antidifteria (ELISA-IU/ml)

grupo de [95% Cl]

vacuna Pre Poat

Conjugado AC 104/103 0,047 21,2
[0,036-0,060] | [11,6-38,6]

PolisacArido 103/102 0,059 0,059

AC [0,045-0,076] | [0,045-0,077]
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmunoldégica que comprende 2,3 o 4
conjugados de polisacarido-proteina distintos, e donde
cada uno de los conjugados comprende un polisacarido
capsular de 2 o mis serogrupos de N. meningitidis

conjugado con una o mis proteinas portadoras.

2. La composicién inmunolégica de la reivindicacién 1 en
donde los polisacaridos capsulares son seleccionados del
grupo que coasiste de polisaciridos capsulares de los

serogrupos A,C,W-135 y Y de la N.meningitidis.

3. La compcsicién inmunolégica de la reivindicacién 1,
en donde 1lcs polisacdridos capsulares son de los

serogrupos A ¥ C de la N.meningitidis.

4, La compcsicién inmunolégica de la reivindicacién 1,
en donde lc¢s polisacadridos capsulares son de los

serogrupos A,C,W-135 y Y de la N. meningitidis.

5. La compcsicién inmunolégica de la reivindicacién 1,

en donde la proteina portadora es toxoide de difteria.

Y
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6. La compcsicién inmunolégica de la reivindicacién 1,

que comprende adicionalmente un adyuvante.

7. La compcsicién inmunolégica de la reivindicacién 5,

en donde el adyuvante es hidréxido de aluminio-

8. La composicién inmunolégica de la reivindicacién 5

en donde el adyuvante es fosfato de aluminio.

9. Un método para inducir una respuesta inmunolédgica en
un polisacarido capsular de N. meningitidis que comprende
administrar una cantidad inmunolégicamente efectiva de la
composicién inmunolégica de la reivindicacién 1 a un

humano o animal.

10. Una vacuna meningococica multivalente que comprende
cantidades inmunolégicamente efectivas de 2 a 4
conjugados de polisacarido-proteina distintos, en donde
cada uno de 1los conjugados contiene un polisacéarido
capsular diferente conjugado con una proteina portadora,
y en donde cada polisacidrido capsular se selecciona del
grupo que consiste de polisacidrido capsular de los

serogrupos A,C,W-135 y Y.
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11. La vacuna meningococica multivalente de 1la
reivindicacién 9, en donde los polisacidridos capsulares
son preparados de los serogrupocs A y C de 1la N.

meningitidis.

12. La vacuna meningococica multivalente de 1la
reivindicacién 9, en donde los polisacidridos capsulares
son preparados de los serogrupos A,C,W-135 y Y de la N.

meningitidis.

13. La vacuna meningococica multivalente de la
reivindicacién 9, en donde la proteina portadora es

toxolde de difteria.

14. La wvacuna meningococica multivalente de 1la
reivindicacién 9, que comprende adicionalmente un

adyuvante.

15. La vacuna meningococica multivalente de la
reivindicacién 13, en donde el adyuvante es hidréxido de

aluminio.
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16. La vacuna meningococica multivalente de la
reivindicacién 13, en donde el adyuvante es fosfato de

aluminio.

17. Un método para proteger un humano o animal
susceptible a la infecci6tnm de la N. meningitidis que
comprende administrar a lo humano o animal una cantidad
inmunolégicamente efectiva de la vacuna de la

reivindicacién 9.
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RESUMEN

La presente invenciédn describe una vacuna
combinada que ofrece una amplia protecciédn contra 1la
enfermedad meningococica causada por la Dbacteria
patogénica Neisseria meningitidis. La vacuna esta
compuesta de cuatro conjugados de polisacArido-proteina
distintos que son formulados como una dosis Unica de
vacuna. Los polisacdridos capsulares purificados de 1la
Neisseria meningitidis serogrupos A,C,W-135 y Y son
activados quimicamente y ligados selectivamente a una
proteina por-adora por medio de un enlace quimico
covalente, formando conjugados de polisacidridos-proteina
capaces de fomentar una inmunidad de largo tiempo wuna
variedad de sepas de N.meningitidis en nifios lo mismo que

en adultos.
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