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* SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO :
L T -
: No. 07-136744- -00000-0000

. . Fecha 2007-12-27 16:42.17 _Dep. 2020 NUECREACIONI  *
Industria y Comercio Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
<UPERINGENDENCIA . Act. 411 PRESENTACION  Folios: 148

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL 73 ene. 2003
@ SOLICITUD DE:
& Patente de Invencion [:I Patente de Modelo de Utilidad
D Capitulo I. @ Capitulo Il.
(2 Nombre: GLAXOSMITHKLINE  BIOLOGICALS IDENTIFICACION
SA _
Direccién: Rue de [I'Institut 89, B-1330
SOLI?;I;ANTE Rixensart, Bélgica. cc. [ NnT [
Nacionalidad o Domicilio: Rixensart, CE. D Otro D
Bélgica.
Lugar de Constitucion: Bélgica. Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 .
Numero
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
© cc. X N1 [
Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°,| cE. [] oto []
REPRESENTANTE |Bogota, Colombia
O APODERADO
Teléfono; 3264270  Fax: 6069701 Cual
Numero 39.690.713 TP 53.215
E-mail: jllicco@loredacamacho.com

@ Nombre: BIEMANS, Ralph, Leon: BOUTRIAU, Dominique; CAPIAU, Carine;
DENOEL, Philippe; DUVIVIER, Pierre y POOLMAN, Jan.

INVENTOR(ES)
(72)
Direccidén: GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rue de ['lnstitut 89, 8-1330
Rixensart.
Nacionalidad o Domicilio: Bélgica.
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2006/006210 Fecha: _23/06/06
Publicacion Internacional No._WQ 2007/000322 A1 Fecha: 04/01/07

COwW \cwm \nm& c:gb«\.)c (e \gcmk; o r)-
< & +

® Tituio (54) COMPOSICION INMUNOGENICA _\“m, 'g‘*‘&‘d PR ‘é‘f?“ s wglemae

Clasificacion Internacional (51) _A61K 39/095

o (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Prioridad
Kwol | & oo |y e
S NO .
GB 28/11/05 0524204.5
GB 21/12/05 0526040.1 0526041.9

s Comprobante de Pago No. _07-100,732 Fecha: Diciembre 11 de 2007
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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.
Copia de la solicitud internacional. (resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (resumen, descripcién, reivindicaciones)

Copia del examen preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del examen preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de Busqueda Internacional con su traduccién, Publicacion con su traduccion, Opinion
escrita de la autoridad de busqueda internacional con su traduccion y Anexos a la Opinion escrita de la
autoridad de busqueda internacional.

D

FIGURA CARACTERISTICA:
r )
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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DEPOSITARTE TIPQ PAGO BANCO CUENTA No. PAGC FECHA PGO Vr. PAGO
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CANT. RENTISTICO
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1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 482,000.00
TOTAL ¢ ¢ 482,000.00

CUATROCIENTOS OCHEWTA Y DOS MIL PESOS
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

.

U
AL LOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglées y

en espanol.
Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espariol.

Notarizacion, documento escrito en espafiol.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretaia e Irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda del Norte

Este documento publico

2. ha sido firmado James Kerr Milligan
3. actuando como Notario Publico
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico
CERTIFICADO
5. en Londres 6. el 01 de septiembre de 2004
7. por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos

Exteriores y del Commonwealth
8. Numero: G 749037
9. Sello/Estampilla: 10.  Firma: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

ANITA EJFOBAR DE TAMAYO

N\
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencién
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostila o certificado de
legalizacién unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

.

contenidos.

Traducido segiin mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Repriblica de Colombia.

TRADULTOR OFICIAL

RESOLUCION 2177
—_

) O
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO (3

T W ET T LRI A R
£'como NOTARIO TO DEL CIRCULO
¥ OF ROGOTA, HAGO CONSTAR QUE LA i
I FOYOCONA COMMEIDE CON EL ORIGINALL
ir YENIOO A LA VISTA

2l
il

g

JUAN MANLEC BOTERQ
NOTAR!O
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,
CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio
y letra del Seiior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada

“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de

I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esta
debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de septiembre del afio dos

JAMES KERR MILLIGAN
Notario Publico de Londres, Inglaterra

mil cuattro.

35 Piceadilly Landan W1d O1L) FROTOCOPIA COINCIS
Telephone 444 ()20 7208 200 Facsimile: +44 ()20 7208 0066 DX No 48521 Pieeadilly 2 P

o oy 1 deat Rhaa\tee
?como NOTARIO SEFFS DEL CIRCULO
DE PINNA + LE BOGOTAR, HAGOH ONSTAR NUE LA 3
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APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 /Convention de La Haye du S octob

Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord

This public document/Le présent acte public
has been signed by /\S' l
a été signé par ....... 77 MV\QSKQ’[/’ . ;M[\’tjw\ .............

acting in the capacity of f\i@iafy Ui

agissant en qualité de ... ... ..

bears the seal/stamp of S0 1 e
est revétu du sceau/timbre de .................. T
Certified /Attesté
at London/a Londres 6. the/le ................¢... R S0y AR
R IO R S

3

by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs/
par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

Number/sous No (@ 7 4 9 0 3 7

ot s gientasi SULC IR o

L STR . S a4
OMO N

;{: OYQRIO SEXTO DEL CIRCULO
‘; DE BOGOTA, HAGO CONSTAR QUE LA =
i;'OTOCOPIA COINCIDE CON EL Oﬂ"GlNAt;—%

10. Signature: \ Az Q:U '};gS’m“‘ St n
\) 14 DIC 2007

YN

Stamp:
timbre:

€

e

For the Secretary of State/ Pour le Secrétaire d’Etat

It this document is to be used in a country which is

not party to the Hague Convention of 5 October 1161,
it should ha neassntad 14 the conenlar coctinn of the

[T TRV

mission repreasiting that country.



4

’

1

Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

con domicilio en rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogots,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 6o., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, rectamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
nresente declaramos desde ahora valido y bueno
-uanto dichos representantes y/o los apoderados que
Cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE' ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

B e e T U

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
existing under the laws of Belgium.

domiciled at rue de l'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium
hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especiglly empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

31 AUG 2004

iven and signed this

ol _ @
thah Willia ALTON
thorised Official
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 , comparecid
, aquien conozco y

de quien me consta que firm6 el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declar6 y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A, la
compariia nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélgica, legalmente constituida
para un periodo de duracion que ain no ha
terminado, que ejerce su objeto social, conforme a
las leyes de

que el declarante esta
autorizado por dicha Compafila para conferir este
poder; que el sello estampado por €l al pie de tal
poder, en nombre y en representacion de la
expresada Compairiia, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento

sta comprendido dentro del de la sociedad.

. suscrito Notario ha visto los Estatutos de
Incorporacion firmados en ,
con fecha . y certifica que de
conformidad con la legislacién de dicho Pais, la
anterior  declaracion juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Pablico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this day of , 200 .
personally

came
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belgium, domiciled at the City of Rixensart,
Belgium, legally constituted for a period of tenure
not yet expired, which exercises its corporate
purposes according to the laws of

, that the deponent is
authorized by said Company to confer this power of
attorney; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at

, under date of
and hereby certlfles that under the laws of sald
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

'I\ mcm
*FOTOCOPIA CON AP

&

3
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(K SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51} Int C: A61K 39/095
22) Fecha de solicitud: 271207 (71)Solicitante(s) = GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS
S.A.
y » __|(72)Inventor(es)  giEMANS, Ralph, Leon; BOUTRIAU,
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais Dominique; CAPIAU Carine:
0513069.5 0513074.1  27-06-05 GB DENOEL, Philippe; DUVIVIER, Pierre
0515556.9  28-07-05 GB v POOLMAN. Jan.
05242045  28-11-05 GB '
0526040.1 0526041.9  21-12-05 GB | (74) Apoderado: ~ ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-01-08 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 04-01-07
Fecha de presentacién de la solicitua: 23-06-06 N° publicacion: W02007/000322 A1
No. de solicitud PCT/EP2006/006210
(54) Titulo: COMPOSICION INMUNOGENICA

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion numero 1.-

Una composicidn inmunogenica, fa cual comprende un conjugado de sacarido de Hib, y cuando menos dos conjugados de
sacaridos bacterianos adicionales, en donde el conjugado de Hib esta presente en una dosis de sacarido mas baja que la dosis

de sacarido promedio de todos los cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales.




TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de referencia del solicitante o agente PARA FUTURAS ver Forma PCT/ISA/220
CLI/VB61471 ACCIONES asi como, donde aplique, ¢l item S a continuacién.

Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional (dia/mes/afio) Fecha de Prioridad (Primera) (dia/mes/afio)
PCT/EP2006/006210 23/06/2006 27/06/2005

Solicitantc

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Estc Reporte de Busqueda Internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Busqueda Internacional y es transmitido al solicitante
Segun el Articulo 18. Una copia seré transmitida a Ja Oficina Internacional.

Este Reporte de Busqueda Internacional consta de un total de 5 hojas.
También esta acompailado de una copia de cada documento técnico anterior citado cn este reporte.

1. Bases del reporte

a. Respecto al lenguaje, 1a blisqueda intermacional se llevé a cabo segun:
& Ja solicitud internacional en el lenguaje en ¢l cual se presentd,

D la traduccidn de la solicitud intemacionalen____ , ¢l cual ¢s el lenguajc de la traduccion proporcionada para cl
proposito de la bisqueda intemnacional (Reglas 12.3 (a) y 23.1(b)).

b. D Respecto a una secuencia de dcido nucledtido y/o amino revelado en la solicitud internacional, ver casilla 1.

2. & Cicrtas reivindicaciones no pudieron localizarse (Ver Recuadro 11).

3. D Falta unidad de invencién (ver Recuadro 11I).

4. Respecto al titulo,

lZ] " El texto es aprobado segun lo presenta el solicitante.

D Esta Autoridad ha establecido que el texto se lea asi:

S. Respecto al resumen,
El texto es aprobado segin lo presenta el solicitante.
D Esta Autoridad ha establecido cl texto de acuerdo con la Norma 38.2(b), scgun aparcce en el Recuadro IV. El solicitante puede, un
mes después de la fccha de haber enviado por correo este reporte de bisqueda intcrnacional, presentar comentarios a csta Autoridad.

6. Respecto a los dibujos,
a. la figura de los dibujos que se publicara con el resumen es la Figura No.

[:I como lo sugiri6 el solicitante.
D como lo sugirié la Autoridad, porque el solicitante no sugiri6 una figura.

D como lo sugiri6 la autoridad, porque esta figura caracteriza mejor a la invencion-

b. D Ninguna de las figuras se publicara en el resumen.

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Abril 2005)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/006210

A. CLASIFICACION DE MATERIA

INV. AGIK39/095 AGIK39/102  A61K39/116

Scgin la Clasificacion de Patentes Intemnacional (CPI) o segun la clasificacién nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADOS
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covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. [:] No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this International Search Report is
restricted to the invention first mentioned In the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant's protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2004)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent famlly members

international application No

PCT/EP2006/006210
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

W0 0200249 A 03-01-2002 AU 8189501 A 08-01-2002
BG 107422 A 30-09-2003
BR 0112057 A 17-06-2003
CA 2412497 Al 03-01-2002
CN 1449293 A 15-10-2003
CZ 20024224 A3 14-05-2003
EP 1296715 A2 02-04-2003
HU 0301413 A2 28-08-2003
JP 2004501873 T 22-01-2004
MA 25824 Al 01-07-2003
MX  PA03000198 A 13-09-2004
NO 20026175 A 26-02-2003
NZ 523319 A 27-01-2006
0A 12302 A 24-10-2003
PL 360265 Al 06-09-2004
SK 18432002 A3 05-08-2003
Us 2003180316 Al 25-09-2003

WO 2005032583 A 14-04-2005 AU 2004277758 Al 14-04-2005
CA 2540896 Al 14-04-2005
EP 1670506 A2 21-06-2006

Fom PCT/ISA/210 (patent tamily annox) (Apfil 2C05)




SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de Propiedad Intelectual
Oficina Internacional

(10) Namero de Publicacién Internacional

WO 2007/000322 Al

(43) Fecha de Publicacién Internacional

4 de Enero de 2007 (04.01.2007)

(51) Clasificacién Internacional de Patentes’: B-1330 Rixensart (BE). POOLMAN, Jan [NL/BE]; GlaxoSmithKline
A61K 39/095 (2006.01) A61K 39/116 (2006.01) Biologicals s.a., Rue de 1'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE).
A61K 39/102 (2006.01) )
(74) Agente: LUBIENSKI, Michael, John; GlaxoSmithKline,
(21) Nimero de Solicitud Internacional: PCT/EP2006/006210 Corporate Intellectual Property (CN925.1), 980 Great West
Road, Brentford, Middlesex TW8 9GS (GB).

(22) Fecha de Registro Internacional: 23 de Junio de 2006 (81) Estados Designados (a menos que sea indicado de otra manera para toda
(23.06.2006) clasc de proteccién nacional requerida): AE, AG, AL, AM, AT, AU,

AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ,

DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, BN, HR,
HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR,

(25) Idioma de registro: Inglés LS, LT, LU, LV, LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG,
, o el NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK,
(26) 1dioma de Publicacién: ngles SL, SM, SY. TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,

ZM, ZW.

(30) Infoarmacién de Prioridad:
0513069.5 27 deJunio de 2005 (27.06.2005) GB (g4 Estados Designados (a menos que sea indicado de otra manera para toda

0513071.1 27 de Junio de 2005 (27.06.2005) GB clase de proteccion regional requerida): ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS,
0515556.9 28 de Julio de2005 (28.07.2005) GB MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Eurasiatica (AM, AZ,
0524204.5 28 de Noviembre de 2005 (28.11.2005) GB BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM) Europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
0526040.1 21 de Diciembre de 2005 (21.12.2005) GB DE, DK, EE, ES, F1, FR, GB, GR, HU, IE, 1§, IT, LT, LU, LV, MC, NL,
0526041.9 21 de Diciembre de 2005 (21.12.2005) GB PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAP! (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN,

GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

(71) Solicitante: (para todos los cstados designados excepto Estados
Unidos) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. publicado:
[BE/BE}; Rue de I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE). -- con reporte de Bisqueda Intcmnacional

- Antes de la expiracion del limite de tiempo para modificar las reivindicaciones

(72) Inventores: y y ser publicadas de nuevo en el caso de recibo de modificaciones

(75) Inventores/ solicitantes (para Estados Unidos solamente):
BIEMANS, Ralph, Leon [BE/BE]; GlaxoSmithKline
Biologicals s.a., Ruc dc I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE). Para los cddigos de dos letras y otras abreviaturas, refiérase a "Las Notas Guias
BOUTRIAU, Dominique [BE/BE]; GlaxoSmithKline sobre Cidigos y Abreviaturas” que aparecen al comienzo de cada emision regular
Biologicals s.a., Rue dc 1'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE). dela Gaceta PCT.
CAPIAU, Carine [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a.,
Ruc dc Ulnstitut 89, B-1330 Rixensart (BE). DENOEL,
Philippe [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Ruc de¢
I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE). DUVIVIER, Pierre
[BE/BE]; GlaxoSmithKlinc Biologicals s.a., Rue de |'Institut 89,

(54) Titulo: COMPOSICION INMUNOGENICA

(57) Resumen: La presente solicitud da a conocer una composicion inmunogénica, la cual comprende un conjugado de sacarido de Hib y cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales, en donde el conjugado de Hib esté prescnte en una dosis de sacdrido més baja que ta dosis de sacérido promedio

de todos los cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales.

o2



wO 2007/000322 A1 NN 00 0RO R N

(19) World Intellectual Property Organization Z

Intcrnational Burcau

(43) International Publication Date
4 January 2007 (04.01.2007)

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

) {0000 0 AR

(10) International Publication Number

WO 2007/000322 Al

(51)

(21)

(22)
(25)
(26)

30

(71)

(72)
(9

International Patent Classification:
AGIK 39/095 (2006.01) AGIK 39/116 (2006.01)
AGIK 39/102 (2006.01)
International Application Number:
PCT/EP2006/006210
International Filing Date: 23 June 2006 (23.06.2006)
Filing Language: English
Publication Language: English
Priority Data:
0513069.5 27 June 2005 (27.06.2005) GB
0513071.1 27 June 2005 (27.06.2005) GB
0515556.9 28 July 2005 (28.07.2005) GB
0524204.5 28 November 2005 (28.11.2005) GB
0526040.1 21 December 2005 (21.12.2005) GB
0526041.9 21 December 2005 (21.12.2005)  GB
Applicant (for all designated States except US): GLAXO-

SMITHKLINE BIOLOGICALS S.A. [BE/BE]; Rue De
L'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE).

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): BIEMANS, Ralph,
Leon [BE/BE];, GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rue
De Linstitut 89, B-1330 Rixensart (BE). BOUTRIAU,
Dominique [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a.,
Rue De Linstitut 89, B-1330 Rixensart (BE). CAPIAU,
Carine [BI/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rue
De Llinstitut 89, B-1330 Rixensart (BE). DENOEL,
Philippe [BE/BE]; GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rue
De L'institut 89, B-1330 Rixensart (BL). DUVIVIER,
Picrre [BE/BE), GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rue

(74)

(81)

(84)

De Linstitut 89, B-1330 Rixensart (BE). POOLMAN,
Jan [NL/BE]: GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Ruc D¢
Linstitut 89, B-1330 Rixensart (BE).

Agent: LUBIENSKI, Michael, John; GlaxoSmithKline,
Corporate Intellectual Property (cn925.1), 980 Great West
Road, Brentford Middlesex TW8 9GS (GB).

Designated States (unless othenvise indicated. for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
Al AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,CN,
CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, EG, IS, I,
GB, GD, GE, GH, GM, HN, HR, HU, 1D, IL, IN, 18, JP,
KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, L.C. LK, LR, LS, LT,
LU, LV, LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA,
NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT. RO, RS, RU, SC,
SD, SE, SG, SK, SL, SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ,
UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless othenwise indicated. for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, 8L, SZ, TZ, UG, ZM,
ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,
FR, GB, GR, HU, [E, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, PT,
RO, SE, 81, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search report

before the expiration of the time limit for amending the
claims and 1o be republished in the event of receipt of
amendments

For two-letter codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of each regular issuc of the PCT Gazette.

(54) Title: IMMUNOGENIC COMPOSITION

(57) Abstract: The present application discloses an immunogenic composition comprising a Hib saccharide conjugate and at least
two further bacleral saccharide conjugales wherein the Hib conjugate is present in a lower saccharide dosc than the mean saccharide
dosc of all the at least two further bacterial saccharide conjugates.



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo 11 del Tratado de Cooperacién de Patentes)
(PCT Articulo 36 v Regla 70)

Registro de referencia del

solicitante o agente PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IPEA/416

CLI/YB61471

Solicitud Internacional No. F:;L 17 O TESIS O Tea- o Fecha de prioridad
(dia/mes/afio) (dia/mes/ afio)

PCT/EP 2006/006210 23.06.2006 27.06.2005

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacion nacional e IPC

INV. A61K39/095

Solicitante
.GlaxoSmithKline Biologicals s.a.

1.
Este reporte es el reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad

Examinadora Preliminar Internacional bajo el Articulo 35 y trasmitido al solicitante de
conformidad con el Articulo 36.

2.  Este REPORTE consta de un total de 7 hojas, incluyendo esta carétula.

3. Este reporte también es acompailado por ANEXOS, que comprenden:
a. [ (enviado al solicitante y a la Oficina Internacional) un total de hojas, como sigue:

(] hojas de la descripcion, reivindicaciones y/o dibujos los cuales han sido modificados y son la base de
este reporte y/o hojas que contienen rectificaciones autorizadas por esta Autoridad (ver Regla 70.16 y
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4.  Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items:

X} CasillaNo.1 Bases del Reporte

O CasillaNo. 1l Prioridad

X CasillaNo. 11l No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
industrial.

O casillaNo. 1V Falta de unidad de invencién

X CasillaNo. V Afirmacién razonada de conformidad con el Articulo 35(2) con respecto a novedad, nivel
inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha
afirmacién .

[J CasillaNo. VI Ciertos documentos citados

K Casilla No. Vil Ciertos defectos en la solicitud internacional

BJ  Casilla No. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
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Casilla No. I Bases del reporte

1. Respecto al idioma, este reporte se bas¢ en:

X] La solicitud internacional en el idioma en el cual se present6.

D Una traduccién de la solicitud internacional al, que es el lenguaje de una traduccién entregada para
propo6sitos de:

D busqueda internacional (segun Reglas 12.3. y 23.1 (b)).
[:’ publicacién de la solicitud internacional (segiin la Regla 12.4(a))
D examen preliminar internacional (segun las Reglas 55.2 (a) y/0 55.3(a)).

2. Respecto a los elementos* de la solicitud internacional este Reporte se bas6 en (hojas reemplazadas que has sido

suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién segun Articulo 14, son referidas en este reporte

como “originalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):

Descripcion, paginas

1-39 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, nimeros

1-79 como se presentaron originalmente

D la listado de secuencia y/o alguna tabla(s) - Ver Casilla Suplementaria relacionada al Listado de Secuencia

3.[] Las modificaciones resultaron en la cancelacién de:

[ 1la descripcion, paginas

(] 1as reivindicaciones, Nos.

[J los dibujos, hojas/figuras

[J listado de secuencia (especificar)

(0 cualquier tabla(s) relacionadas con la serie de listados (especificar)

4.[] Este reporte ha sido establecido como si (alguno de) los anexos corregidos a este reporte y numerado antes
no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién original, como esta

indicado en la casilla suplementaria (regla 70.20)..

la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/figuras

secuencia que enumera (especificar)

algunas tabla(s) relatando secuencia numerada (especificar)

Oo00d

*si el Item 4 aplica, algunas o todas aquellas hojas pueden ser marcadas “reemplazadas”

Forma PCT/IPEA/409 (Abril 2005)
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Casilla No. III. No establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1. Las cuestiones de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, involucrar nivel inventivo (ser no obvia) o
ser industrialmente aplicable no han sido examinadas respecto a:

D toda la solicitud internacional

[Z] las reivindicaciones Nos. 71-73 _con respecto a la aplicabilidad industrial

porque:

& dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 71-73 _con respecto a la aplicabilidad

industrial se relaciona con la siguiente materia objeto las cuales no requieren examen preliminar

internacional (especificar):

ver hoja separada

D la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a continuacion) o dichas
reivindicaciones Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opini6n significativa (especifique):

D las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estan sustentadas tan inadecuadamente por la
descripcién que no pudo formarse una opinién significativa.

D no se ha establecido un reporte de busqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos.

I:I Una opinién no puede ser dada sin la lista de secuencias; el solicitante no lo hizo en el tiempo limite
prescrito:

[J Proporciona una lista de secuencias que cumpla con el estindar provisto por el anexo C de las
instrucciones administrativas, y dicha lista no estaba disponible para la autoridad de busqueda
internacional en una forma o manera no aceptable para esto.

[[] Proporciona una lista de secuencias en forma electrénica que cumpla con el estandar provisto
por el anexo C de las instrucciones administrativas y dicha lista no estaba disponible para la
autoridad de busqueda internacional en una forma o manera no aceptable para esto.

[] Paga el costo por el requerimiento de una lista de secuencias en respuesta a la invitacion bajo las
reglas 13ter.1(a) o (b)

[[] Una opinién valida no puede ser formada sin las tablas relacionadas a la lista de secuencias; el solicitante
no proporciond, en el tiempo prescrito, dichas tablas en forma electrénica que cumple con los
requerimientos provistos por el anexo C-bis de las instrucciones administrativas y dicha lista no estaba
disponible para la autoridad de busqueda internacional en una forma o manera no aceptable para esto.

[] las tablas relacionadas con el nucle6tido y/o lista de secuencia aminoécida, si estdn en formato legible por
computador tinicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de
las Instrucciones Administrativas.

[[] Ver la hoja separada para més detalles

Forma PCT/IPEA/409 (Abril 2005)
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmaci6n
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-79

No: Reivindicaciones

Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones 1-79

No: Reivindicaciones

Aplicabilidad Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-70, 74-79

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada

CASILLA No. VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

Los siguientes defectos en la forma o contenidos de la solicitud internacional han sido encontrados:

ver hoja separada

CASILLA No. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, la descripcién, y los dibujos o sobre la

pregunta si las reivindicaciones estan satisfactoriamente soportadas por la descripcién, son formuladas:

ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Abril 2005)
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PATENTABILIDAD
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Re Item III

No se establece opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién industrial

1. Las reivindicaciones 71-73 que se relacionan con el presente asunto son consideradas por esta
Autoridad por estar comprendidas en las disposiciones de la Regla-67.1 (iv) PCT. En consecuencia, no
se formular4 opinién con respecto a la aplicacién industrial de las reivindicaciones del presente asunto.

(Articulo 34(4) (a) (I) PCT).

Re ftem V.
Afirmacién razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién industrial, menciones y

explicaciones que apoyan tal afirmacion

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 02/00249 A (SMITHKLINE BEECHAM BILOGICALS S.A.) enero 3 de 2002 (2002-01-03)

mencionado en la solicitud

D2: EDA TAMM ET AL.: “Estudio de doble deslumbramiento comparando la immunogenicidad
de una vacuna conjugada DtwPHib (Quattvaxem) licenciada con tres formulaciones

liquidas que surgen de una investigaciéon usando dosis bajas de Hib-CRM197 conjugadas”

VACUNA, vol. 23, febrero de 2005 (2005-02), paginas 1715-1719, XP004739805

1. La presente solicitud se relaciona con una composicién immunogénica comprendiendo un sacarido
Bih conjugado y por lo menos dos conjugados sacéridos adicionales, en dénde el conjugado Bih esta
presente en una dosis menor que la dosis menor del sacarido de las conjugaciones bacteriales
adicionales. Las reivindicaciones 1-79 son novedosas y cumplen con los requerimientos del articulo

33(2) PCT.

2. El documento D1 describe una composicién inmunogénica comprendiendo TT, DT, Pw y Bih, en
donde Bih esta presente en una dosis menor de la usual (pagina 6, linea 23 - pagina 7, linea 6). El efecto
de disminuir la dosis Bih en una vacuna conjugada de sacérido Bih, es, sin embargo, no discutida. D1
también muestra combinacién de vacunas de Bih conjugadas con por lo menos otros dos

antigenos polisacaridos conjugados (pagina 7, linea 7 - pagina

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 1) (EPO-Abril 2005)
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PATENTABILIDAD
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2006/006210

8, linea 6). Las bacterias polisacdridos adicionales pueden ser escogidas como se enumera en la pagina
8, lineas 18-33. Los ejemplos muestran combinaciones de Bih conjugados con otras bacterias sacaridos
conjugadas en la misma dosis. A la luz del arte anterior el problema para ser resuelto consiste en la

optimizacién de la dosis de la vacuna que comprende Bih y otros conjugados de sacaridos bacterianos.

2.1  El documento D2 evalta la seguridad e immunogenicidad de cuatro vacunas DT-wP-Bih
comprendiendo, respectivamente, 10, 5, 2.5 o 1.25 ug de conjugado Bih. D2 intenta como la
presente solicitud, optimizar las dosis en vacunas de combinacién para alcanzar
immunogenicidad a una dosis menor (péagina 1716, columna izquierda, parrafo 2-4). D2 concluye
que la dosis de Bih conjugado se puede reducir tan bajo como 1.25 ug mientras se mantiene la
immunogenicidad de la vacuna (pagina 1718, columna izquierda, pérrafo 2- pégina 1719,
columna izquierda, parrafo 4). También se afirma en el D2 que estudios adicionales con otros
antigenos son requeridos para confirmar los resultados (pagina 1719, columna izquierda, altimo

parrafo).

22 Ni D1 ni D2 muestra o sugiere que al disminuir la dosis Bih en una composicién de
conjugados de sacaridos immunogénico puede mejorar la immunogenicidad de todos los
componentes. Este efecto se muestra para las composiciones revindicadas en los Ejemplos de la
presente solicitud. Por lo tanto, se considera que las reivindicaciones 1-79 involucran un nivel

inventivo de acuerdo con el Articulo 33(3) PCT.

3. Para la valoracibn de las presentes reivindicaciones 71-79 en la pregunta sobre si son
industrialmente aplicables, no existe un criterio unificado de los Paises Cc;ntratantes del PCT. La
patentabilidad también dependera de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no
reconoce como industrialmente aplicable el presente asunto de reivindicaciones para el uso de un
compuesto en el tratamiento médico, pero puede permitir, sin embargo, reivindicaciones para un
compuesto conocido por el primer uso en el tratamiento médico y el uso de tal compuesto para la

fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

RE Item VII

Ciertos defectos en la solicitud internacional

1.  Afirmaciones generales en la descripcién (pagina 17, lineas 22-23) que implican que la extensién
de la proteccién se puede expandir de una manera que no es definida de manera precisa no son

permisibles.

Forma PCT/Hoja separada/ 409 (Hoja 2) (EPO-Abril 2005)
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RE Item VIII

Ciertas observaciones en la solicitud internacional

1.  Reivindicaciones dependientes 16-21 son formuladas como dependientes de la reivindicacién 15,

“cuando dependen de la reivindicacién 3”. Esta dependencia condicional emite el alcance de las

reivindicaciones de manera no clara, contrario al Articulo 6 PCT.
2. Reivindicaciones 34, 49 y 68 incluyen rasgos opcionales que no tienen ningun efecto limitante en

el alcance de las reivindicaciones. La supresién de estos rasgos podria mejorar la claridad de las

reivindicaciones como se exige de acuerdo con el Articulo 6 PCT.

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-Abril 2005)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2006/006210

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
& the international application in the language in which it was filed

(0 atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of:
O international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
0 publication of the international application (under Rule 12.4(a))
O international preliminary examination (under Rules 55.2(a) and/or 55.3(a))

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as "originally filed" and are not annexed to this report).

Description, Pages

1-39 as originally filed

Claims, Numbers

1-79 as originally filed

0O a sequence listing andfor any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. O The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages

(3 the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

4, O This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

{1 the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

* If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded."

Form PCTAPEA/409 (April 2005)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.

ON PATENTABILITY PCT/EP2006/006210
Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabllity

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obvious), or 1o be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire international application,

& claims Nos. 71-73 with respect to industriai applicability

because:

® the said international application, or the said claims Nos. 71-73 with respect to industrial applicability relate
to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify).
see separate sheet

O the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify).

O nointernational search report has been established for the said claims Nos.

O ameaningtul opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

O fumish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b) and 13ter.2.

O a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Preliminary Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

O the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

00 See separate sheet for further details

Form PCTAPEA/409 (April 2005)
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-79
No: Claims

inventive step (IS) Yes: Claims 1-79
No: Claims

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-70, 74-79
No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

Box No. VIl Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the international application have been noted:

see separate sheet

Box No. VIl  Certain observations on the international application

The following observations on the ciarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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Re Item |l
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

applicability

1. Claims 71-73 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

Re item V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1: WO 02/00249 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS S.A.) 3 January
2002 (2002-01-03) cited in the application

D2: EDA TAMM ET AL.: "Double-blind study comparing the immunogenicity of a
licensed DtwPHib-CRM197 conjugate vaccine (Quattvaxem) with three
investigational, liquid formulations using lower doses of Hib-CRM197 conjugate”
VACCINE, vol. 23, February 2005 (2005-02), pages 1715-1719, XP004739805

1. The present application relates to an immunogenic composition comprising a Hib
saccharide conjugate and at least two further saccharide conjugates, wherein the Hib
conjugate is present in a lower dose than the mean saccharide dose of the further
bacterial conjugates. Claims 1-79 are novel and comply with the requirements of Article
33(2) PCT.

2. Document D1 describes an immunogenic composition comprising TT, DT, Pw and Hib,
wherein Hib is present in a lower dose than usual (page 6, line 23 - page 7, line 6). The
effect of lowering the Hib dose in a saccharide conjugate vaccine is, however, not
discussed. D1 also shows combination vaccines of Hib conjugate with at least two other
conjugated polysaccharide antigens (page 7, lines 7- page 8, line 6). The further bacterial

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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polysaccharides can be chosen as enumerated in page 8, lines 18-33. The examples show
combinations of Hib conjugate with other bacterial saccharide conjugates in the same
dose. In the light of the prior art the problem to be solved consists in the optimisation of the
doses of a vaccine comprising Hib and other bacterial saccharide conjugates.

2.1. Document D2 evaluates the safety and immunogenicity of four DT-wP-Hib
vaccines comprising, respectively, 10, 5, 2.5 or 1.25 pg of Hib conjugate. D2 attempts
like the present application to optimise the doses in combination vaccines to achieve
immunogenicity at a lower dose (page 17186, col. left, par. 2-4). D2 concludes that the
dose of Hib conjugate can be reduced as low as 1.25 ug while maintaining the
immunogenicity of the vaccine (page 1718, col. left, par. 2 - page 1719, col. left, par.

oo 4). It is further stated in D2 that further studies with other antigens are needed to

confirm the results (page 1719, col. left, last par.).

2.2. Neither D1 nor D2 show or suggest that lowering the Hib dose in a saccharide
conjugate immunogenic composition may improve the immunogenicity of all the
components. This effect is shown for the claimed compositions in the Examples of
the present application. Therefore, it is considered that claims 1-79 involve an
inventive step in accordance with Article 33(3) PCT.

3. For the assessment of the present claims 71-79 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-
pound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

item VII
Certain defects in the international application

1. General statements in the description (page 17, lines 22-23) which imply that the extent
of protection may be expanded in a not precisely defined way are not allowable.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Re Item Vil
Certain observations on the international application

1. Dependent Claims 16-21 are formulated as dependent on claim 15, "when dependent
on claim 3". This conditional dependency renders the scope of the claims unclear, contrary
to Article 6 PCT.

2. Claims 34, 49 and 68 include optional features which do not have any limiting effect in
the scope of the claims. The deletion of these features would improve the clarity of the
claims as requested according to Article 6 PCT.
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Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/006210

OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Casilla No.I Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opini6n se ha establecido con base en:
X La solicitud internacional en el idioma en el cual se presenté

] Una traduccién de la solicitud internacional al, que es el lenguaje de una traduccién entregada para
propositos de la busqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segun:

a. tipo de material:

[] un listado de secuencia
(] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

[] en formato escrito
[] en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

[[] contenido en la solicitud internacional segun se registro.
[[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la basqueda..

3. [[] Ademas, en el caso en que mas de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segiin se present6 o no va mas alla

de la solicitud segun se registr6, segin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Casilla No. II Prioridad

1. X La validez de la prioridad reivindicada no se ha considerado porque la Autoridad de la
Busqueda Internacional no tiene en su poder una copia de la solicitud anterior cuya prioridad
ha sido reivindicada o, donde sea requerida, una traduccién de la solicitud anterior. Esta
opinién sin embargo se ha establecido sobre el supuesto de que la fecha relevante (Reglas

43bis.1 y 64.1) es la fecha de la prioridad reivindicada.

2. [ Se ha establecido esta opinién como si no se hubiese reivindicado ninguna prioridad debido al
hecho de que se ha encontrado que la reivindicacion de prioridad es invalida (Reglas 43bis.1
y 64.1). Por consiguiente, para los fines de esta opinion, se considera que la fecha de registro

internacional indicada anteriormente es la fecha relevante.

3. Observaciones adicionales, si es necesario:

Forma PCT/ISA/237 (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/006210

Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

E] toda la solicitud internacional,
X reivindicaciones Nos. 71-73  con respecto a la aplicabilidad industrial

porque:

X dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 71-73  con respecto a la aplicabilidad industrial se
relacionan con la siguiente materia objeto que no requiere un examen preliminar internacional (especifique):
ver hoja separada
I:] la descripci6n, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a continuacién) o dichas reivindicaciones

Nos.son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

D las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estan sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién
que no pudo formarse una opinién significativa (especificar).

D no se ha establecido un reporte de buisqueda internacional para la solicitud completa o para dichas reivindicaciones Nos.

D no fue posible formarse una opinion significativa sin la lista de secuencias; el solicitante, dentro del limite de tiempo
prescrito, no:

D presentd una lista de secuencias en papel cumpliendo con el estindar presentado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D present6 una lista de secuencias en formato electrénico cumpliendo con el estindar presentado en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D pagé los derechos de presentacion tardia requeridos para la presentacion de una lista de secuencias en respuesta
a una invitacion bajo las Reglas 13ter.1(a) o (b).

E] no fue posible formarse una opinién significativa sin las tablas relacionadas con la lista de secuencias; el solicitante, dentro
del limite de tiempo prescrito, no presenté dichas tablas en formato electrénico cumpliendo con los requerimientos técnicos
presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas, y dichas tablas no estaban disponibles a la Autoridad de
Busqueda Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D las tablas relacionadas con la lista de secuencias nucleétidas y/o amino acidas, si estan en formato electrénico unicamente,
no cumplen con los requerimientos técnicos presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

D Ver la Casilla Suplementaria para mas detalles

Forma PCT/ISA/237 (Abril 2005)
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Solicitud Internacional No.
OPINION ESCRITA DE LA PCT/EP2006/006210
AUTORIDA DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Casilla No. V  Afirmacién razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 1-79
No: Reivindicaciones

Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-79

Aplicabilidad Industrial (1A) Si: Reivindicaciones 1-70,74-79
No: Reivindicaciones

2. Citas y Explicaciones

ver hoja separada

CASILLA No. VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

Los siguientes defectos en la forma o contenidos de la solicitud internacional han sido encontrados:

ver hoja separada

CASILLA No. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, la descripcién, y los dibujos o
sobre la pregunta si las reivindicaciones estan satisfactoriamente soportadas por la descripcién, son

formuladas:

ver hoja separada

Forma PCT/ISA /237 (Abril 2005)
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2006/006210

Re Item III

No se establece opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién industrial

1. Las reivindicaciones 71-73 que se relacionan con el presente asunto son consideradas por esta
Autoridad por estar comprendidas en las disposiciones de la Regla-67.1 (iv) PCT. En consecuencia, no
se formularé opinién con respecto a la aplicacion industrial de las reivindicaciones del presente asunto.

(Articulo 34(4) (a) (I) PCT).

Re ftem V.
Afirmacion razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién industrial, menciones

y explicaciones que apoyan tal afirmacién

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 02/00249 A (SMITHKLINE BEECHAM BILOGICALS S.A.) enero 3 de 2002 (2002-01-03)

mencionado en la solicitud

D2: EDA TAMM ET AL.: Estudio de doble deslumbramiento comparando la immunogenicidad
de una vacuna conjugada DtwPHib (Quattvaxem) licenciada con tres formulaciones liquidas
que surgen de una investigacién usando dosis bajas de Hib-CRM197 conjugadas” VACUNA,
vol. 23, febrero de 2005 (2005-02), paginas 1715-1719, XP004739805

1. La presente solicitud se relaciona con una composicién inmunogénica comprendiendo un sacarido
Bih conjugado y por lo menos dos conjugados sacaridos adicionales, en donde el conjugado Bih esta
presente en una dosis menor que la dosis menor del sacarido de las conjugaciones bacteriales
adicionales. Las reivindicaciones 1-79 son novedosas y cumplen con los requerimientos del articulo

33(2) PCT.

2. Eldocumento D1 describe una composicién inmunogénica comprendiendo TT, DT, Pw e Bih, en
donde Bih estd presente en una dosis menor que la usual (pagina 6, linea 23 - pagina 7, linea 6).
D1 también muestra combinacién de vacunas de Bih conjugadas con por lo menos otros dos
antigenos polisacaridos conjugados (pagina 7, linea 7 - pégina 8, linea 6). Las bacterias polisacaridas

adicionales pueden ser escogidas como se enumera en la pagina 8, lineas 18-33. Los ejemplos muestran

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 1) (EPO-Abril 2005)

72



OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

21
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2006/006210

combinaciones de Bih conjugados con otras bacterias sacaridas conjugadas en la misma dosis. A la luz
del arte anterior el problema para ser resuelto consiste en la optimizacién de la dosis de la

composicién inmunogénica descrita en D1.

21  El documento D2 evalua la seguridad e immunogenicidad de cuatro vacunas DT-wP-
Bih comprendiendo, respectivamente, 10, 5, 2.5 0 1.25 ug de conjugado BIH. D2 intenta como la
presente solicitud, optimizar las dosis en vacunas en combinacién para alcanzar
immunogenicidad a una dosis menor (pagina 1716, columna izquierda, parrafo 2-4). D2
concluye que la dosis de Bih conjugado se puede reducir tan bajo como 1.25 ug mientras se
mantiene la immunogenicidad de la vacuna (pagina 1718, columna izquierda, parrafo 2- pagina
1719, columna izquierda, parrafo 4). También se afirma en el D2 que estudios adicionales con
otros antigenos son requeridos para confirmar los resultados (pagina 1719, columna izquierda,
tltimo parrafo). La persona calificada serfa entonces inducida, para efectos de resolver el
problema planteado, para disminuir la dosis de Vih conjugado en las vacunas combinadas
descritas en D1, llegando de esta manera a la composicién immunogénica revindicada. La
Reivindicacién 1, por lo tanto, no involucra un nivel inventivo y no cumple con los

requerimientos del Articulo 33(3) PCT.

22  Las reivindicaciones dependientes 2-79, relacionadas solamente con incorporaciones
triviales, estandar, no contienen ningun rasgo, que en combinacién con los rasgos de cualquier
reivindicacién a la cuales ellas se refieren, cumplen con los requisitos del PCT con respecto al

nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT.

3 Para la valoracién de las presentes reivindicaciones 71-79 en la pregunta sobre si son
industrialmente aplicables, no existe un criterio unificado de los Paises Contratantes del PCT. La
patentabilidad también depender4 de la formulacion de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo,
no reconoce como industrialmente aplicable el presente asunto de reivindicaciones para el uso de
un compuesto en el tratamiento médico, pero puede permitir, sin embargo, reivindicaciones para
un compuesto conocido por el primer uso en el tratamiento médico y el uso de tal compuesto para

la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

RE Item VII

Ciertos defectos en la solicitud internacional

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 2) (EPO-Abril 2005)
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(HOJA SEPARADA) PCT/EP2006/006210

1. Afirmaciones generales en la descripcién (pagina 17, lineas 22-23) que implican que la
extensién de la proteccion se puede expandir de una manera que no es definida de manera

precisa no son permisibles.

RE Item VIII

Ciertas observaciones en la solicitud internacional

1. Reivindicaciones dependientes 16-21 son formuladas como dependientes de la reivindicacién
15, “cuando dependen de la reivindicacién 3”. Esta dependencia condicional emite el alcance

de las reivindicaciones de manera no clara, contrario al Articulo 6 PCT.
2. Reivindicaciones 34, 49 y 68 incluyen rasgos opcionales que no tienen ningiin efecto limitante

en el alcance de las reivindicaciones. La supresion de estos rasgos podria mejorar la claridad

de las reivindicaciones como se exige de acuerdo con el Articulo 6 PCT.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 3) (EPO-Abril 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2006/006210

Box No.l Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
K the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
O asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
0O on paper
O in electronic form
c. time of filingfurnishing:
O contained in the international application as filed.
[ filed together with the international application in electronic form.
O furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Box No. Il Priority

1. ® The validity of the priority claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2006/006210
Box No. lll  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step {to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

{0 the entire international application
claims Nos. 71-73 with respect to industrial appilicability
because:

® the said international application, or the said claims Nos. 71-73 with respect to industrial applicability
relate to the following subject matter which does not require an international search (specify):

see separate sheet

O the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify):

0O no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

O a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex G
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b).

O a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
- did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

O the tables related to the nucleotide andor amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

[0 See Supplemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2005)

%3



) 'WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2006/006210

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-79
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims

No: Claims 1-79

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-70, 74-79
No: Claims

2. Citations and explanations

. see separate sheet

Box No. VIl Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the internaticnal application have been noted:

see separate sheet

Box No. VlIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/006210
Re Item lll

Non-establishment ot opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

1. Claims 71-73 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

Re ltem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following document:

D1: WO 02/00249 A (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS S.A.) 3 January
2002 (2002-01-03) cited in the application

D2: EDA TAMM ET AL.: "Double-blind study comparing the immunogenicity of a
licensed DtwPHib-CRM197 conjugate vaccine (Quattvaxem) with three
investigational, liquid formulations using lower doses of Hib-CRM197 conjugate”
VACCINE, vol. 23, February 2005 (2005-02), pages 1715-1719, XP004739805

1. The present application relates to an immunogenic composition comprising a Hib
saccharide conjugate and at least two further saccharide conjugates, wherein the Hib
conjugate is present in a lower dose than the mean saccharide dose of the further
bacterial conjugates. Claims 1-79 are novel and comply with the requirements of Article
33(2) PCT.

2. Document D1 describes an immunogenic composition comprising TT, DT, Pw and Hib,
wherein Hib is present in a lower dose than usual (page 6, line 23 - page 7, line 6). D1 also
shows combination vaccines of Hib conjugate with at least two other conjugated
polysaccharide antigens (page 7, lines 7- page 8, line 6). The further bacterial
polysaccharides can be chosen as enumerated in page 8, lines 18-33. The examples show

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheel 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/006210

combinations of Hib conjugate with other bacterial saccharide conjugates in the same
dose. in the light of the prior art the problem to be solved consists in the optimisation of the
doses of the immunogenic composition described in D1.

2.1. Document D2 evaluates the safety and immunogenicity of four DT-wP-Hib
vaccines comprising, respectively, 10, 5, 2.5 or 1.25 ug of Hib conjugate. D2 attempts
like the present application to optimise the doses in combination vaccines to achieve
immunogenicity at a lower dose (page 1716, col. left, par. 2-4). D2 concludes that the
dose of Hib conjugate can be reduced as low as 1.25 pg while maintaining the
immunogenicity of the vaccine (page 1718, col. left, par. 2 - page 1719, col. left, par.
4). It is further stated in D2 that further studies with other antigens are needed to
confirm the results (page 1719, col. left, last par.). The skilled person would therefore
be prompted, in order to solve the problem posed, to lower the dose of Hib conjugate
in the combination vaccines described in D1, thereby arriving at the claimed
immunogenic composition. Claim 1, therefore, does not involve an inventive step and
does not comply with the requirements of Article 33(3) PCT.

2.2. Dependent claims 2-79, relating only to standard, trivial embodiments, do not
contain any features which, in combination with the features of any claim to which
they refer, meet the requirements of the PCT in respect of inventive step (Article
33(3) PCT.

3. For the assessment of the present claims 71-79 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-
pound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Re Item Vil
Certain defects in the international application

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2006/006210

1. General statements in the description (page 17, lines 22-23) which imply that the extent
of protection may be expanded in a not precisely defined way are not allowable.

Re Item VIl
Certain observations on the international application

1. Dependent Claims 16-21 are formulated as dependent on claim 15, "when dependent
on claim 3". This conditional dependency renders the scope of the claims unclear, contrary
to Article 6 PCT.

2. Claims 34, 49 and 68 include optional features which do not have any limiting effect in
the scope of the claims. The deletion of these features would improve the clarity of the
claims as requested according to Article 6 PCT.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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Double-blind study comparing the immunogenicity of a licensed
DTwPHib-CRM 197 conjugalc vaccine (Quattvaxem ™) with three
investigational, liquid lormulations using lower
doscs of Hib-CRM197 conjugate

lida Tamm®, Alessandra Veronese?, Mario Contornit, Sirli Meriste®,
Pantalco Nacci™*, Simonctta Viviani®!
Y Lo Eniversisy Chilhon's hogprind, Ouneationts Dopuirtment, O St 3, S04 Vnan, Extmia
Y Clintonit Rrsminich und Medical Mlairs Chlnwm Sl \iu Fionensing 1, S21X Niewns, Tty
C Prxcess Dewlopmenr, Chiron S0, Vi Fioremiina £ 35100 Siea. Inily

Revvived § May 2000 reeived m evisat i 21 Sepiember 2000; aceapiod ) Sepleaber 200
Avartubde onhin: 2 Noversber 2001

Abstracl

We performed a double blimt clinical wudy 10 evoluate he salfety and imnumogenicily ol four tormulations of a DYWL ull liguid
vaecine, thiee of whivh contiioad [rictivaal doses of the 10y Jduwe of CRM 9T [lib conjugate viceine.

At of 261 infants were enmulled and rundomised 1o receive w3, 4 and S months of uge, in g double-blind Fastiion, one of tke four
18PLih vaceine famubuions containing 10,5, 2.8 ar 125 pg of CRMI9T Hib conjugate. Post immunization iexctlons wene similar in the
four vawiing groups, they were mild. transicut and sesalved withoun sequelie, The seroconversion cates lo anti-PRIPGtres = 008 pglodl. were
100%:, %%, 9% und YES i the groups 10, § 2.8 and 125w, respectively. The seniconversion tales 1© unti-IKP dlees =1 ppfuil. wene
8%, YT, XN and GO%- again respectively. Anti PRI* GMTc were 18, 17, 782 and .91 pg/ml, respectively. AH subjeats were pratected
upuingt etanus and diphiheria, and SR s)eroaonverted o pertussis

Wigh urd siasikar. Jevels of ami-PRE GMTS wene elicited by the Teemudalions with 10 aikd S py o CRMIST-1HD conjupate.

Althaugh the fomulations with 2.5 mxi 1.25 pg of CRM 97 Hid elicited lower levels of anti PRP GRTTs, they were imminangenic and are

possible canidates lor Lurther developrient.
1 U0 Elsevier L Al fphis reserved.

Aeywande: Condsiaed vavoes oacismal doses Thiy vaccme, 8B T indl lgunl v s

1. Introduction

n coumtries where Haemophitus influeniae 1ype b (1tib)
conjugate vawcings have been introduced os pan of the rou-
tine infanis immumization schedule. a sharp deensise of invae
sive Hib discasc has been ohserved | 1.2]. WIHO recommendds,

* Conrvapending suthr, Tel: «39 0877 243584;
fan: 4300577 278413724358 ).
Komat] aaddrese; el naeeivechivon.com (0 Nawesi).
b oireweat address: €1 I Keseavh & Medical Attains, Hemabied
Lid., Kelhaguraser, 12, CIL301% Bem, Swivzeined

0201 A10X/S - sev Ieoni onalter €3 2001 Eleevier bad. AR righls peserved.
o 10 I R acone A0 LA 2K

..473980SA 1 >

therctore, e se of Jih conjugate vaccines i infiunts ol those
arcis where Hih invasive discase i ciwbemic [3] Despie 1t
fact 1hat onver the last 20 yoin the use of infant vaceines
has sensibly increused wordwide 14, (¢.g.. DT, incasles)
Hib conjugme vaceines sill have o Bimiled use i less devel
oped vountries where morbidity wid inortality of Hib reliucd
dincases is the highest 151, onost of these countries Hib
vaccings, of Lib combined vaccines are still expensive {01
All Hib vaccines Tonuulaled as cither monovalent vr in
comhination with other antigens (D. T. aP. wP. HRY. ¢ic.)
contain 10 pp of conjngate polysacchuride, with the excep-
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tiem ol 7.5 pe-dose viecme ol 1L influcnzae tepe b eomjn-
goted 10 the outer membrng protem complex ol Veserin
meningitidis proup B (CRP-OMPCY 7).

Soune stidies have looked at the aimmunogenicity of re-
duced doses of Hib vaccines in order 1o reduee the oot
of antigen, sond uptiriise fimmcialb resourees. Theae studies
testedd ihe immunngenicity of redueed doses of 1. inflaen-
zac lype b eotgugated o ctanus wxoid protein (PRP-TY and
of I influencac tpe 1 conjugated 10 the mutant diphiheria
toxin CRM 197 (HHOC) when caomparcsd with the conven-
tiomal 10 pp dose, by diluting the licensed vaceine prepari-
tions exicinporanconsly mihe ticld just betore injectuom [ X491,

The extemposiicous imiaing of vageines cioses varnastion
in the individual doses slminisiered and as a conseqgience.
the assessiment of immmugenicity espocially of a low dose
is imprecise.

Toovereane this problem, Chiron Vaci wdeveloped
dificrent formulations of 8 DTwPLID vaccine with reduecd
doses al {1ibh-CRM 197 conjupate. all of them lonulacd as
full liguid ready-10-use vaccine, We present here the results
of a clinicd sindy where dilferent tonmulations of D'1wPlib
vaceme were fested when comprared with the lieensed vaceine
{Quativaxem ™. (hiron Vaccines. halyy [ 10}

2, Muleriuls und methods
2.1, Ntudy desien and blinding

Ratwoen January and November 2000 three-month oktin-
fants, i good healih, bom at 37 weeks of gestation or bater,
wits amininum birth seeipht of 2500 g and cligible for the fo-
val EPE werg enrolked at the Qutpaticit Depanuments of ‘Juau
Children Hospital (Oru ste. 3. $1014 T, Tiswonia) smd at the
Tallin Centeal Childeen’s Hospital (Ravi sir. 7, 10138 Tallin,
Fstonin. Subjevts were emdomisal inoa bl ratk o re-
ceive ian. in adouble-hlind fashion. thiee single doses ol o
of four foamulations of IVYwPHib visccine st 3. 4 and Smonths
o age. The study was conducied acconding o Bstonian Laws
and Regulations, and in compliance with the Declarations al’
Hebinki and the releyamt Kuropean Guidelines. Paremis/legal
geuardinns pave their wreitten informed consent belore inlds
were enrolled e the inal.

2.2, Vavcines

The referenee (Quativaxem™. Chiron Vaccines, aly)
DTWPHIb il Tiguid vaccine (grovgy Dy contaimed. per 0.8 ml.
] 1S L1 of diphtheria oxoid, 15 OU of inacovated per-
tussis organisms, 3.2 10 of tetanus loxoid, 100 of Hib-
CRMI9T conjugake adjuvanied with alumimnnn phosphate
(0.3mgas AFT). and 0.014% of menhiokate. The other foanu-
Lations of DTwPLib vaceines contained the same amonnt of
cutapanents exeept for Hib comjugate antigen. which was re-
spectively: 128 pg (eroup AY: 2.5 g (group By S pg (geoup
O

47388054 1 >

P Tiasne ot al s Vvcne 28 (2080 1215 1719

I aceordanee with the Tocal EPL subjects reccived oral
polie vaccine (OPVat 2. 4 and 6 onnhs ol age.

2.8 Semlogical assaxs

Blood samples were ohtaind o baseline and one month
atter the third dose. 1pGant-PRP antitxxdics (up/ml) were
micasured by amodilicd ELISA wlapicd i the FDA ELISA
metbuxd [ 1],

1gG anti-diphtheria woxin antibexdices (1U/mLy amd 12G
anli-wetanus 1oxin antibodies were (quantificd by m-house de-
velopl, validiniod ELISA.

Fine serslogical anarkers Tor Horderella pertiissis, wti-
pertactin and anti-Aggl 2-3 were measured by using i in-
hoase deveksped. valickied B1LISA. Buth 11ASA are cali-
hrined using FDA stndirds,

‘The serologreal assys wens perfonned at Chiron-Behnng
Lahormiory. Marburg, Germany in a blinded fashion.

2.4, Sufety evihation

Subjects were inonitored by study sunl for 3 inin alier
cach vaccine dose. Parents/legal guardions were asked 1o
record on @ diaey cand the daily coctal tanpersture and
loca! andd syatemie reactions Tor seven days foliowing cuch
ingection. Additiomally, study personncl actively contacted
the parens/legal euanlians by telephone on ihe second and
seventh day lollowing cach vaccination 10 obtain details of
advense events, i any. Oveurrence of all adverse events, of sc-
o adverse events and of thake necessilaiing physicionm visit
anor any medication were eeitically examined and recorded
theonghout the study duration. Suhbjects who received at
least one vaecination were included in salcly analyscs.

A8, Biosiatisiics

Twoesided £-values were caleulated Tor each local and
systennic raiction usieg Pearson chissguare tesl, with signif-
icance assessod al a =008

Geomelric mean tiires betore and aliee vaccination.
POSUPR-INMIEIZIION REOMCIrK et Flios (il propuor-
tions of sihjects achicving protcetive antibody lovels agminst
individual autigens. and associated 954%- confidence imervals
(Ch were caleulated. All statistical analyses werc conducted
using SAS softwarc version 8.2 (SAS lusuiluic 1ne., Cary.
NC. USAL

3. Resulls
S A Subjevis demagraply

A wotal of 261 infants weee enrolled in the suxdy, of whom
66 were i group A and 65 cach in groups B, C and D. The

mean age a1 enrolnient was 94 (range: 69-10R) days and no
dificrence was obsceved amang, the lonr vaceine gryips in
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terms of sex. e, weight and hcigly distnbution. A ol of
260 subyects were inclnded in the sifcty analyses 165 for each
of the four viceine groupsy, and 251 in the immumgenicity
nalyses (61 gronp A, 64 cach in groups B and C.and 62
W geoup D). Nige subjects did notcomplete the stixly as their
irctsflegal gunndians withdrew their consent before study
completion 15 subjects in group A, 1 subjectin group B and
2 subjects in group D1 Nome of then had uny SAE reporied.

4.2, Safery resulis

Focal and systernie eeactons were mostly tnibd snd teamn-
sient, The most frequent were tenderness. erythema and in-
duration [or Jocul reactions. srd iecitability, slecpiness and un-
usual crying for systemic reactions (lalle D No sigmilicim
diffgeence wirs phserved among the four vaccing groups. All
post-vaceination reactiony resolved without sequelie. There
were no serous adverse events reponed as relawed 1o study
vieeines.

S.4 dmmmnogenicity results: anii-PRI

The proportion ol subjects with  anti-PRI®  litees
LISt was similar in ahe four vacceine proups
bk 20 However, the proportion of subjects with anti-PRP
titres = 1.0 rg/ml, was higher e groups Cand 1 (97% and
Q84 respectivedy, (han i groups A and B (90 and 8RG..
respectively L Anti-PRI GMUTs show a clear dosc-response
effect. being similur between groups A 16 94 pyhml .y and
B (.52 ug/mL), and teaween gronps C 147 wp/mL)y and D

“Tuble Y

ao-PRP GMTU s i ceogeml
v U308 Cle

L2t 290 is toins 1020
Vacvmne s

Fig. 1 GMTs and 28% Clx in the togr vacgine groupa.

(18 pp/mb), b signiticantly lower in geoups A and B when
compared with both € tnd 1) groups (Fig. ),

Ao humunogenicicy resudis: anvi-diphtheria and
wd-felnnny

Qne month afiee the thind vaccimtion, alt subjects in the
Tour vaccine proups seroconverted W diphtherii and ctinns
Gmtibody level = 0.1 HIUAnLY. No appreciable differences
were ohserved in GMTs among the four vaccane groups.

A5 Immunogenicity vesadis: aii-Pyectacin amd
anti-Agel 2-3

No differences were observed amaong the lour vaccine
geoups 0 e proportion of subjects with a 2- or d-fold in-

1wl and sysiemnie: ecarinans izl within 7 days fillosing any o the e vacmations i e oo DTl b vicone grougs

sl viee nion fesaaions ik 1,280 tih 28 g o S ag ik Wiy
N 6% N 6% 1IN 6% A 0%y
nis) niiy ns) n'hy
local
Tendeinces - any &K (14 SLig PART ) 49 (TS
(L when injecied Bk was unval) 16128 1919 18625
tuythema  any FINEL XNits R A1 4%y
>80 mmy LI hYt j) T Tt
Induriion any 2404 21137 2813 20N
(B (1T RIAN 36y tith AT
Svmcnie
3 A16) RN LN
nceting haluly PUERTE] 128 20000 i
Slevpiwes RANTAN) AV(IS) 1116K) AU itd))
Lnusual orying PLECH] 28 AXNRL| PAIRAY
Parsisten crving 1008 AOI) 10.00% TUn
Triuabilisy EYRR N3] 3R 0T %
Vomiting 58 o 918 Tan
Dizshoca 17026 2037 2204 I8 28y
Udnt
Revtal iernpetnre
WS Cracsn & [EEPa) 21032 104015 12018)
D8N (LX)} nih i [LR0T)
Use of mnslgesic/ontipyretic andneation 335D EARTE RUYT R EARS1N]
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crease of anti-Pertactin aid mti-Aggl 23 antibodies com-
parcd with hascline. GMTx amwng the lour viccine grouns
were nlso simibar (Table 20,

4. Discussion

in this study. we found that all the four fonnulations of

the DTWPHIh vaccine were sale and intownogenic for all
VACCHIN COMPpORCls,

47308054 __ | >

Wilh ecgurds 10 mui-PRP GMTs, (e reference Tonnula-
tion with 10 pg per dose was signibeantly more immunogenic
thin whut observed in previous swdics performed in infumy
vaccinatell wiLh cither the sne vaceine formuliation HO| or
with the monovalent Hib-CRM 97 conjugaic licensed vac-
cine (Vaaembib™ ) [13=£5]. Tn the present study. with re-
panls 10 anti-PRE® GMIs the foramidation containing 5up of
Hib-CRM 197 conjugute waus as imnumogenic as the eefer-
cnee formulation containing 10)Lg €17 and I1X pg/ml., rc-
spectively). Despite the dose et response obscrved in the
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present stiudy botween the 2.5 pg and the 8 g fomtations,
the 1,28 pg and 2.5 g formulations resulicd immunopenic
und wilhasionifaranii-PRE GMOU Tevel (0. 94 nd 782 pphnl.,
respoclively).

No dosc-clives respeoise was obseeved in iy ol ti previ-
ous sterlics where redieeed doses o b vaccuwe were tested
HHb-CRM 197 conjugite vaccine was Lestetd as monovilent
Rl liguid vaccine i only one reduced-dose sidy. A full
10 e, hall and one- third dose wene administered as a pri-
ey course in imfants and siilar anti-PRE GMIS were
found amang Ihe vaccine groups 1) PRP-T vaccine way
tested in three stiklics [8.9.121. In two smdies reduced doses
OF PRP-T Iyophilised visceine weremined with IYEwP vikcine
Just bedore administeation [ 021 Inallsiklics, redueed doses
of cither HiB-CRM 197 comjupate vaccine or PRP-T vikenw
were considered sullicienlly immuanogenic. As in all previ-
ous studics with redueed doses of Hib vactines the individiual
dhoses were prepared in 1he fictd just helore injection, the study
tlesipn was cither partially blinded oropen {8.9.12]. Becanse
the Chiron DTWPIID vaccine is formulated as full liguid in
a ready-to-use vial. o donble-blind desipn was adopted in the
present study m order 10 minimise any bias that contd have
peassthly arisen during the stinly,

“To owr knowledge this is the testdouble-blind study com-
paring the anti-PRP antibady respoase elicitcd by a ticensail
D'IWPHib vaccine. with that ol liquid. ccady-to-usc, investi-
gational formulalions containing tawer than stanclard doses
Al Hib-CRMI97 conjupate. Whea consideang (he prepara-
o of ceduced doses of Hib vikcines i 0w ekl ihe fufl
liguidt forsmlation has obvious advaniages, The anount of
antigen administered w cach individual is stmtardized. onty
one syange is needad for administration, conlamination duc
1o tmultiple drawings from the swae vial is avoided. no tueher
trainit of EP stafT is required. sod. fially, noampact on ihe
vaccing supply chain is envisaged.

Que stily confinna that the smount af 1 b antigen can be
reduced as low as 1.25 g in an appropriate fanmulation con-
taining whole cell Pertussis withoul afliecting the inmauno-
genicity of oiher vaccine components, Tl putential use of
1.25 e of HIhCRMI197 conjugate viwcine jrer duse coukd
drusticatly impact e widespread use of Hib vaccination.
wuntil now limial begimse ol the unallorgable cost o Hib
siceines for lesy afflyent coundnes,

We are aware that further evidence is needed 1o conlirm
the results of this sludy. and mwre developient work will ke
pursned for thar omd for inclixling in the formulation oiher
anligens.
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COMPOSICION INMUNOGENICA

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente solicitud da a conocer una composicion
inmunogénica, la cual comprende un conjugado de sacarido de Hib y
cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales,
en donde el conjugado de Hib esta presente en una dosis de
sacarido mas baja que la dosis de sacarido promedio de todos los

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales.



10

15

20

25

COMPOSICION INMUNOGENICA

La presente solicitud se refiere a composiciones inmunogeéenicas
y a vacunas que comprenden un conjugado de sacarido Hib y cuando
menos dos conjugados de sacarido bacterianos adicionales, a
procesos para elaborar estas composiciones inmunogénicas Yy
vacunas, a usos y métodos de inmunizacion utilizando Ia
composicion inmunogénica y la vacuna.

Se ha demostrado que los polisacaridos bacterianos son
inmunoégenos efectivos para utilizarse en vacunas, en particular
cuando se conjugan con una proteina portadora. Hay vacunas
conjugadas comerciales disponibles contra Haemophilus influenzae
tipo b (Hibtiter® Wyeth-Lederle), polisacaridos neumococicos
(Prevnar® —Wyeth-Lederle) y polisacaridos meningocoécicos
(Meningitec® - Wyeth-Lederle and Menactra®- Sanofi).

También se han descrito composiciones inmunogénicas vy
vacunas que comprenden un conjugado de Hib y otros conjugados de
sacaridos bacterianos. Por ejemplo, la Publicaciéon Internacional
Numero WO 02/00249 da a conocer composiciones inmunogeénicas
que comprenden un conjugado de Hib PRP y otros conjugados de
polisacaridos u oligosacaridos, en donde Ilos conjugados de
polisacaridos no son adsorbidos sobre el adyuvante, en particular las
sales de aluminio. Los resultados del estudio clinico presentados
utilizan las mismas dosis de todos los polisacaridos bacterianos.

Choo y colaboradores, en Pediatr. Infect. Dis. J. (2000) 19;
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854-62 describe la inoculacion de niflos pequefios con una vacuna de
conjugado neumocdcico 7-valente mezclada con una vacuna de
conjugado de Haemophilus influenzae tipo b(hib) conocida como
HbOC. La dosis del conjugado de hib administrada fue 5 veces mas
alta que la dosis de cada uno de los conjugados de polisacarido
neumocécico administrados.

La presente invencion se refiere a la provisién de una vacuna
de combinacion, la cual comprende un conjugado de Hib y otros
conjugados de sacaridos bacterianos, la cual es capaz de provocar
una mejor respuesta inmunogénica debido a la optimizaciéon de las
dosis del conjugado de Hib y otros conjugados de polisacaridos
bacterianos.

De conformidad con lo anterior, un primer aspecto de la
invencion  proporciona una composicién inmunogenica que
comprende un conjugado de sacarido de Hib y cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales, en donde el
conjugado de Hib esta presente en una dosis de sacarido mas baja
que la dosis de sacarido promedio de los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales.

Descripcion Detallada

La composicién inmunogénica de la invencién comprende un
conjugado de sacérid.o de Hib y cuando menos dos conjugados de
sacaridos bacterianos adicionales, en donde el conjugado de Hib
esta presente en una dosis de sacarido mas baja que la dosis de

sacarido promedio de los cuando menos dos conjugados de



10

15

20

25

sacaridos bacterianos adicionales. De una manera alternativa, el
conjugado de Hib esta presente en una dosis de sacarido mas baja
que la dosis de sacarido de cada uno de los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales. Por ejemplo, la
dosis del conjugado de Hib puede ser de cuando menos el 10 por
ciento, el 20 por ciento, el 30 por ciento, el 40 por ciento, el 50 por
ciento, el 60 por ciento, el 70 por ciento o el 80 por ciento mas baja
que la dosis de sacarido promedio o mas baja de los cuando menos
dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales.

El término “sacarido” incluye polisacaridos u oligosacaridos.
Los polisacaridos se aislan a partir de bacterias o se aislan a partir
de bacterias y se dimensionan hasta algun grado mediante métodos
conocidos (véase, por ejemplo, las Patentes Europeas Numeros
EP497524 y EP497525), y opcionalmente mediante microfluidizacion.
Los polisacaridos se pueden dimensionar con el objeto de reducir la
viscosidad en muestras de polisacaridos y/o para mejorar |la
posibilidad de filtracion para los productos conjugados. Los
oligosacaridos tienen un bajo numero de unidades de repeticidén
(tipicamente de 5 a 30 unidades de repeticion), y son tipicamente los
polisacaridos hidrolizados.

La “dosis promedio” se determina mediante la adicién de las
dosis de todos los polisacaridos adicionales, y dividiendo entre el
numero de polisacaridos adicionales. La “dosis” esta en la cantidad
de composicién inmunogénica o vacuna que se administra a un ser

humano.
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Los polisacaridos se dimensionan opcionalmente hasta 1.5, 2,
4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 &6 20 veces desde el tamano del
polisacarido aislado de las bacterias.

“Dimensionado por un factor de hasta x2" significa que el
polisacarido esta sujeto a un proceso pretendido para reducir el
tamano del polisacarido, pero para retener un tamafno de mas de la
mitad del tamarno del polisacarido nativo. X3, x4 etc. se van a
interpretar de la misma manera, es decir, el polisacarido esta sujeto
a un proceso pretendido para reducir el tamafo del polisacarido,
pero para retener un tamafo mayor de una tercera parte, de una
cuarta parte, etc., del tamano del polisacarido nativo,
respectivamente.

El tamano del sacarido MenA es, por ejemplo, de 5-200kDa, 10-
20kDa, 5-10kDa, 20-30kDa, 20-40kDa, 40-80kDa, 60-80kDa, 60-
70kDa ¢ 70-80kDa.

El tamarfio del sacarido MenC es, por ejemplo, de 5-200kDa,10-
20kDa, 5-10kDa, 5-15kDa, 20-50kDa, 50-100kDa, 100-150kDa, 150-
210kDa.

El tamano del sacarido MenW es, por ejemplo, de 5-200kDa,
10-20kDa, 5-10kDa, 20-50kDa, 50-100kDa, 100-150kDa ¢6 120-
140kDa.

El tamafo del sacarido MenY es, por ejemplo, de 5-200kDa, 10-
20kDa, 5-10kDa, 20-50kDa, 50-100kDa, 100-140kDa, 140-170kDa ¢
150-160kDa, determinado mediante MALLS.

En una modalidad, |la polidispersidad de los sacaridos es de 1-

<
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1.5, 1-1.3, 1-1.2, 1-1.1 6 1-1.05, y, después de la conjugacidén con
una proteina portadora, la polidispersidad del conjugado es de 1.0-
2.0. 1.0-1.5, 10-12 6 15-2.0. Todas las mediciones de
polidispersidad son mediante MALLS.

Para el analisis MALLS de los sacaridos meningocécicos, se
pueden utilizar dos columnas (TSKG6000 y 5000PWxlI TOSOH
Bioscience) en combinacién, y los sacaridos se eluyen en agua. Los
sacaridos se detectan utilizando un detector de dispersion de luz
(por ejemplo, Wyatt Dawn DSP equipado con un dispositivo de laser
de argén de 10 mW a 488 nandmetros), y un refractdmetro
inferomeétrico (por ejemplo, Wyatt Otilab DSP equipado con una celda
P100 y un filtro rojo a 498 nandmetros).

Un sacarido de Hib es el polisacarido u oligosacarido capsular
de fosfato de poli-ribosilo (PRP) de Haemophilus influenzae tipo b.

“Cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales” se refiere a cuando menos dos conjugados de sacaridos
en donde los sacaridos son diferentes de Hib y uno del otro. Los
cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales
se pueden derivar a partir de uno o mas de Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Estreptococos del Grupo A,
Estreptococos del Grupo B, S. typhi, Staphylococcus aureus o
Staphylococcus epidermidis. En una modalidad, la composicién
inmunogénica comprende polisacaridos u oligosacaridos capsulares
derivados a partir de uno o mas de los serogrupos A, B, C, W135 e

Y de Neisseria meningitidis. Una modalidad adicional comprende
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polisacaridos u oligosacaridos capsulares derivados a partir de
Streptococcus pneumoniae. Los antigenos de polisacaridos u
oligosacaridos capsulares neumocécicos se seleccionan
opcionalmente a partir de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y
33F (por ejemplo a partir de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14,
18C, 19F vy 23F). Una modalidad adicional comprende los
polisacaridos u oligosacaridos capsulares Tipo 5, Tipo 8 6 336 de
Staphylococcus aureus. Una modalidad adicional comprende los
polisacaridos capsulares Tipo |, Tipo Il 6 Tipo Ill de Staphylococcus
epidermidis. Una modalidad adicional comprende el sacarido Vi
(oligosacarido poli-u) de S. typhi. Una modalidad adicional
comprende los polisacaridos u oligosacaridos capsulares Tipo la,
Tipo lc, Tipo Il 6 Tipo Ill de Estreptococos del Grupo B. Una
modalidad adicional comprende los polisacaridos u oligosacaridos
capsulares de estreptococos del Grupo A, comprendiendo ademas
opcionalmente cuando menos una proteina M o muitiples tipos de
proteina M. En una modalidad, la composicion inmunogénica de la
invencién comprende ademas un antigeno de N. meningitidis
serogrupo B. El antigeno es opcionalmente un polisacarido capsular
de N. meningitidis serogrupo B (MenB) o polisacarido u oligosacarido
dimensionado derivado del mismo. El antigeno es opcionalmente una
preparacion de vesicula de membrana externa de N. meningitidis
serogrupo B como se describe en las Patentes Numeros EP301892,

WO 01/09350, WO 04/14417, WO 04/14418 y WO 04/14419.
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En una modalidad, los cuando menos dos conjugados de
sacaridos bacterianos adicionales comprenden opcionalmente el
sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC), sacaridos
capsulares serogrupos C e Y (MenCY), sacaridos capsulares
serogrupos C y A (MenAC), sacaridos capsulares serogrupos C y W
(MenCW), sacarido capsular serogrupo A e Y (MenAY), sacaridos
capsulares serogrupos A y W (MenAW), sacaridos capsulares
serogrupos W e Y (Men WY), sacaridos capsulares serogrupos A, C y
W (MenACW), sacaridos capsulares serogrupos A, C e Y (MenACY);
sacaridos capsulares serogrupos A, W135 e Y (MenAWY), sacaridos
capsulares serogrupos C, W135 e Y (MenCWY);, o sacaridos
capsulares serogrupos A, C, W135 e Y (MenACWY), sacaridos
capsulares serogrupos B y C (MenBC), sacaridos capsulares
serogrupos B, C e Y (MenBCY), sacaridos capsulares serogrupos B,
C y A (MenABC), sacaridos capsulares serogrupos B, C y W
(MenBCW), sacaridos capsulares serogrupos A, B e Y (MenABY),
sacaridos capsulares serogrupos A, B y W (MenABW), sacaridos
capsulares serogrupos B, W e Y (MenBWY), sacaridos capsulares
serogrupos A, B, C y W (MenABCW), sacaridos capsulares
serogrupos A, B, C e Y (MenABCY), sacaridos capsulares serogrupos
A, B, W135 e Y (MenABWY), sacaridos capsulares serogrupos B, C,
W135 e Y (MenBCWY); o sacaridos capsulares serogrupos A, B, C,
W135 e Y (MenABCWY) .

La composicién inmunogénica de la invenciéon contiene

opcionalmente el conjugado de sacarido de Hib en una dosis de
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sacarido de entre 0.1 y 9 microgramos; de entre 1 y 5 microgramos,
o de entre 2 y 3 microgramos, o de alrededor o exactamente 2.5
microgramos, y cada uno de los cuando menos dos conjugados de
sacaridos adicionales en una dosis de entre 2 y 20 microgramos, de
entre 3 y 10 microgramos, o de entre 4 y 7 microgramos, o de
alrededor o exactamente 5 microgramos.

“Alrededor” o “aproximadamente” se definen como dentro del 10
por ciento mas o menos de la cifra dada para los propdsitos de la
invencién.

La composicion inmunogénica de la invencion contiene una
dosis de sacarido del conjugado de sacarido de Hib la cual es, por
ejemplo, menor del 90 por ciento, del 80 por ciento, del 75 por
ciento, del 70 por ciento, del 60 por ciento, del 50 por ciento, del 40
por ciento, del 30 por ciento, del 20 por ciento o del 10 por ciento de
la dosis de sacarido promedio de los cuando menos dos conjugados
de sacaridos adicionales. La dosis de sacarido del sacarido de Hib
es, por ejemplo, de entre el 20 por ciento y el 60 por ciento, de entre
el 30 por ciento y el 60 por ciento, de entre el 40 por ciento y el 60
por ciento, o de alrededor o exactamente el 50 por ciento de la dosis
de sacarido promedio de los cuando menos dos conjugados de
sacaridos adicionales.

La composicion inmunogénica de la invenciéon contiene una
dosis de sacarido del conjugado de sacarido de Hib, la cual es, por
ejemplo, menor del 90 por ciento, del 80 por ciento, del 75 por

ciento, del 70 por ciento, del 60 por ciento, del 50 por ciento, del 40

&3
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por ciento, del 30 por ciento, del 20 por ciento o del 10 por ciento de
la dosis de sacarido mas baja de los cuando menos dos conjugados
de sacaridos adicionales. La dosis de sacarido del sacarido de Hib
es, por ejemplo, de entre el 20 por ciento y el 60 por ciento, de entre
el 30 por ciento y el 60 por ciento, de entre el 40 por ciento y el 60
por ciento, o de alrededor o exactamente el 50 por ciento de la dosis
de sacarido mas baja de los cuando menos dos conjugados de
sacaridos adicionales.

En una modalidad de la invencién, la dosis de cada uno de los
dos o mas sacaridos adicionales es opcionalmente la misma, o
aproximadamente la misma.

Los ejemplos de las composiciones inmunogénicas de la
invencién son composiciones que consisten en, o que comprenden:

Un conjugado de Hib y un conjugado de MenA y un conjugado
de MenC, opcionalmente en proporciones de dosis de sacaridos de
1:2:2, 1:2:1, 1:4:2, 1:6:3, 1:3:3, 1:4:4, 1.5:5, 1:6:6 (peso/peso).
Opcionalmente, la dosis de sacérido de MenA es mayor que la dosis
de sacarido de MenC.

Un conjugado de Hib y un conjugado de MenC y un conjugado
de MenY, opcionalmente en proporciones de dosis de sacaridos de
1:2:2, 1:2:1, 1:4:2, 1:4:1, 1:8:4, 1:6:3, 1:3:3, 1:4:4, 1:5:5, 1.6.6
(peso/peso). Opcionalmente, |la dosis de sacarido de MenC es mayor
que la dosis de sacarido de MenY.

Un conjugado de Hib y un conjugado de MenC y un conjugado

de MenW, opcionalmente en proporciones de dosis de sacaridos de
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1:2:2, 1:2:1, 1:4:2, 1:4:1, 1:8:4, 1:6:3, 1:3:3, 1:4:4, 1:5.5, 1.6:6
(peso/peso). Opcionalmente la dosis de sacarido de MenC es mayor
que la dosis de sacarido de MenW.

Un conjugado de Hib y un conjugado de MenA y un conjugado
de MenW, opcionalmente en proporciones de dosis de sacaridos de
1:2:2, 1:2:1, 1:4:2, 1:4:1, 1:8;4, 1:6:3, 1:3:3, 1:4:4, 1:5:5, 1:6:6
(peso/peso). Opcionalmente, la dosis de sacarido de MenA es mayor
que la dosis de sacarido de MenW.

Un conjugado de Hib y un conjugado de MenA y un conjugado
de MenY, opcionalmente en proporciones de dosis de sacaridos de
1:2:2, 1:2:1, 1:4:2, 1:4:1, 1:8:4, 1:6:3, 1:3:3, 1:4:4, 1:55 1.6.6
(peso/peso). Opcionalmente la dosis de sacarido de MenA es mayor
que la dosis de sacarido de MenY.

Un conjugado de Hib y un conjugado de MenW y un conjugado
de MenY, opcionalmente en proporciones de dosis de sacaridos de
1:2:2, 1:2:1, 1:1:2, 1:4:2, 1:2:4, 1:4:1, 1:1:4, 1:3:6, 1:1:3, 1:6:3,
1:3:3, 1:4:4, 1:5:5, 1:6:6 (peso/peso). Opcionalmente la dosis de
sacarido de MenY es mayor que la dosis de sacarido de MenW.

Hib y los cuando menos dos sacaridos adicionales incluidos en
las composiciones farmacéuticas de la invencion se conjugan con
una proteina portadora, tal como toxoide de tétanos, fragmento C de
toxoide de tétanos, mutantes no toxicos de toxina de tétanos, toxoide
de difteria, CRM197, otros mutantes no toxicos de toxina de difteria
[tales como CRM176, CRM 197, CRM228, CRM 45 (Uchida vy

colaboradores, J. Biol. Chem. 218; 3838-3844, 1973); CRM g, CRM

S
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45, CRM102, CRM 103 y CRM107 y otras mutaciones descritas por
Nicholls y Youle en Genetically Engineered Toxins, Editor: Frankel,
Maecel Dekker Inc, 1992; supresion o mutaciéon desde Glu-148 hasta
Asp, GIn o Ser y/o Ala 158 hasta Gly, y otras mutaciones que se dan
a conocer en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamerica
Numeros US 4709017 o US 4950740; mutacion de cuando menos uno
o mas residuos Lys 516, Lys 526, Phe 530 y/o Lys 534 y otras
mutaciones que se dan a conocer en las Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Numeros US 5917017 o US 6455673, o el
fragmento que se da a conocer en la Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica Numero US 5843711], neumolisina neumocdcica,
OMPC (proteina de membrana externa meningdcica — usualmente
extraida de N. meningitidis serogrupo B — Patente Europea Numero
EP0372501), péptidos sintéticos (Patentes Europeas Numeros
EP0378881 y EP0427347), proteinas de choque por calor
(Publicaciones Internacionales Numeros WO 93/17712 y WO
94/03208), proteinas de tosferina (Publicacién Internacional Numero
WO 98/58668, Patente Europea Numero EP0471177), citoquinas,
linfocinas, factores de crecimiento u hormonas (Publicacion
Internacional Numero WO 91/01146), proteinas artificiales que
comprenden multiples epitopos de células T CD4+ humanos a partir
de diferentes antigenos derivados de patégenos (Falugi vy
colaboradores (2001) Eur. J. Immunol. 31; 3816-3824) tales como
proteina N19 (Baraldoi y colaboradores (2004) Infect. Immun. 72;

4884-7), proteina superficial neumocoécica PspA (Publicacion
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Internacional Numero WO 02/091998), neumolisina (Kuo vy
colaboradores (1995) Infect. Immun. 63; 2706-13), proteinas de
absorcion de hierro (Publicacién Internacional Numero WO
01/72337), toxina A o B de C. difficile (Publicacién Internacional
Numero WO 00/61761) o Proteina D (Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica Numero US6342224).

En una modalidad, la composicién inmunogénica de la
invencién utiliza la misma proteina portadora (independientemente
seleccionada) en el conjugado de Hib y los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales, opcionalmente en
el conjugado de Hib y cada uno de los cuando menos dos conjugados
de sacaridos bacterianos adicionales (por ejemplo, todos los otros
conjugados de sacaridos presentes en la composicién
inmunogénica).

En una modalidad, la composicién inmunogénica opcionalmente
comprende un conjugado de sacarido de Hib y un conjugado de
polisacarido de MenA, un conjugado de sacarido de Hib y un
conjugado de polisacarido de MenC, un conjugado de sacarido de
Hib y un conjugado de polisacarido de MenW, un conjugado de
sacarido de Hib y un conjugado de polisacarido de MenY, un
conjugado de sacarido de Hib y conjugados de polisacaridos de
MenA y MenC, un conjugado de sacarido de Hib y conjugados de
polisacaridos de MenA y MenW, un conjugado de sacarido de Hib y
conjugados de polisacaridos de MenA y MenY, un conjugado de

sacarido de Hib y conjugados de polisacaridos de MenC y MenW, un
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conjugado de sacarido de Hib y conjugados de polisacaridos de
MenC y MenY, un conjugado de sacarido de Hib y conjugados de
polisacaridos de MenW y MenY, un conjugado de sacarido de Hib vy
conjugados de polisacaridos de MenA, MenC y MenW, un conjugado
de sacarido de Hib y conjugados de polisacaridos de MenA, MenC vy
MenY, un conjugado de sacarido de Hib y conjugados de
polisacaridos de MenA, MenW y MenY, un conjugado de sacarido de
Hib y conjugados de polisacaridos de MenC, MenW y MenY, o un
conjugado de sacarido de Hib y conjugados de polisacaridos de
MenA, MenC, MenW y MenY,

En una modalidad, una sola proteina portadora puede llevar
mas de un antigeno de sacarido (Publicacion Internacional Numero
WO 04/083251). Por ejemplo, una sola proteina portadora se podria
conjugar con Hib y MenA, Hib y MenC, Hib y MenW, Hib y MenY,
MenA y MenC, MenA y MenW, MenA y MenY, MenC y MenW, MenC y
MenY, o Men Wy MenY.

En una modalidad, la composicién inmunogénica de la
invencion comprende un sacarido de Hib conjugado con una proteina
portadora seleccionada a partir del grupo que consiste en TT, DT,
CRM197, fragmento C de TT, y proteina D.

Cuando la proteina portadora es TT o un fragmento de la
misma para Hib y los cuando menos dos sacaridos adicionales, la
dosis total de portadora es de entre 2.5 y 25 microgramos , de entre
3-20 microgramos, de entre 4 y 15 microgramos, de entre 5y 12.5

microgramos, de entre 15 y 20 microgramos, de entre 16 y 19



10

15

20

25

14

microgramos o de entre 17 y 18 microgramos.

En una modalidad, la composiciébn inmunogénica de la
invencién comprende cuando menos dos sacaridos bacterianos
adicionales conjugados con una proteina portadora seleccionada a
partir del grupo que consiste en TT, DT, CRM197, fragmento C de
TT, y proteina D.

La composicidon inmunogénica de la invencion opcionalmente
comprende un conjugado de sacarido de Hib que tiene una
proporcion de Hib a la proteina portadora de entre 1.5 y 5:1, de
entre 1:2 y 2:1; de entre 1:1 y 1:4;, de entre 1.2 y 1:3.5;, o de
alrededor o exactamente 1:2.5 6 1:3 (peso/peso).

La composicion inmunogénica de la invencién opcionalmente
comprende cuando menos un conjugado de sacarido meningocécico
(por ejemplo, MenA y/o MenC y/o MenW y/o MenY) que tiene una
proporcion de sacarido de Men a la proteina portadora de entre 1:5 y
5:1, de entre 1:2 y 5:1, de entre 1:0.5 y 1:2.5 o de entre 1:1.25 y
1:2.5 (peso/peso).

La proporcion del sacarido a la ﬁroteina portadora (peso/peso)
en un conjugado se puede determinar utilizando un conjugado
esterilizado. La cantidad de proteina se determina empleando un
ensayo de Lowry (por ejemplo, Lowry y colaboradores (1951) J. Biol.
Chem. 193, 265-275, o Peterson y colaboradores, Analytical
Biochemistry 100, 201-220 (1979)), y la cantidad de sacarido se
determina utilizando ICP-OES (espectroscopia de emision o6ptica de

plasma inductivamente acoplada) para MenA, el ensayo DMAP para

¥
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MenC, y ensayo de Resorcinol para MenW y MenY (Monsigny y
colaboradores (1988) Anal. Biochem. 175, 525-530).

En una modalidad de la composicién inmunogénica de I[a
invencion, el sacarido de Hib se conjuga con la proteina portadora
por medio de un enlazador, por ejemplo un enlazador bifuncional. El
enlazador es opcionalmente heterobifuncional u homobifuncional,
teniendo, por ejemplo, un grupo amino reactivo y un grupo de acido
carboxilico reactivo, 2 grupos amino reactivos o dos grupos de acido
carboxilico reactivos. El enlazador tiene, por ejemplo, entre 4 y 20,
entre 4 y 12, entre 5y 10 atomos de carbono. Un posible enlazador
es ADH. Otros enlazadores incluyen B-propionamido (Publicacién
Internacional Numero WO 00/10599), nitro-fenil-etil-amina (Gever y
colaboradores (1979) Med. Microbiol. Immunol. 165; 171-288),
haluros de halo-alquilo (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero US4057685), enlaces glicosidicos (Patentes
de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros US4673574 vy
US4808700), y acido 6-amino-caproico (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero US4459286).

Los conjugados de sacaridos presentes en las composiciones
inmunogénicas de la invencion se pueden preparar mediante
cualquier técnica de acoplamiento conocida. Por ejemplo, el sacarido
se puede acoplar mediante un enlace de tioéter. EI método de
conjugacion se puede apoyar en la activacion del sacarido con
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetil-amino-piridinio (CDAP) para

formar un éster de cianato. El sacarido activado se puede acoplar de
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esta manera directamente o por medio de un grupo espaciador
(enlazador), con un grupo amino sobre la proteina portadora.
Opcionalmente, el éster de cianato se acopla con hexan-diamina o
ADH, y el sacarido amino-derivado se conjuga con la proteina
portadora utilizando quimica de heteroligamiento que involucra la
formacion del enlace de tioéter, o se conjuga con la proteina
portadora utilizando la quimica de carbodi-imida (por ejemplio, EDAC
o EDC). Estos conjugados se describen en la Solicitud del TCP
publicada Numero WO 93/15760 de Uniformed Services University, y
en las Publicaciones Internacionales Numeros WO 95/08348 y WO
96/29094.

Otras técnicas adecuadas utilizan carbiinidas, hidrazidas,
ésteres activos, norborano, acido p-nitro-benzoico, N-hidroxi-
succinimida, S-NHS, EDC, TSTU. Muchas se describen en la
Publicacion Internacional Numero WO 98/42721. La conjugacién
puede involucrar un enlazador de carbonilo, el cual se puede formar
mediante la reaccién de un grupo hidroxilo libre del sacarido con CDI
(Bethell y colaboradores, J. Biol. Chem. 1979, 254; 2572-4, Hearn y
colaboradores, J. Chromatogr. 1981. 218; 509-18), seguida por la
reaccidén con una proteina para formar un enlace de carbamato. Esto
puede involucrar la reduccién del término anomérico hasta un grupo
hidroxilo primario, la proteccion/desprotecciéon opcional del grupo
hidroxilo primario, la reaccién del grupo hidroxilo primario con CDI
para formar un intermediario de carbamato de CDI, y el acoplamiento

del intermediario de carbamato de CD! con un grupo amino sobre una

;3
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proteina.

Los conjugados también se pueden preparar mediante métodos
de aminacion reductiva directa, como se describen en las Patentes
de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros US 4365170
(Jennings) y US 4673574 (Anderson). Otros métodos se describen
en las Patentes Europeas Numeros EP-0-161-188, EP-208375 y EP-
0-477508.

Un meétodo adicional involucra el acoplamiento de un bromuro
de sacarido activado por bromuro de cianégeno (o CDAP) derivado
con hidrazida de acido adipico (ADH) con la proteina portadora
mediante condensacién de carbodi-imida (Chu C. y colaboradores,
Infect. Immunity, 1983 245 256), por ejemplo utilizando EDAC.

En una modalidad, se enlaza un grupo hidroxilo de un sacarido
con un grupo amino o carboxilico de una proteina, ya sea directa o
indirectamente (a través de un enlazador). Cuando esta presente un
enlazador, opcionalmente se enlaza un grupo hidroxilo de un
sacarido con un grupo amino de un enlazador, por ejemplo utilizando
conjugacion de CDAP. Se puede conjugar un grupo amino adicional
del enlazador (por ejemplo, ADH) con un grupo de acido carboxilico
de una proteina, por ejemplo utilizando la quimica de carbodi-imida,
por ejemplo, utilizando EDAC. En una modalidad, el Hib o cuando
menos dos sacaridos adicionales se conjugan con el enlazador
primero, antes de que se conjugue el enlazador con la proteina
portadora.

En una modalidad, el sacarido de Hib se conjuga con la

22
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proteina portadora utilizando CNBr, 6 CDAP, o una combinacién de
CDAP y la quimica de carbodi-imida (tal como EDAC), o una
combinacion de CNBr y la quimica de carbodi-imida (tal como
EDAC). Opcionalmente, se conjuga Hib con CNBr y la quimica de
carbodi-imida (tal como EDAC). Por ejemplo, se utiliza CNBr para
unir el sacarido y el enlazador, y luego se utiliza la quimica de
carbodi-imida para unir el enlazador con la proteina portadora.

En una modalidad, cuando menos uno de los cuando menos dos
sacaridos adicionales se conjuga directamente con una proteina
portadora, opcionalmente se conjugan directamente los sacaridos
Men W y/o MenY y/o MenC con una proteina portadora. Por ejemplo,
MenW; MenY; MenC; MenW y MenY; MenW y MenC,; MenY y MenC; o
MenW, MenY y MenC, se enlazan directamente con la proteina
portadora. Opcionalmente cuando menos uno de los cuando menos
dos sacaridos adicionales se conjuga directamente mediante CDAP.
Por ejemplo, MenW; MenY; MenC;, MenW y MenY; MenW y MenC,
MenY y MenC; o MenW, MenY y MenC, se enlazan directamente con
la proteina portadora mediante CDAP (véanse las Publicaciones
Internacionales Numeros WO 95/08348 y WO 96/29094).

En una modalidad, la proporcién del sacarido Men W y/o Y a la
proteina portadora es de entre 1:05 y 1:2 (peso/peso), o la
proporciéon del sacarido MenC a la proteina portadora es de entre
105y 1261125y 1.1.561.05y 1:1 (peso/peso), en especial en
donde estos sacaridos se enlacen directamente con la proteina,

opcionalmente utilizando CDAP.
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En una modalidad, cuando menos uno de los cuando menos dos
sacaridos adicionales se conjuga con la proteina portadora mediante
un enlazador, por ejemplo un enlazador bifuncional. El enlace es
opcionalmente heterobifuncional o homobifuncional, teniendo, por
ejemplo, un grupo amino reactivo y un grupo de acido carboxilico
reactivo, dos grupos amino reactivos o dos grupos de acido
carboxilico reactivos. El enlazador tiene, por ejemplo, entre 4 y 20,
entre 4 y 12, entre 5 y 10 atomos de carbono. Un posible enlazador
es ADH.

En una modalidad, MenA; MenC; o MenA y MenC se conjuga
con una proteina portadora por medio de un enlazador.

En una modalidad, el sacarido adicional se conjuga con una
proteina portadora por medio de un enlazador utilizando CDAP y
EDAC. Por ejemplo, MenA; MenC; o MenA y MenC se conjugan con
una proteina por medio de un enlazador (por ejemplo, aquéllos con
dos grupos amino en sus extremos, tales como ADH), utilizando
CDAP y EDAC, como se describe anteriormente. Por ejemplo, se
utiliza CDAP para conjugar el sacarido con un enlazador, y se utiliza
EDAC para conjugar el enlazador con una proteina. Opcionalmente,
la conjugaciéon por medio de un enlazador da como resultado una
proporcion del sacarido a la proteina portadora de entre 1:0.5 y 1:6,
de entre 1:1y 1:5, 6 de entre 1:2 y 1:4, para MenA; MenC; o MenA y
MenC.

En una modalidad de la invencién, la composicion

inmunogénica comprende polisacaridos capsulares de N.
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meningitidis, a partir de cuando menos uno, dos, tres o cuatro de los
serogrupos A, C, W, e Y, conjugados con una proteina portadora, en
donde cuando menos uno, dos, tres, o cuatro, o cada polisacarido de
N. meningitidis, es un polisacarido nativo, o bien se dimensiona
mediante un factor de hasta x2, x3, x4, x5, x6, x7, x8, x9, x10 6 x20.
Por ejemplo, el tamafo promedio de cuando menos uno, dos, tres, o
cuatro, o cada polisacarido de N. meningitidis, es mayor de 50 kDa,
60 kDa, 75 kDa, 100 kDa, 110 kDa, 120 kDa 6 130 kDa.

“Polisacarido nativo” se refiere a un polisacarido que no se ha
sometido a un proceso, cuyo propodsito sea reducir el tamano del
polisacarido.

En un aspecto de la invencion, la composicion inmunogénica
comprende polisacaridos capsulares de N. meningitidis a partir de
cuando uno, dos, tres, o cuatro de los serogrupos A, C, W, e Y,
conjugados con una proteina portadora, en donde cuando menos
uno, dos, tres, o cuatro, o cada polisacarido de N. meningitidis es un
polisacarido nativo.

En un aspecto de la invencion, la composicion inmunogeénica
comprende polisacaridos capsulares de N. meningitidis a partir de
cuando menos uno, dos, tres, o cuatro de los serogrupos A, C, W, e
Y, conjugados con una proteina portadora, en donde cuando menos
uno, dos, tres, o cuatro, o cada polisacarido de N. meningitidis se
dimensiona por un factor de hasta x2, x3, x4, x5, x6, x7, x8, x9 6
x10.

En una modalidad, el tamafio promedio de cuando menos uno,
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dos, tres, cuatro, o cada polisacarido de N. meningitidis, cuando esté
presente, es de entre 50 kDa y 1,500 kDa, de entre 50 kDa y 500
kDa, de entre 50 kDa y 300 kDa, de entre 101 kDa y 1,500 kDa, de
entre 101 kDa y 500 kDa, de entre 101 kDa y 300 kDa, como sea
determinado mediante MALLS.

En una modalidad, el sacarido MenA, cuando esté presente,
tiene un peso molecular de 50-500 kDa, 50-100 kDa, 100-500 kDa,
55-90 KDa, 60-70k Da 6 70-80 kDa 6 60-80 kDa.

En una modalidad, el sacarido MenC, cuando esté presente,
tiene un peso molecular de 100-200 kDa, 50-100 kDa, 100-150 kDa,
101-130 kDa, 150-210 kDa ¢ 180-210 kDa. |

En una modalidad, el sacarido MenY, cuando esté presente,
tiene un peso molecular de 60-190 kDa, 70-180 kDa, 80-170 kDa, 90-
160 kDa, 100-150 kDa 6 110-140 kDa, 50-100 kDa, 100-140 kDa,
140-170 kDa 6 150-160 kDa.

En una modalidad, el sacarido MenW, cuando estée presente,
tiene un peso molecular de 60-190 kDa, 70-180 kDa, 80-170 kDa, 90-
160 kDa, 100-150 kDa, 110-140 kDa, 50-100 kDa 6 120-140 kDa.

Los pesos moleculares del sacarido se refieren al peso
molecular del polisacarido medido antes de la conjugacion, y se mide
mediante MALLS.

En una modalidad, cualesquiera sacaridos de N. meningitidis
presentes, son polisacaridos nativos, o polisacaridos nativos que se
han reducido en su tamafio durante un proceso de extraccion normal.

En una modalidad, cualesquiera sacaridos de N. meningitidis

8
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presentes, se dimensionan mediante disociacibn mecanica, por
ejemplo mediante microfluidizacién o sonicaciéon. La microfluidizacion
y la sonicacion tienen la ventaja de disminuir el tamarno de los
polisacaridos nativos mas grandes suficientemente para proporcionar
un conjugado filtrable.

En una modalidad, la polidispersidad del sacarido es de 1-1.5,
1-1.3, 1-1.2, 1-1.1 6 1-1.05, y después de la conjugacioén con una
proteina portadora, la polidispersidad del conjugado es de 1.0-2,5,
1.0-2.0. 1.0-1.5, 1.0-1.2, 1.5-2.5, 1.7-2.2 6 1.5-2.0. Todas las
mediciones de polidispersidad son mediante MALLS.

Para el analisis MALLS de los sacaridos meningocdsicos, se
pueden utilizar dos columnas (TSKG6000 y 5000PWxlI TOSOH
Bioscience) en combinacién, y los sacaridos se eluyen en agua. Los
sacaridos se detectan utilizando un detector de dispersion de luz
(por ejemplo, Wyatt Dwan DSP equipado con un dispositivo de laser
de argéon de 10mW a 488 nanodometros), y un refractometro
inferomeétrico (por ejemplo, Wyatt Otilab DSP equipado con una celda
P100 y un filtro rojo a 498 nandmetros).

En una modalidad, el sacarido MenA, cuando esté presente, es
cuando menos parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando

menos el 50 por ciento, el 60 por ciento, el 70 por ciento, el 80 por

ciento, el 90 por ciento, el 95 por ciento, o el 98 por ciento de las
unidades de repeticién estan O-acetiladas en cuando menos una
posiciéon. La O-acetilacidon, por ejemplo, esta presente cuando menos

en la posiciéon O-3.



10

15

20

25

23

En una modalidad, el sacarido MenC, cuando esté presente, es
cuando menos parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando
menos el 30 por ciento, el 40 por ciento, el 50 por ciento, el 60 por
ciento, el 70 por ciento, el 80 por ciento, el 90 por ciento, el 95 por
ciento, o el 98 por ciento de unidades de repeticion de NeuNAc
enlazado con (a2—9) estan O-acetiladas en cuando menos una o dos
posiciones. La O-acetilacién esta presente, por ejemplo, en |la
posicién O-7 y/u O-8.

En una modalidad, el sacarido MenW, cuando esté presente, es
cuando menos parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando
menos el 30 por ciento, el 40 por ciento, el 50 por ciento, el 60 por
ciento, el 70 por ciento, el 80 por ciento, el 90 por ciento, el 95 por
ciento, o el 98 por ciento de las unidades de repeticion estan O-
acetiladas en cuando menos una o dos posiciones. La O-acetilacién
esta presente, por ejemplo, en la posicién O-7 y/o O-9.

En una modalidad, el sacarido MenY, cuando esté presente, es
cuando menos parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando
menos el 40 por ciento, el 50 por ciento, el 60 por ciento, el 70 por
ciento, el 80 por ciento, el 90 por ciento, el 95 por ciento, o el 98 por
ciento de las unidades de repeticién estan O-acetiladas en cuando
menos una o dos posiciones. La O-acetilacion esta presente en la
posicién 7 y/o 9.

El porcentaje de O-acetilacién se refiere al porcentaje de las
unidades de repeticion que contienen O-acetilacién. Este se puede

medir en el sacarido antes de conjugarse y/o después de la
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conjugacion.

Un aspecto adicional de la invencién es una vacuna que
comprende la composicion inmunogénica de la invencion, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Opcionalmente, la composicion inmunogénica o la vacuna
contiene una cantidad de un adyuvante suficiente para mejorar la
respuesta inmune al inmundégeno. Los adyuvantes adecuados
incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio (fosfato de aluminio
o hidréxido de aluminio), mezclas de escualeno (SAF-1), péptido de
muramilo, derivados de saponina, preparaciones de paredes
celulares de micobacterias, monofosforil-lipido A, derivados de
acido micélico, tensoactivos de copolimeros de bloque no idnicos,
Quil A, subunidad B de toxina de codlera, polifosfazeno y sus
derivados, y complejos inmunoestimulantes (ISCOMs), tales como los
descritos por Takahashi y colaboradores (1990) Nature 344:873-875.

Para las combinaciones de HibMen discutidas anteriormente,
puede ser conveniente no utilizar ningun adyuvante de sal de
aluminio, o ningun adyuvante en general.

En una modalidad, la composicion inmunogénica comprende un
sacarido de Hib conjugado con toxoide de tétanos por medio de un
enlazador, y un sacarido MenC conjugado con toxoide de tétanos, ya
sea directamente o a través de un enlazador, y un sacarido MenY
conjugado con toxoide de tétanos.

En wuna modalidad, la composicién inmunogénica de Ila

invencion se regula, o se ajusta, hasta un pH de 7.0 y 8.0, hasta un
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pH de entre 7.2 y 7.6, o hasta un pH de alrededor o exactamente 7.4.
La composicién inmunogénica o las vacunas de la invencidn

opcionalmente se liofilizan en la presencia de un agente

estabilizante, por ejemplo un poliol, tal como sacarosa o trehalosa.

Como con todas las composiciones inmunogénicas o vacunas,
las cantidades inmunoldégicamente efectivas de los inmunogenos se
deben determinar empiricamente. Los factores que se deben
considerar incluyen la inmunogenicidad, ya sea o no que el
inmundégeno vaya a formar complejo con, o se vaya a unir
covalentemente a, un adyuvante o a una proteina portadora o a otro
portador, las vias de administracion, y el numero de dosificaciones
inmunizantes que se vayan a administrar. Estos factores son
conocidos en la técnica de las vacunas, y estan bien dentro de la
experiencia de los inmundélogos hacer estas determinaciones sin una
indebida experimentacion,

El agente activo puede estar presente en diferentes
concentraciones en la composicién farmacéutica o en la vacuna de la
invencién. Tipicamente, la concentracién minima de la sustancia es
una cantidad necesaria para lograr su uso pretendido, mientras que
la concentracién maxima es la cantidad maxima que permanecera en
solucién u homogéneamente suspendida dentro de la mezcla inicial.
Por ejemplo, la cantidad minima de un agente terapéutico, es una
que proporcione una sola dosificacion terapéuticamente efectiva.
Para las sustancias biocactivas, la concentracién minima es una

cantidad necesaria para la bioactividad después de la reconstitucion,
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y la concentracion maxima esta en el punto en donde no se puede
mantener una suspension homogénea. En el caso de las unidades de
una sola dosis, la cantidad es aquélla de una sola aplicacién
terapéutica. En términos generales, se espera que cada dosis
comprendera de 1 a 100 microgramos de antigeno de proteina, por
ejemplo de 5 a 50 microgramos, o de 5 a 25 microgramos. En una
modalidad, las dosis de los sacaridos bacterianos individuales son
de 10 a 20 microgramos, de 10 a 5 microgramos, de 5§ a 2.5
microgramos, o de 2.5 a 1 microgramo. La cantidad preferida de la
sustancia varia de sustancia a sustancia, pero es facilmente
determinable por un experto en este campo.

Las preparaciones de vacuna de la presente invencién se
pueden utilizar para proteger o tratar a un mamifero (por ejemplo, a
un paciente humano) susceptible a la infeccion, por medio de la
administracion de la vacuna mediante la via sistémica o mucosa.
Estas administraciones pueden incluir inyeccién mediante las vias
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica, o subcutanea; o
mediante administracién mucosa a los tractos oral/alimentario,
respiratorio, genitourinario. Se prefiere la administracién intranasal
de las vacunas para el tratamiento de neumonia u otitis media
(debido a que se puede prevenir mas efectivamente l|la portacion
nasofaringea de neumococos, atenuando de esta manera la infeccidn
en su etapa mas temprana). Aunque la vacuna de la invencién se
puede administrar como una sola dosis, los componentes de la

misma también se pueden co-administrar juntos al mismo tiempo o
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en diferentes tiempos (por ejemplo, si hay sacaridos presentes en
una vacuna, éstos se podrian administrar por separado al mismo
tiempo, o de una a dos semanas después de la administracion de
una vacuna de proteina bacteriana para coordinacién 6ptima de las
respuestas inmunes una con respecto a la otra). En adicién a una
sola via de administracién, se pueden emplear dos vias de
administracién diferentes. Por ejemplo, los antigenos virales se
pueden administrar ID (intradérmicamente), mientras que las
proteinas bacterianas se pueden administrar IM (intramuscularmente)
o IN (intranasalmente). Si hay sacaridos presentes, se pueden
administrar intramuscularmente (o intradermicamente), y las
proteinas bacterianas se pueden administrar intranasalmente (o
intradérmicamente). En adicion, las vacunas de la invencidén se
pueden administrar intramuscularmente para las dosis de
preparacion, e intranasalmente para las dosis de refuerzo.

La preparacion de la vacuna en general se describe en Vaccine
Design (“The subunit and adjuvant approach” (editores: Powell M. F.
& Newman M. J.) (1995) Plenum Press, Nueva York). La
encapsulacién dentro de liposomas es descrita por Fullerton, Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 4,235,877.

Un aspecto adicional de la invencion es un kit de vacuna para
su administracién concomitante o en secuencia, el cual comprende
dos composiciones inmunogénicas multivalentes para conferir
proteccion en un hospedero contra la enfermedad causada por

Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium

Ga.
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diphtheriae, Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis. Por
ejemplo, el kit opcionalmente comprende un primer recipiente que
comprende uno o mas de:

toxoide de tétanos (TT),

toxoide de difteria (DT), y

componentes de tosferina de células enteras o acelulares,

y un segundo recipiente que comprende cualquiera de:

conjugado de sacarido de Hib, y

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales,

en donde el conjugado de Hib esta presente en una dosis de

sacarido mas baja que la dosis de sacarido promedio de todos los

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales;

o

un conjugado de sacarido de Hib, y

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales,

en donde el conjugado de Hib esta presente en una dosis de
sacarido mas baja que cada uno de los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales (por ejemplo, en
una dosis de sacarido mas baja que cualquier sacarido presente en
la composicidn).

Los ejemplos del conjugado de Hib y los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales son como se

describen anteriormente.

Er
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Un aspecto adicional de la invencién es un kit de vacuna para
su administracion concomitante o en secuencia, el cual comprende
dos composiciones inmunogénicas multivalentes para conferir
proteccion en un hospedero contra las enfermedades causadas por
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Neisseria
meningitidis. Por ejemplo, el kit comprende opcionalmente un primer
recipiente que comprende:

uno o mas conjugados de una proteina portadora, y un sacarido
capsular a partir de Streptococcus pneumoniae [en donde los
sacaridos capsulares son opcionalmente a partir de un serotipo
neumocédcico seleccionado a partir del grupo que consiste en 1, 2, 3,
4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A,
19F, 20, 22F, 23F y 33F],

y un segundo recipiente que comprende cualquiera de:

un conjugado de sacarido de Hib, y

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales,

en donde el conjugado de Hib esta presente en una dosis de
sacarido mas baja que la dosis de sacarido promedio de todos los
cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales;
o

un conjugado de sacarido de Hib, y

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales,

en donde el conjugado de Hib esta presente en una dosis de
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sacarido mas baja que cada uno de los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales (por ejemplo, en
una dosis de sacarido mas baja que cualquier sacarido presente en
la composicidn).

Los ejemplos del conjugado de Hib y los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales son como se
describen anteriormente.

Tipicamente, la vacuna de Streptococcus pneumoniae en ei kit
de vacuna de la presente invencidon comprendera antigenos de
polisacaridos (opcionalmente conjugados), en donde los
polisacaridos se derivan a partir de cuando menos cuatro serotipos
de neumococo seleccionados a partir del grupo que consiste en 1, 2,
3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. Opcionalmente, los cuatro serotipos
incluyen 6B, 14, 19F, y 23F. Mas opcionalmente, se incluyen cuando
menos siete serotipos en la composicién, por ejemplo aquéllos
derivados a partir de los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, y 23F.
Opcionalmente se incluyen mas de siete serotipos en la composicion,
por ejemplo cuando menos 10, 11, 12, 13, é 14serotipos. Por
ejemplo, la composicién en una modalidad inciluye 11 polisacaridos
capsulares derivados a partir de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 19F y 23F (opcionalmente conjugados). En una modalidad
de la invencién, se incluyen cuando menos 13 antigenos de
polisacaridos (opcionalmente conjugados), aunque la invencion

también contempla antigenos de polisacaridos adicionales, por
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ejemplo, 23-valentes (tales como los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F,
8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 1'9F, 20, 22F, 23F
y 33F).

Los sacaridos neumocdcicos se conjugan con cualquier
proteina portadora conocida, por ejemplo CRM197, toxoide de
tétanos, toxoide de difteria, proteina D, o cualesquiera otras
proteinas portadoras, como se menciona anteriormente.

Opcionalmente, los kits de vacunas de la invencion comprenden
un tercer componente. Por ejemplo, el kit comprende opcionalmente
un primer recipiente que comprende uno 0 mas de:

toxoide de tétanos (TT),

toxoide de difteria (DT), vy

componentes de tosferina de células enteras o acelulares,

y un segundo recipiente que comprende:

uno o mas conjugados de una proteina portadora y un sacarido
capsular a partir de Streptococcus pneumoniae [en donde el sacarido
capsular es opcionalmente a partir de un serotipo neumocécico
seleccionado a partir del grupo que consiste en 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F,
23F y 33F],

y un tercer recipiente que comprende:

un conjugado de sacarido de Hib, y

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales,

en donde el conjugado de Hib estd presente en una dosis de
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sacarido mas baja que la dosis de sacarido promedio de todos los
cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales;
o}

un conjugado de sacarido de Hib, y

cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales,

en donde el conjugado de Hib esta presente en una dosis de
sacarido mas baja que cada uno de los cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales (por ejemplo, en
una dosis de sacarido mas baja que cualquier sacarido presente en
la composicion).

Las composiciones inmunogénicas que comprenden conjugados
meningocosicos, por ejemplo Hib-MenC, HibMenAC, HibMenAW,
HibMenAY, HibMenCW, HibMenCY, HibMenWY, MenAC, MenAW,
MenAY, MenCW, MenCY, MenWY &6 MenACWY, incluyendo los kits
de una composicion similar a las descritas anteriormente,
comprenden opcionalmente antigenos de sarampidén y/o paperas y/o
rubéola y/o varicela. Por ejemplo, la composicion inmunogénica
meningocosica contiene antigenos de sarampidén, paperas, y rubéola,
o de sarampidén, paperas, rubéola, y varicela. En una modalidad,
estos antigenos virales estan opcionalmente presentes en el mismo
recipiente que los conjugados meningocodsicos y/o de sacaridos de
Hib. En una modalidad, estos antigenos virales estan liofilizados.

Un aspecto adicional de la invencién es un proceso para la

fabricacion de la composicion inmunogénica de la invencién, el cual
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comprende el paso de mezclar un conjugado de sacarido de Hib con
cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales,
para formar una composicién en donde el conjugado de Hib esta
presente en una dosis de sacarido méas baja que la dosis de sacarido
promedio de los cuando menos dos conjugados de sacaridos
bacterianos adicionales.

La preparacion de vacuna se describe en general en Vaccine
Design (“The subunit and adjuvant approach” (editores: Powelli M. F.
& Newman M. J.) (1995) Plenum Press, Nueva York). La
encapsulacién dentro de liposomas es descrita por Fullerton, Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 4,235,877.

Un aspecto adicional de la invencién es un método para
inmunizar a un hospedero humano contra una enfermedad causada
por Haemophilus influenzae, y opcionalmente una infeccién por N.
meningitidis, el cual comprende administrar al hospedero una dosis
inmunoprotectora de la composicién inmunogénica o vacuna o kit de
la invencion.

Un aspecto adicional de la invencion es una composicion
inmunogénica de la invencion para utilizar en el tratamiento o en la
prevencion de una enfermedad causada por Haemophilus influenzae,
y opcionalmente N. meningitidis.

Un aspecto adicional de la invencion es el uso de la
composicion inmunogénica o vacuna o kit de la invencién, en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion

de las enfermedades causadas por Haemophilus influenzae, y

To
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opcionalmente N. meningitidis.

Los inventores pretenden que los términos “comprendiendo”,
“‘comprenden”, y “comprende”, en la presente, sean opcionalmente
sustituibles con los términos “consistiendo en”, “consisten en”, y
“consiste en”, respectivamente, en cada caso.

Todas las referencias o solicitudes de patente citadas en esta
memoria descriptiva de patente se incorporan a la presente como
referencia.

La invencion se ilustra en los ejemplos acompafantes. Los
siguientes Ejemplos se llevan a cabo empleando técnicas
convencionales, las cuales son bien conocidas y de rutina para los
expertos en la materia, excepto en donde se describa con detalle de
otra manera. Los ejemplos son ilustrativos, pero no limitan la
invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparacién de conjugados de polisacaridos

Se llevd a cabo el enlace covalente del polisacarido PRP de
Haemophilus influenzae (Hib) con TT mediante la quimica de
acoplamiento desarrollada por Chu y colaboradores (Infection and
Immunity 1983, 40 81); 245-256). El polisacarido PRP de Hib se
activd mediante la adicion de CNBr, e incubando a un pH de 10.5
durante 6 minutos. El pH se redujo hasta un pH de 8.75, y se agrego
dihidrazida de acido adipico (ADH), y se continu6é la incubacion
durante 90 minutos adicionales. EI PRP activado se acopld con

toxoide de tétanos purificado por medio de condensaciéon de carbodi-

V7,
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imida, utilizando 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-carbodi-imida
(EDAC). La EDAC se agrego al PRP activado para alcanzar una
proporcion final de 0.6 miligramos de EDAC/miligramo de PRP
activado. El pH se ajusté a 5.0, y se agregd el toxoide de tétanos
purificado para alcanzar 2 miligramos de TT/miligramo de PRP
activado. La solucién resultante se dejo durante 3 dias con agitacién
leve. Después de la filtracién a través de una membrana de 0.45
micras, el conjugado se purifico en una columna Sephacryl S500HR
(Pharmacia, Suecia) equilibrada en NaCl 0.2M.

Se produjeron conjugados de MenC-TT utilizando polisacaridos
nativos (de mas de 150 kDa, medidos mediante MALLS). Se
produjeron conjugados de MenA-TT utilizando polisacaridos nativos,
o bien el polisacarido ligeramente microfluidizado de mas de 60 kDa,
medidos mediante el método MALLS del Ejemplo 2. Se produjeron
los conjugados MenW 'y MenY-TT utilizando polisacaridos
dimensionados de alrededor de 100 a 200 kDa, medidos mediante
MALLS (ver el Ejemplo 2). El dimensionamiento se hizo mediante
microfluidizacion utilizando un aparato homogeneizador Emulsiflex C-
50. Entonces los polisacaridos se filtraron a través de un filtro de 0.2
micras.

La activacion y el acoplamiento se llevaron a cabo como se
describe en las Publicaciones Internacionales Numeros W0O96/29094
y WO 00/56360. Dicho de una manera breve, el polisacarido en una
concentracion de 10 a 20 miligramos/mililitro en NaCl 2M, pH de 5.5

a 6.0, se mezcldé con la solucion de CDAP (100 miligramos/mililitro

72



10

15

20

25

36

recién preparada en acetonitrilo/WFI, 50/50), hasta una proporcidn
final de CDAP/polisacarido de 0.75/1 6 de 1.5/1. Después de 1.5
minutos, el pH se elevd con hidréoxido de sodio hasta un pH de 10.0.
Después de 3 minutos, se agregé el toxoide de tétanos para alcanzar
una proporcion de la proteina/polisacarido de 1.5/1 para MenW, de
1.2/1 para MenY, de 1.5/1 para MenA, o de 1.5/1 para MenC. La
reaccidén se continu6 durante 1 a 2 horas.

Después del paso de acoplamiento, se agregé6 lisina hasta una
proporcion final de glicina/PS (peso/peso) de 7.5/1, y el pH se ajustd
a un pH de 9.0. La mezcla se dej6é durante 30 minutos. El conjugado
se aclaro utilizando un filtro Kleenpak de 10 micras, y luego se cargo
en una columna Sephacryl S400HR, utilizando un regulador de
elucién de NaCl 150 mM, Tris 10 mM 6 5 mM, pH de 7.5. Los lotes
clinicos se filtraron sobre una membrana esterilizante Opticap 4. Los
conjugados resultantes tuvieron wuna proporcién promedio del
polisacarido:proteina de 1:1-1:5 (peso/peso).

Con el objeto de conjugar el polisacarido capsular MenA al
toxoide de tétanos por medio de un espaciador, se empled el
siguiente método. EI enlace covalente del polisacarido y el
espaciador (ADH) se |lleva a cabo mediante la quimica de
acoplamiento, mediante la cual se activa el polisacarido bajo
condiciones controladas mediante un agente cianilante,
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetil-amino-piridinio (CDAP). El
espaciador reacciona con el polisacarido cianilado a través de sus

grupos hidrazino, para formar un enlace de isourea estable entre el
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espaciador y el polisacarido.

Una solucién de 10 miligramos/mililitro de MenA se traté con
una solucién recién preparada de 100 miligramos/mililitro de CDAP
en acetonitrilo/agua (50/50) (volumen/volumen)), para obtener una
proporcion de CDAP/MenA de 0.75 (peso/peso). Después de 1.5
minutos, el pH se elevdé a un pH de 10.0. Tres minutos despues, se
agreg6 ADH para obtener una proporcion de ADH/MenA de 8.9. El pH
de la solucion se disminuyé hasta 8.75, y la reacciéon procedid
durante 2 horas.

Antes de la reaccion de conjugacién, se diluyeron la solucidén
de TT purificada y la solucion de PSAay para alcanzar una
concentracion de 10 miligramos/mililitro para PSAa4, y de 10
miligramos/mililitro para TT.

Se agregd EDAC a la soluciéon de PSAaq con el objeto de
alcanzar una proporcién final de 0.9 miligramos de EDAC/miligramo
de PSA,y. El pH se ajusté a 5.0. El toxoide de tétanos purificado se
agregdé con una bomba peristaltica (en 60 minutos) para alcanzar 2
miligramos de TT/miligramo de PSAan. La solucion resultante se dejo
durante 60 minutos a +25°C con agitacién, para obtener un tiempo de
acoplamiento final de 120 minutos. El conjugado se aclaré utilizando
un filtro de 10 micras, y se purificd utilizando una columna Sephacryl
S400HR.

Ejemplo 2 - Determinacion del peso molecular utilizando MALLS

Los detectores se acoplaron a una columna de exclusion de

tamafios de HPLC, de donde se eluyeron las muestras. Por una

2.
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parte, el detector de dispersién de Iluz de laser midié las
intensidades de luz dispersadas en 16 angulos por la solucién
macromolecular, y por otra parte, un refractémetro interferométrico
colocado en linea permitio hacer la determinacion de la cantidad de
muestra eluida. A partir de estas intensidades, se pueden determinar
el tamafio y la forma de las macromoléculas en solucién.

El peso molecular promedio en peso (M,) se define como la
suma de los pesos de todas las especies, multiplicada por su peso
molecular respectivo, y dividida entre la suma de los pesos de todas
las especies.

a) Peso molecular promedio en peso: -Mw-

D WM, o,

Mw"
ZWz m,
b) Peso molecular promedio en numero: -Mn-

_me_ﬁ

n
ZN,. m,

c) Radio de raiz cuadrada promedio: -Rw- y R?w es el radio

cuadrado definido por:
R2w 6 (rH)w ==
Zmi

(-m;- es la masa del centro de dispersién i, y -ri- es la distancia
entre el centro de dispersién i y el centro de gravedad de la
macromolécula).

d) La polidispersidad se define como la proporcién -Mw/Mn-.

Los polisacaridos meningocdsicos se analizaron mediante

Sr
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MALLS cargandose sobre dos columnas de HPLC (TSKG6000 y
5000PWxl) utilizadas en combinacion. Se cargaron 25 microlitros del
polisacarido sobre la columna, y se eluy6é con 0.75 mililitros de agua
filtrada. Los polisacaridos se detectan utilizando un detector de
dispersidon de luz (Wyatt Dawn DSP equipado con un dispositivo de
laser de argon de 10 mW a 488m nanometros), y un refractometro
inferométrico (Waytt Otilab DSP, equipado con una celda P100, y un
filtro rojo a 498 nandmetros).

El peso molecular, las polidispersidades, y las recuperaciones
de todas las muestras, se calcularon mediante el método de Debye,
utilizando un orden de ajuste polindmico de 1 en el software Astra
4.72.

Ejemplo 3 - Estudio clinico en fase Il sobre la vacuna de

conjugado de HibMenAC-TT mezclada con DTTw-HepB

Disefio del estudio: estudio de un solo centro, abierto, de
seleccién aleatoria (1:1:1:1:1) con cinco grupos. Los cinco grupos
recibieron el siguiente régimen de vacunacion, respectivamente, a
las 6, 10, y 14 semanas de edad.

. TritanrixMR-HepB/Hib-MenAC 2.5/2.5/2.5: y por
consiguiente, referido como 2.5/2.5/2.5.

. Tritanrix"R-HepB/Hib-MenAC 2.5/5/5: y por consiguiente,
referido como 2.5/5/5.

. TritanrixMR-HepB/Hib-MenAC 5/5/5: y por consiguiente,
referido como 5/5/5.

. TritanrixR-HepB + Hiberix"®: y por consiguiente, referido
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como Hiberix.

. TritanrixMR-HepB/Hiberix® + Meningitec™®: y por

consiguiente, referido como Meningitec.

Se tomaron muestras de sangre en el momento de la primera

dosis de vacuna (Pre), y un mes después de la tercera dosis de

vacuna (posterior a la dosis 3).

Tritanrix es una vacuna de DTPw comerciada por

GlaxoSmithKline Biologicals S.A.

Se utilizaron 105 sujetos en cada uno de los cinco

dando un total de 525 sujetos en el estudio.

Tabla 1

grupos,

Componentes por dosis (0.5

mililitros)

2.5/2.5/2.5*

2.5/5/5

51515

Polisacarido capsular PRP de Hib
conjugado con toxoide de tétanos

(TT).

2.5 ug

2.5 ug

S Hg

Polisacarido capsular de Neisseria
meningitidis A (PSA) conjugado con

TT.

2.5 ug

5 Mg

S Mg

Polisacarido capsular de Neisseria
meningitidis C (PSC) conjugado

con TT.

2.5 pg

S Mg

S Mg

*La vacuna 2.5/2.5/2.5 fue una dilucion de la dosis de la vacuna Hib-
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MenAC 5/5/5 de GSK Biologicals conteniendo 2.5 microgramos de
cada uno de PRP-TT, MenA-TT, y MenC-TT.

Las formulaciones de vacuna de Hib-MenAC se mezclaron
extemporaneamente con Tritanrix-HepB. La vacuna combinada de
Bordetella Pertussis de células enteras de difteria-tétanos - hepatitis
B (DTPw-HB) (Tritanrix-HepB) contiene no menos de 30 Unidades
Internacionales (IU) de toxoide de difteria, no menos de 60 Unidades
Internacionales de toxoide de téténos, nos menos de 4 Unidades
Internacionales Bordetella pertussis muertas, y 10 microgramos de
antigeno superficial de hepatitis B recombinante.

Terapia de referencia, dosis, modo de administracion, numero de
lote:

Programa/sitio de vacunacién: Un grupo recibié la vacuna
Tritanrix-HepB intramuscularmente en el muslo izquierdo, y Hiberix
intramuscularmente en el muslo derecho a las 6, 10, y 14 semanas
de edad. Otro grupo recibié la vacuna Tritanrix?-HepB/Hiberix"®
intramuscularmente en el muslo izquierdo, y la vacuna Meningitec"®
intramuscularmente en el muslo derecho a las 6, 10, y 14 semanas
de edad.

Vacuna/composicion/dosis/numero de lote: La vacuna
TritanrixMR-HepB utilizada fue como se describe anteriormente.

Una dosis (0.5 mililitros) de vacuna conjugada de Haemophilus
influenzae tipo b de GSK Biologicals: HiberixM® contuvo 10
microgramos de PRP conjugado con toxoide de tétanos. En el grupo

de HiberixM®, se mezclé con diluyente estéril, y en el grupo de



10

15

20

25

42

MeningitecM® se mezclé con Tritanrix"R-HepB.

Una dosis (0.5 mililitros) de vacuna MENINGITECM® de Wyeth
Lederle contuvo: 10 microgramos de polisacarido capsular del grupo
meningocosico C conjugado con de

15 microgramos proteina

CRM197 de Corynebacterium diphtheria, y aluminio como sales.

Resultados - Respuestas inmunes generadas contra Hib, MenA, vy

MenC
Tabla 2a. Anti-PRP (microgramos/mililitro)
Grupo | 25/2.5/2.5 2.5/5/5 5/5/5 Hiberix™® Meningitec'™
% 95%CL % 95%CL % 95%CL % 95%CL % 95%CL
GMC/T LL UL | GMCT LL UL | GMCT LW UL | GMCT W UL GMCT L UL
%015 | 100 965 100 | 990 948 100 | 100 965 100 100 965 100 100 965 100
GMC 2080 1596 27.10 | 226217.72 2888 | 19.36 1533 2446 | 3855 2993 4964 | 1094 862 13.88
Tabla 2b. SBA-MenC
Grupo | 25/25/25 2.5/5/5 5/5/5 Hiberix™® Meningitec™®
% 9B%UCL | % BWCL | %  BUCL | %  9BWCL | % 95%CL
GMCT LL UL |GMCT LL UL |GMCT LL UL | GMCT LL UL | GMCT L UL
%18 |99 947 100 | 100 965 100 [ 100 965100 [29 06 84 | 100 965 100
GMT | 3132 2497 3930 | 4206 3409 5189 | 3697 3118 4384 | 47 39 56 | 4501 3904 5180
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Tabla 2c. SBA-MenA

Grupo 252525 25/5/5 5/5/5 Hiberix"® Meningitec'™
%  95%CL | % 95%CL | %  95%CL | % 95%CL | % 95%CL
GMCT LL UL |GMGT LL UL | GMCT LL UL | GMCT LL UL | GMCT LL UL
%18 | 997 919 997 | 100 958 100 | 100 962 100 |68 25 143 |91 40 171
GMT | 316.7 251.4 3989 | 41853586 4885 | 363 3105 4244 |56 43 74 |56 44 72
Tabla 2d. Anti-PSC (microgramos/mililitro)
Grupo 2502525 25/5/5 5/5/5 HiberX'® Meningitec'®
% 9%CL | % 9BUWCL | % 9L | % BWCL | % 95%CL
GMCT L UL {GMCTLL UL |GMGT LL UL | GMCT LL UL | GMCT LL UL
%03 | 100 965 100 | 100 964 100 | 100 965100 |82 36 156 | 100 965 100
GMC | 4903 4324 5659 | 71116249 8092 | 6162 5488 6920 | 017 015 019 | 5802 5142 6546
Tabla 2e. Anti-PSA (microgramos/mililitro)
Grupo 25125125 25/55 5/5/5 Hiberi™® Meningitec'™
%  9B%CL | % 95%CL | %  95%CL %  95%CL | %  95%CL
GMCT LL UL |[GMCT L UL |GMCT LL UL |GMCT LL UL | GMGT L UL
%03 | 100 964 100 | 100 965 100 |[990 948 100 |10 0054 |59 22 125
GMC | 1810 1534 21.35 | 26512293 30.79 | 2340 2005 27.30 [ 045 0.5 015 | 017 015 0.18

Conclusidén
La vacuna conjugada de Hib-MenAC con la formulaciéon 2.5/5/5,

dio consistentemente respuestas inmunes tituladas mas altas contra

/o
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PRP, MenA, y MenC, que las formulaciones de vacuna conjugada con
cantidades iguales de sacaridos de Hib, MenA, y MenC. Este efecto
también se vio en los ensayos bacteriocidas de suero (SBA), en
donde se alcanzaron las mejores respuestas contra MenA y MenC,
utilizando la formulacién 2.5/5/5 de la vacuna conjugada de Hib-
MenAC.

Ejemplo 4 - Estudio clinico de HibMenAC - preparacion con

conjugados de HibMenAC

Se llevo a cabo un estudio abierto en fase |l, de seleccidon
aleatoria, para evaluar la memoria inmune inducida por el curso de
vacunaciéon primaria de la vacuna Tritanrix"?-HepB/HibMenAC, vy
para evaluar la inmunogenicidad y la reactogenicidad de una dosis
de refuerzo de la vacuna TritanrixM?-HepB de GSK Biologicals
mezclada ya sea con la vacuna conjugada de Hib-MenAC de GSK
Biologicals, o bien con la vacuna de Hib, s de GSK Biologicals, a los
15 a 18 meses de edad, en sujetos vacunados con Tritanrix"R-
HepB/Hib-MenAC. Cinco grupos recibieron los regimenes de
vacunacion primaria a las 6, 10, y 14 semanas de edad, como se

presenta en la Tabla 3.

/O/
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Tabla 3
Vacunaciéon Primaria | Gru- | A los 10 meses de edad Alos 15 a 18
po meses de edad
Grupos de Tratamiento
1 1/5 de dosis de MencevaxMR AC | Tritanrix"®-
HepB/Hib, s
(10 pg MenA y 10 ug MenC) y
TritanrixMR-HepB/Hib— 9
10 ng de Plain PRP
MenAC 2.5/2.5/2.5
2 - Tritanrix"R-
HepB/Hiba s
3 1/5 de dosis de Mencevax"R AC | Tritanrix™"®-
HepB/Hib, s
10 ug MenA y 10 ug MenC)
TritanrixMR-HepB/Hib- ( 9 y g y
10 ug de Plain PRP
MenAC 5/5/5
4 - TritanrixM®-
HepB/Hibay. s
5 1/5 de dosis de Mencevax"R ac | Tritanrix™"-
HepB/Hibz,s
10 ug MenA y 10 ug MenC)
Tritanrix"R-HepB/Hib- (10 9 y 19 ke y
10 ug de Plain PRP
MenAC 2.5/5/5
6 - Tritanrix"R-
HepB/Hib2 s
Grupos de Control
7 1/5 de dosis de Mencevax"R Ac | Tritanrix"®-

TritanrixMR-HepB +

HiberixMR

(10 pg MenA y 10 ug MenC) y

10 ug de Plain PRP

HepB/Hib-

MenAC
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Vacunacion Primaria | Gru- | A los 10 meses de edad Alos 15 a 18
po meses de edad
8 - Tritanrix"®-
HepB/Hib-
MenAC
9 1/5 de dosis de MencevaxMR AC | Tritanrix""-
HepB/Hib-
TritanrixMR_HepB / (10 pg MenA y 10 pg MenC) y
10 ug de Plain PRP MenAC
Hiberix“R + g
. . MR
Meningitec“R 10 |- TritanrixM®-
HepB/Hib-
MenAC

Se tomaron muestras de sangre de los Grupos 1, 3,5, 7,y 9 en
el momento del refuerzo con el polisacarido llano (PS) (es decir, Pre-
PS - mes 10), y un mes después del refuerzo con el polisacarido
llano (es decir, post-PS - mes 11).

Nota: Se han presentado los resultados de inmunogenicidad
obtenidos en los cinco grupos que recibieron el refuerzo con
polisacarido llano (es decir, los Grupos 1, 3, 5, 7,y 9).

Ndimero de sujeto: Planeado: 450 (45 sujetos por grupo).

Inscritos: en los 1, 3, 5, 7, y 9 que recibieron el refuerzo con
polisacarido llano, se inscribieron un total de 193 sujetos (42 en el
grupo 1, 39 en el grupo 3, 37 en el grupo 5, 36 en el grupo 7,y 39 en
el grupo 9). Terminaron: No aplicable.

Inmunogenicidad: Cohorte inscrita total = 193 sujetos.

Nota: En este estudio, ila cohorte inscrita total = cohorte vacunada

03
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total.

Diagndstico y criterios para inclusién: Un sujeto macho o
hembra de 10 meses de edad que hubiera terminado el curso de
vacunacion primaria de tres dosis descrito en el Ejemplo 1, libre de
problemas de salud obvios, que no hubiera recibido vacunacién de
refuerzo previa contra difteria, tétanos, tosferina, hepatitis B, los
serogrupos meningocoésicos A 6 C, y/o enfermedad de Hib desde la
cita de la conclusion del estudio primario. Se obtuvo un
consentimiento informado por escrito del progenitor/tutor del sujeto
antes de entrar al estudio.

Vacunas del estudio, dosis, modo de administracién,
numero de lote: Todas las vacunas utilizadas en este estudio fueron
desarrolladas y fabricadas por GSK Biologicals.

Programa/sitio de vacunacion: Los sujetos de los Grupos 1, 3,
5 7, y 9 recibieron la vacuna combinada de polisacarido A y
polisacarido C, 1/5 de la dosis de Mencevax™® AC, y 10 microgramos
del PRP Ilano como una inyeccién intramuscular en el muslo
anterolateral izquierdo y derecho a los 10 meses de edad,
respectivamente.

Duracién del tratamiento: La duracion de todo el estudio fue
de aproximadamente 6 a 9 meses por sujeto, que incluyo la
vacunacion de refuerzo administrada a los 15 a 18 meses de edad.
Se hizo un analisis interino en el mes 11 (es decir, un mes después

de la administracién del refuerzo de polisacarido llano en el mes 10).
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Criterios para la evaluacion: Antes de, y un mes después de,
la administracion del refuerzo con polisacarido llano, los criterios
para la evaluacion de los Grupos 1, 3, 5, 7, y 9 fueron como sigue:

- titulacion de anticuerpo SBA-MenA > 1:8.

- titulacion de anticuerpo SBA-MenC > 1:8.

- concentracién de anticuerpo anti-PSA > 0.3
microgramos/mililitro.
- concentracion de anticuerpo anti-PSC > 0.3

microgramos/mililitro.

- concentracién de anticuerpo anti-PRP > 0.15
microgramos/mililitro.

Métodos estadisticos: El analisis interino se basd en la cohorte
inscrita total. Todos los analisis fueron puramente descriptivos, y no
se calculd ninguna inferencia estadistica sobre cualesquiera puntos
finales. Los analisis se llevaron a cabo solamente para los cinco
grupos (es decir, Grupos 1, 3, 5, 7, y 9) que recibieron el refuerzo
con polisacarido llano a fos 10 meses de edad. Aunque estos cinco
grupos fueron subgrupos de los grupos principales en el estudio
primario, los resultados se presentan igual que para la asignacion
del grupo de estudio primario.

Analisis de inmunogenicidad. En este ejemplo se han
presentado los resultados obtenidos en los tres puntos del tiempo, es
decir - un mes después de la tercera dosis de vacuna en el estudio
de vacunacion primaria (Ejemplo 1), antes de la administracién del

refuerzo con polisacarido (es decir, a los 10 meses de edad), para la

/OJ-
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evaluacion de la persistencia de la respuesta inmune después de la
vacunacion primaria, y un mes después de la administracion del
refuerzo con polisacarido (es decir, a los 11 meses de edad), para la
evaluacion de la memoria inmune inducida por la vacunacion
primaria. En cada punto del tiempo: se tabularon las concentraciones
o titulaciones medias geométricas de anticuerpo (GMCs o GMTs) con
intervalos de confianza (Cls) del 95 por ciento para el estudio
bactericida de suero (SBA)-MenC, SBA-MenA, anti-PSC, anti-PSA, y
anti-PRP. Se calcularon los indices de seropositividad o
seroproteccion con intervalos de confianza del 95 por ciento exactos
para cada anticuerpo. Se investigaron las concentraciones o
titulaciones de anticuerpos antes del refuerzo con polisacarido, y un
mes después del refuerzo con polisacarido, utilizando las curvas
acumulativas inversas (RCCs) para cada antigeno y serotipo.
Resultados

Resultados demograficos: La edad promedio de la cohorte
inscrita total fue de 43.2 semanas con una desviacion estandar de
6.5 semanas. La proporcién de machos a hembras fue de 1.3
(110/83). Todos los sujetos pertenecian a la raza asiatica oriental o
asiatica sur-oriental.

Resultados de inmunogenicidad: Los resultados de
inmunogenicidad para la cohorte inscrita total se presentan en la

Tabla 4.
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Tabla 4a
Anticuerpo Grupo Tiempo 95% CI(LL,UL) | GMC/GMT | 95% CI(LL, UL)
Anti-PRP 2.5/2.5/2.5 PII(M3) 1000 [91.6 [100.0 17.872 11.358 28.123
(% 2 0.15 pg/ml) PRE-PS (975 868 [99.9 6.940 4.402 10.941
POST-PS (1000 |91.6 |100.0 66.510 38.690 114.334
5/5/5 PII(M3) 1000 |91.0 |100.0 17.308 11.477 26.095
PRE-PS (949 827 (994 4.520 2.946 6.937
POST-PS [100.0 |91.0 |100.0 44.418 26.595 74.186
2.5/5/5 PII(M3) 100.0 [90.5 |100.0 22.484 15.217 33.223
PRE-PS (1000 [89.7 [100.0 5.092 3.290 7.883
POST-PS (1000 |90.5 |100.0 54.244 32.251 91.234
Hiberix™ PII(M3) 1000 |90.3 [100.0 30.106 18.316  [49.485
PRE-PS [100.0 [90.3 [100.0 5.105 3.238 8.049
POST-PS (100.0 [90.3 |100.0 37.049 21.335 64.336
Meningitec™ PII(M3) 1000 [91.0 |100.0 12.257 8.234 18.246
PRE-PS (1000 [91.0 {100.0 4227 2.804 6.372
POST-PS (100.0 [91.0 |100.0 24.354 15.308 38.747
SBA-MenA (% 2|2.5/2.512.5 PII(M3) 97.1 847 (999 3423 230.7 507.9
1:8)
PRE-PS 91.7 775 [98.2 161.9 93.9 2791
POST-PS |100.0 (88.4 |100.0 737.2 577.3 941.4
5/5/5 PII(M3) 100.0 |80.0 {100.0 3946 297.8 523.0
PRE-PS [943 (80.8 [99.3 193.2 126.7 2947
POST-PS (967 [82.8 |99.9 7208 479.8 1082.7
2.5/5/5 PlI(M3) 1000 [90.0 |100.0 385.8 2859 520.5
PRE-PS 88.2 725 |96.7 162.7 958 276.2
POST-PS (1000 (884 |100.0 929.9 718.4 1203.6
Hiberix™ PIlI(M3) 100 |21 26.5 6.6 37 117
PRE-PS (727 [|545 |[86.7 96.9 46.0 204.1
POST-PS {100.0 (89.4 [100.0 631.8 4755 839.4
Meningitec™ PIIl(M3) 6.9 08 [228 4.8 36 6.4
PRE-PS 80.0 631 (916 119.7 62.7 2283
POST-PS (921 786 (983 449.9 2711.7 745.0
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Anticuerpo Grupo Tiempo 95% CI(LL,UL) | GMC/GMT | 95% CI(LL, UL)
SBA-MenC (% 2(2.5/2.525 PlI(M3) 1000 |916 |100.0 33423 2466.9 4528.3
1:8)

PRE-PS 90.5 77.4 1973 3223 180.2 546.1
POST-PS 1000 (91.6 {100.0 27135 1909.4 3856.2
5/5/5 PlI(M3) 1000 |91.0 |100.0 3863.1 3025.9 4932.1
PRE-PS 97.3 858 [99.9 463.9 2929 7347
POST-PS |1000 (91.0 [100.0 23773 1665.4 33934
2.5/5/5 PII(M3) 100.0 |90.5 ([100.0 6339.0 38294 7443.6
PRE-PS 946 81.8 (993 451.4 281.7 7235
POST-PS |100.0 [90.3 (100.0 28247 2048.1 3895.8
HiberiX™ PIKM3) |28 01 [145 45 36 57
PRE-PS 57 0.7 19.2 4.8 36 6.4
POST-PS (176 6.8 34.5 9.8 4.8 197
Meningitecm PII(M3) 1000 (91.0 |100.0 4557.8 3539.3 5869.5
PRE-PS 97.4 86.5 (999 347.7 2216 5454
POST-PS |1000 (91.0 (100.0 1557.7 1090.8 22244

95% CL: Intervalo de confianza del 95 por ciento; LL: Limite inferior;
UL: Limite superior, GMC/GMT: concentracion media
geométrica/titulacién media geométrica.

PIII(M 3):Muestra de sangre después de la vacunacion obtenida un
mes después de la tercera dosis de la vacunacion primaria de tres
dosis.

PRE-PS: Muestra de sangre obtenida antes del refuerzo con
polisacarido llano en el mes 10.

POST-PS: Muestra de sangre obtenida un mes después del refuerzo

con polisacarido llano.
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Tabla 4b
Anticuerpo Grupo Tiempo 95% CI(LL,UL) |GMC/GMT [95% CI(LL,UL)
Anti-PSA 2.5/2.5/12.5 PHI(M3) 100.0 91.2 100.0 |17.64 13.52 23.02
(% = 0.3 pg/mi) PRE-PS (025  |796 984 |1.79 122 262
POST-PS (100.0 916 100.0 |23.58 16.76 33.17
5/5/5 PIKM3) 100.0 91.0 1000 |26.06 20.30 33.45
PRE-PS 97.4 86.5 99.9 225 1.60 3.18
POST-PS [100.0 91.0 100.0 |24.13 17.64 33.01
2.5/5/5 PII(M3) 100.0 90.3 100.0 |24.03 18.84 30.65
PRE-PS 91.2 76.3 98.1 1.47 0.99 219
POST-PS [100.0 90.5 100.0 |22.68 15.81 3254
Hiberix R PIN(M3)  |0.0 00 103 [0.15 015 015
PRE-PS 56 0.7 18.7 0.16 0.15 0.17
POST-PS [75.8 57.7 88.9 1.03 0.55 1.93
Meningitec ' X |PIIM3) |26 0.1 138 [0.16 0.14 017
PRE-PS 77 1.6 20.9 0.16 0.15 0.18
POST-PS |66.7 49.8 80.9 0.84 0.49 1.42
Anti-PSC 2.5/12.5/2.5 PII{M3) 100.0 91.6 100.0 (4845 39.65 59.20
(% 2 0.3 pg/mi) PRE-PS 100.0 91.2 1000 |7.11 5.69 8.89
POST-PS |100.0 91.2 100.0 |21.55 17.24 26.94
5/5/5 PII(M3) 100.0 91.0 100.0 [56.42 48.16 66.11
PRE-PS 100.0 91.0 1000 [8.32 6.74 10.28
POST-PS |100.0 90.0 1000 [22.32 18.21 27.36
2.5/5/5 PIlI(M3) 100.0 90.3 100.0 |76.98 62.69 94.53
PRE-PS 100.0 89.7 100.0 |864 6.93 10.77
POST-PS {100.0 90.5 100.0 [24.75 19.37 31.61
Hiberix™ PII(M3) 6.1 07 202 |0.16 0.15 0.18
PRE-PS 0.0 0.0 9.7 0.15 0.15 0.15
POST-PS [100.0 90.3 100.0 |8.05 573 11.30
Meningitec™  |PIII(M3) 1000 [91.0 1000 ([59.05 48.16 72.41
PRE-PS 100.0 91.0 1000 {7.33 5.51 9.75
POST-PS (100.0 90.7 1000 |17.13 13.38 21.94
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95% CL: Intervalo de confianza del 95 por ciento; LL: Limite inferior;
UL: Limite superior, GMC/GMT: concentracion media
geométrica/titulacién media geométrica.
PII(M 3):Muestra de sangre después de la vacunacidén obtenida un
mes después de la tercera dosis de la vacunacion primaria de tres
dosis.
PRE-PS: Muestra de sangre obtenida antes del refuerzo con
polisacarido Ilano en el mes 10.
POST-PS: Muestra de sangre obtenida un mes después del refuerzo
con polisacarido llano.
Conclusidén

La formulaciéon de la vacuna conjugada de Hib MenAC 2.5/5/5
que contenia una cantidad mas baja de Hib, tendié a dar una mejor
respuesta de memoria inmune a MenA y MenC en los ensayos SBA
que las formulaciones de vacuna que contenian cantidades iguales
de los tres conjugados. Esto se puede ver a partir de una
comparacion de las lecturas de POST-PS. Por consiguiente, el uso
de la formulacion 2.5/5/5 en la preparacion da como resultado una
respuesta de memoria inmune superior.

Viendo los datos de PIII(M3), se vieron lecturas mas altas para
la formulacién 2.5/5/5 para Hib (22.5 contra 17) y MenC (76 contra
48 6 56 y 5339 contra 3342 6 3863 mediante SBA).

Ejemplo 5a: Estudio clinico utilizando HibMenCY dado de una

manera concomitante con Infanrix penta y Prevenar en bebés a

los 2, 4, y 6 meses

Itp
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Disefio del estudio: Estudio de multiples centros, en fase IlI,
abierto (parcialmente doble-ciego*), de seleccién aleatoria
(1:1:1:1:1), controlado, con cinco grupos paralelos que recibieron
vacunas concomitantes como sigue, como un curso de vacunacion
primaria de tres dosis, alos 2, 4, y 6 meses de edad:

- Grupo Hib-MenCY 2.5/5/5: Hib-MenCY (2.5/5/5) +
Infanrix® penta + Prevenar®.

- Grupo Hib-MenCY 5/10/10 : Hib-MenCY (5/10/10) +
Infanrix® penta + Prevenar®.

- Grupo Hib-MenCY 5/5/5 : Hib-MenCY (5/5/5) + Infanrix®
penta + Prevenar®.

- Grupo Menjugate : Menjugate® + Act HIB® + Infanrix®
penta**.

- Grupo ActHIB : ActHIB® + Infanrix® penta + Prevenar®

*Hib-MenCY (2.5/5/5) y Hib-MenCY (5/10/10) se administraron
de una manera doble-ciega. La formulacion de Hib-MenCY (5/5/5) no
se pudo administrar en un doble-ciego, debido a que se preparo
reconstituyendo una formulacién de Hib-MenCY (10/10/10) con 1.0
mililitro de diluyente (la mitad de la solucién se desechéd, y se
administraron los 0.5 mililitros restantes), mientras que las
formulaciones de HibMenCY (2.5/5/5) y HibMenCY (5/10/10) se
administraron después de la reconstitucién con 0.5 mililitros de
diluyente.

**A los sujetos de este grupo se les ofreceran dos dosis

de una vacuna conjugada neumocédcica con licencia al final del

///
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estudio del refuerzo 792014/002 de acuerdo con la informacion de la
prescripcién.

Se obtuvieron muestras de sangre (4.0 mililitros) de todos
los sujetos antes de, y un mes después de, la terminacion del curso
de vacunacién primaria (mes del estudio 0 y mes del estudio 5).

El estudio se platdé para ser sobre 400 sujetos, con 80

sujetos en cada uno de los cinco grupos. El estudio se completé con

un total de 398 sujetos (Grupo Hib-MenCY 2.5/5/5:80; Grupo Hib-
MenCY 5/10/10:81; Grupo Hib-MenCY 5/5/5:78; Grupo Menjugate:
81, Grupo ActHIB:78).

Programa/sitio de vacunacion: Tres dosis inyectadas
intramuscularmente a intervalos de dos meses, a aproximadamente

los 2, 4, y 6 meses de edad, como sigue:

Tabla 5. Vacunas administradas y sitio

Grupo Vacunas administradas, Vacunas administradas,

muslo izquierdo muslo derecho

Hib-MenCY | Hib-TT (2.5ug)-MenC-TT (5ug)- | DTPa-HBV-IPV (Infanrix®

2.5/5/5 MenY-TT penta). superior
(5ug) Neumocécica (Prevenar®):
inferior

Hib-MenCY | Hib-TT (5ug)-MenC-TT (10ug)- | DTPa-HBV-IPV (Infanrix®
5/10/10 MenY-TT penta): superior

(10ug) Neumocdcica (Prevenam®):

(>
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Grupo Vacunas administradas, Vacunas administradas,
muslo izquierdo muslo derecho

inferior

Hib-MenCY | Hib-TT (5ug)-MenC-TT (5ug)- DTPa-HBV-IPV (Infanrix®

5/5/5 MenY-TT penta): superior

(5u9) Neumocécica (Prevenar®):

inferior

Menjugate® | ActHIB® DTPa-HBV-IPV (Infanrix®
penta): superior
MenC (Menjugate®): inferior

ActHIB® ActHIB® DTPa-HBV-IPV (Infanrix®

penta). superior
Neumocécica (Prevenar®):

inferior

Tabla 6. Formulacion de vacuna candidata y niumeros de lote

Vacuna Formulacién: Presentacion No. de lote
contenido/dosis (no. de lote de
diluyente)
Hib-MenCY | Polisacarido capsulas de Granulo DCYH003A48
2.5/5/5 poli-ribosil-ribitol (PRP) de | liofilizado en un (01B20/22A)

H. influenzae tipo b 2.5 ug | frasco de una

conjugados con toxoide de | sola dosis (0.5 ml

3
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Vacuna Formulacioén: Presentacion No. de lote

contenido/dosis (no. de lote de

diluyente)

tétanos (TT); despues de la

Polisacarido capsular de reconstitucion

N. meningitidis serogrupo | con diluyente de

C (PSC), 5 ug conjugados | suero)

con TT,

Polisacarido capsular de

N. meningitidis serogrupo

Y (PSY), 5 ug conjugados

conTT
Hib-MenCY | PRP, 5 ug conjugado con | Granulo DCYH002A48
5/10/10 1T, liofilizado en un (01B20/22A)

PSC 10 ug conjugado con | frasco de una

TT; sola dosis (0.5 ml

PSY 10 pg conjugado con | después de la

TT. reconstitucion

con diluyente de
suero)

Hib-MenCY | PRP 5 g conjugado con Granulo DCYHO001A48
5/5/15 TT, liofilizado en un (01B20/22A)

PSC 5 ug conjugado con

TT;

frasco de una

sola dosis.

e,
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Vacuna Formulacion: Presentacion No. de lote
contenido/dosis (no. de lote de
diluyente)

PSY 5 pg conjugado con

1T

*La Hib-MenCY 5/5/5 se preparo6 disolviendo la formulacién de Hib-
MenCY 10/10/10 con 1.0 mililitro de diluyente; se administraron 0.5

mililitros, y se desecharon los 0.5 mililitros restantes.

Criterios para la evaluacion:

Inmunogenicidad: Medicién de titulaciones/concentraciones de
anticuerpos contra cada antigeno de vacuna antes de la primera
dosis (mes 0), y aproximadamente un mes después de la tercera
dosis (mes 5) en todos los sujetos. Determinacién de titulaciones de
anticuerpos bactericidas contra N. meningitidis serogrupos C e Y
(SBA-MenC y SBA-MenY) mediante una prueba bactericida (cortes
del ensayo: una dilucién de 1:8 y de 1:128), y medicion ELISA de los
anticuerpos contra N. meningitidis serogrupos C e Y (anti-PSC y anti-
PSY, cortes de ensayo >0.3 microgramos/mililitro y >2

microgramos/mililitro), el polisacarido PRP de Hib (anti-PRP, cortes

-de ensayo >0.15 microgramos/mililitro y >1.0 microgramos/mililitro),

los tres antigenos de tosferina (anti-HBs, anti-FHA, anti-PRN, corte
de ensayo >5 EL.U/mililitro), anticuerpos para el antigeno superficial

de hepatitis B (anti-HBs, corte de ensayo >10 miliunidades

/5
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internacionales/mililitro), toxoides de difteria y tétanos (anti-difteria y
anti-tétanos, corte de ensayo 0.1 Unidades Internacionales/mililitro);
anti-virus de polio tipos 1, 2, y 3 (corte de ensayo de 1:8); siete
serotipos neumocécicos anti-4, anti-6B, anti-9V, anti-14, anti-18C,
anti-19F, anti-23F (corte ensayo de 0.05 microgramos/mililitro).

La respuesta de la vacuna primaria a los antigenos de tosferina
se defini6 como seropositividad (anticuerpos detectables) después
de la tercera dosis en los sujetos con anticuerpos previamente
indetectables, o cuando menos el mantenimiento de la concentracion
de anticuerpo antes de la vacunacion en los sujetos que fueron
inicialmente seropositivos.

Seguridad (criterios para la evaluacion): éeguimiento de 8 dias
(dias 0 a 7), después de la administracién de cada dosis de vacuna,
de los sintomas |locales solicitados (dolor, enrojecimiento,
hinchamiento) y generales (mareos, fiebre, irritabilidad, y pérdida de
apetito) reportados en tarjetas de diario por los progenitores/tutores
de los sujetos; seguimiento de 31 dias (dias 0 a 30), después de
cada dosis de vacuna, de los eventos adversos no severos no
solicitados; y de los eventos adversos severos (SAEs) durante todo
el periodo de estudio.

Métodos estadisticos:
Inmunogenicidad

- Se tabularon las concentraciones o titulaciones medias

geométricas de anticuerpos (GMC/Ts) con intervalos de confianza

(Cis) del 95 por ciento para cada antigeno. El calculo de GMC-Ts se

l{¢
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llevo a cabo tomando el anti-logaritmo en la base 10 (anti-log10) de
la media de las transformaciones de concentracién o titulacién log10.
Las concentraciones o titulaciones de anticuerpos debajo del corte
del ensayo recibieron un valor arbitrario de la mitad del corte para el
proposito del calculo de GMC/T. Se calcularon los porcentajes de
sujetos con una concentracion/titulacion de anticuerpos arriba de los
cortes de ensayo especificados, o con una respuesta de vacuna con
un intervalo de confianza exacto del 95 por ciento. Se investigaron
las concentraciones/titulaciones de anticuerpos utilizando las curvas
de anticuerpos acumulativas inversas para cada antigeno después de
la vacunacién. Se tabuld la distribucion de la concentracién de
anticuerpos para los siete antigenos neumococicos.

- Se evaluaron las diferencias entre los grupos de Hib-
MenCY, comparandose con el grupo de control, de una manera
exploratoria para cada anticuerpo, excepto para SBA-MenY y anti-
PSY, en términos de: (1) la diferencia entre el grupo de control
(menos) los grupos de Hib-MenCY para el porcentaje de sujetos
arriba de los cortes especificados, o con una respuesta de vacuna
con su intervalo de confianza del 95 por ciento asintético
estandarizado, (2) las proporciones de GMC o GMT del grupo de
control sobre los grupos de Hib-MenCY con su intervalo de confianza
del 95 por ciento. El grupo de control fue Menjugate para SBA-MenC
y anti-PSC; el grupo de control para todos los demas antigenos fue
el grupo ActHIB. Se hicieron las mismas comparaciones para evaluar

la diferencia entre cada par de formulaciones de Hib-MenCY para los
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anticuerpos anti-PRP, SBA-MenC, anti-PSC, SBA-MenY, anti-PSY, y
anti-tétanos.
indices de seroproteccion/seropositividad y GMC/Ts (cohorte de

ATP para inmunogenicidad).

Tabla 7a. Anti-PRP (microgramos/mililitro)

Grupo N%20.15 LL UL 21 LL UL GMC LL UL
Hib MenCY 25/5/5 | 74 1000 95.1 100.0 973 - 906 997 6441 5315 7.805
Hib MenCY 76 1000 953 100.0 987 929 1000 7324 5877 9127
5/10/10

Hib MenCY 5/5/5 | 70 1000 949 1000 929 841 976 5577 4375 7.110
Menjugate™® 74 986 927 1000 892 798 952 4465 3399 5865
ActHIBMR 74 1000 951 1000 946 867 985 5714 4538 7.195

Tabla 7b. SB-MenC (1/Dil)

Grupo N %1:8 LL UL 211128 LL UL GMT LL uL

Hib MenCY 2.5/5/5 69 1000 94.8 1000 986 922 1000 12931 10277 16271

Hib MenCY 5110110 | 76 1000 953 100.0 974 908 99.7 10656 8588 13223

Hib MenCY 5/5/5 72 1000 953 1000 958 883  99.1 9684 7708 12166
Menjugate™® 74 1000 951 1000 986 927 1000 19319 15412 24216
ActHIB'R 76 13 00 741 00 00 47 42 38 45

//8
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Tabla 7c. Anti-PSC (microgramos/mililitro)

Grupo N %203 LL UL 22 LL UL GMC LL UL

HibMenCY 25/5/5 | 63 1000 943 1000 | 984 915 100.0 1202 990 14.589

Hib MenCY 5/10/10 | 65 100.0 945 1000 | 1000 945 100.0 1209 1059 13.81

Hib MenCY 5/5/5 61 1000 94.1 100.0 984 91.2 100.0 995 834 1187
Menjugate™™® 62 1000 942 1000 | 1000 94.2 100.0 1536 1267 1862
ActHIBMR 63 16 00 85 00 00 57 015 0.5 0.16

Tabla 7d. SBA-MenY (1/Dil)

Grupo N %1:8 LL UL 21128 LL UL |GMT LL UL
HibMenCY25/5/5 | 67 985 920 1000 955 875 991 | 8435 6401 11117
Hib MenCY 5/10/10 | 68 1000 94.7 100.0 971 898 996 | 10200 7900 13168
Hib MenCY 5/5/5 69 986 922 1000 899 802 958 | 7418 5380 10229
Menjugate® 68 147 73 254 88 33 182 69 50 95
ActHIB™® 74 162 87 266 95 39 185 73 52 101

Tabla 7e. Anti-PSY (microgramos/mililitro)

Grupo N %03 LL UL 22 LL UL GMC LL UL

Hib MenCY 2.5/5/5 67 1000 946 1000 1000 946 1000 | 1922 1542 2395

Hib MenCY 51010 | 70 1000 94.9 100.0 986 923 1000 | 1909 1544 2359
Hib MenCY 5/5/5 721000 950 1000 972 903 997 | 1583 1264 1982
MenjugateMR 66 30 04 105 00 00 54 016 015 017
ActHIBM® 69 00 00 52 00 00 52 | 015 015 015

lrg
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Conclusién

Las formulaciones 2.5/5/5 y 5/10/10 dieron como resultado
titulaciones mas altas contra Hib, MenA, y MenC en términos de
inmunogenicidad y resultados de SBA. Por consiguiente, la inclusién
de dosis mas bajas del conjugado de Hib en una vacuna conjugada
combinada dio resultados superiores.

La co-administracion de Hib-MenCY con Infanrix penta vy
Prevenar dio resultados satisfactorios.

Ejemplo 5b - Efecto de la co-administraciéon de HibMenCY con

Prevenar sobre la respuesta a los polisacaridos neumocécicos

Un aspecto adicional del estudio del Ejemplo 3 fue investigar el
nivel de anticuerpos reproducidos contra los 7 polisacaridos
neumocbdcicos presentes en la vacuna Prevenar con el objeto de
evaluar el efecto de la co-administracién de HibMenCY sobre la
titulacién de anticuerpos reproducidos contra los polisacaridos
neumocdcicos.

Las GMCs y los porcentajes de los sujetos con los anticuerpos
para los siete serotipos neumocoécicos >0.05 microgramos/mililitro y
>0.2 microgramos/mililitro, se muestran en la Tabla 8. Con excepcidn
del serotipo 6B, los indices de seropositividad para los componentes
7vPn estuvieron en el intervalo del 955 al 100 por ciento
(concentraciones de anticuerpos >0.05 microgramos/mililitro) y del
93.9 al 100 por ciento (concentraciones de anticuerpos >0.2
microgramos/mililitro) a través de los grupos. Para el serotipo 6B, los

indices de seropositividad estuvieron en el intervalo de 88.4 a 98.6

120
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por ciento (concentraciones de anticuerpos >0.05
microgramos/mililitro) y del 81.2 al 91.4 por ciento (concentraciones
de anticuerpos >0.2 microgramos/mililitro) a través de los grupos
(grupo de ActHIB: 92.3 por ciento >0.05 microgramos/mililitro; 86.2
por ciento >0.2 microgramos/mililitro).

Tabla 8a. Anti-4

Grupo No. en el % 20.05 % 20.2 GMC
grupo Mg/mi Hg/ml (rg/mil)

Hib-MenCY 2.5/5/5 69 100% 100% 2.101

Hib-MenCY 5/10/10 70 100% 100% 2.049

Hib-MenCY 5/5/5 69 100% 100% 2.023

Menjugate™? 58 3.4% 1.7% 0.024

ActHib™R 66 100% 100% 2.062

Tabla 8b. Anti-6B

Grupo No. en el % 20.05 % 20.2 GMC
grupo ug/mi ug/mi (ng/ml)

Hib-MenCY 2.5/5/5 68 95.6% 85.3% 1.060

Hib-MenCY 5/10/10 70 98.6% 91.4% 1.079

Hib-MenCY 5/5/5 69 88.4% 81.2% 0.834

Menjugate™® 63 4.8% 1.6% 0.027

ActHib“R 65 92.3% 86.2% 0.879

ley
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Grupo No. en el % 20.05 % 20.2 GMC
grupo pg/ml Hg/mi (ng/ml)
Hib-MenCY 2.5/5/5 68 100% 100% 3.102
Hib-MenCY 5/10/10 71 98.6% 97.2% 2.363
Hib-MenCY 5/5/5 71 100% 100% 2.823
Menjugate™® 62 4.8% 1.6% 0.028
ActHib"® 67 98.5% 98.5% 2.651
Tabla 8d. Anti-14
Grupo No.en el % 20.05 % 20.2 GMC
grupo Hg/mi Hg/ml (ng/ml)
Hib-MenCY 2.5/5/5 65 100% 98.5% 4.095
Hib-MenCY 5/10/10 65 100% 100% 5.592
Hib-MenCY 5/5/5 68 100% 100% 4.309
Menjugate™? 49 49% 14.3% 0.062
ActHib™? 65 100% 98.5% 4.372

(22
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Grupo No.en el % 20.05 % 20.2 GMC
grupo pHg/ml Hg/ml (ng/ml)

Hib-MenCY 2.5/5/5 67 98.5% 98.5% 3.518

Hib-MenCY 5/10/10 71 100% 98.6% 2.969

Hib-MenCY 5/5/5 72 100% 100% 2.936

Menjugate™® 65 7.7% 3.1% 0.029

ActHib™? 67 98.5% 97% 3.326

Tabla 8f. Anti-19F

Grupo No. en el % 20.05 % 20.2 GMC
grupo pg/ml pHg/ml (ng/mi)

Hib-MenCY 2.5/5/5 65 100% 100% 2.303

Hib-MenCY 5/10/10 67 98.5% 98.5% 1.846

Hib-MenCY 5/5/5 66 100% 100% 2.061
Menjugate™® 56 12.5% 3.6% 0.030

ActHib™® 65 100% 96.9% 1.881
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Tabla 8g. Anti-23F

Grupo No. en el % 20.05 % 20.2 GMC
grupo Hg/mi pg/mi (ng/ml)

Hib-MenCY 2.5/5/5 66 98.5% 97% 2.581

Hib-MenCY 5/10/10 68 97.1% 94.1% 2112

Hib-MenCY 5/5/5 70 95.7% 95.7% 2.098

Menjugate™? 59 5.1% 0.0% 0.027

ActHib"R 66 95.5% 93.9% 1.988

Conclusién

La co-administracion de las tres formulaciones de HibMenCY
con Prevenar condujo a respuestas inmunes satisfactorias contra los
siete serotipos neumocécicos. El serotipo 6B es un inmunégeno
dificil contra el cual provocar una respuesta. En el caso del 6B, se
alcanzé una GMC y un porcentaje mas altos de sujetos que llegaron
a los dos niveles umbral utilizando las formulaciones de dosis mas
baja de Hib de HibMenC. Por consiguiente, los usos de vacunas
conjugadas de Hib de dosis mas baja para la co-administracién con
los conjugados de polisacaridos neumocécicos conduce a una mejor
respuesta contra el antigeno 6B.

Ejemplo 6 - Estudio clinico en fase Il administrando HibMenCY de

una manhera concomitante con Infanrix penta de acuerdo con un

programa de 2, 3, vy 4 meses

Diseiio del estudio: Un estudio de multiples centros

/29
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controlado, en fase |Ii, abierto (parcialmente doble-ciego®), de
seleccién aleatoria, con cinco grupos recibiendo un programa
primario de tres dosis con vacunas como sigue:
Grupo Hib-MenCY 2.5/5/5: Hib-MenCY (2.5/5/5 ) + Infanrix"® penta.
Grupo Hib-MenCY 5/10/10: Hib-MenCY (5/10/10) + Infanrix"® penta.
Grupo Hib-MenCY 5/5/5: Hib-MenCY (5/5/5) + Infanrix"® penta.
Grupo Hib-MenC: Hib-MenC (5/5) + InfanrixMF penta.
Grupo Menjugate: MenjugateM®** + Infanrix™® hexa (control).
*Hib-MenCY 2.5/5/5, Hib-MenCY 5/10/10 y Hib-MenC se
administraron de una manera doble-ciega, mientras que el grupo de
HibMenCY 5/5/5 y el grupo de Menjugate fueron abiertos.
**Menjugate™® fue la vacuna que se administré a todos los
sujetos en el grupo.
Vacunacion a los +/- 2, 3, 4 meses de edad (mes del estudio O,
mes 1, y mes 2), y muestras de sangre (3.5 mililitros) de todos los
sujetos antes de, y un mes de, la vacunacién primaria (mes del

estudio 0, y mes 3).

Vacuna de estudio, dosis, modo de administracion, numero
de lote: Tres dosis inyectadas intramuscularmente a intervalos de un

mes, a aproximadamente los 2, 3, y 4 meses de edad, como sigue:
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Tabla 8. Vacunas administradas (estudio y control), grupo,

programalsitio, y dosis

Grupo

Programa

(meses de edad)

Dosis de vacuna
administrada
Sitio-muslo superior

izquierdo

Vacuna
concomitante
administrada

Sitio-muslo

superior derecho

Hib-MenCY 2.5/5/5 2,3,y4 Hib (2.5ug)- MenC-TT DTPa-HBV-IPV
(5ug)-MenY-TT (5 ug) | (infanrix™® penta)
Hib-MenCY 5/10/10 2,3,y4 Hib (5pg)-MenC-TT DTPa-HBV-IPV
(10pg)-MenY-TT (10ug) | (Infanrix™® penta)
Hib-MenCY 5/5/5 2,3,y4 Hib (5ug)-MenC-TT DTPa-HBV-IPV
(5ug)-MenY-TT (5ug) (Infanrix" penta)
Hib-MenC 2,3,y4 Hib (5ug)-Men C (5ug) | DTPa-HBV-IPV
(Infanrix*® penta)
Menjugate™ 2,3,y4 Menjugate™® DTPa-HBV-IPV/Hib

(Infanrix**hexa)

Inmunogenicidad: Medicidn de titulaciones/concentraciones de
anticuerpos contra cada antigeno de vacuna:

Antes de la primera dosis (mes 0), y aproximadamente un mes
después de la tercera dosis (mes 3) en todos los sujetos para: SBA-
MenC y SBA-MenY, anti-PSC y anti-PSY, anti-PRP, anti-T, anti-FHA,

anti-PRN y anti-PT. Utilizando la actividad bactericida en suero
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contra los serogrupos C y Y de N. meningitidis (SBA-MenC y SBA-
MenY, corte: 1:8 y 1:128); ensayos ELISA con cortes: >0.3
microgramos/mililitro y >2 microgramos/mililitro para los
polisacaridos anti-N. meningitidis serogrupos C y Y (anti-PSC IgG y
anti-PSY 1gG); 20.15 microgramos/mililitro y =21.0
microgramos/mililitro para el polisacarido de poli-ribosil-ribitil-fosfato
de Hib (anti-PRP 1gG); 5EL.U/mililitro para anti-FHA, anti-PRN, anti-
PT: >0.1 Unidades Internacionales/mililitro de anti-toxoide de tétanos
(anti-TT). Solamente un mes después de la tercera dosis (mes 3) en
todos los sujetos para: anti-D, anti-HBs, y anti-polio 1, 2, y 3.
Utilizando ensayos ELISA con cortes: 0.1 Unidades
Internacionales/mililitro para anti-difteria (anti-D); >10 miliunidades
internacionales/mililitro para anti-hepatitis B (anti-HBs); y corte de
prueba de microneutralizacién: 1:8 para anti-polio tipo 1, 2, y 3 (anti-
polio 1, 2, y 3).

Métodos estadisticos:

Se calcularon los indices de seroproteccion/seropositividad y
las concentraciones/titulaciones medias geométricas (GMCs/GMTs)
con intervalos de confianza del 95 por ciento (95% CI) por grupo,
para SBAS-MenC, anti-PSC, SBA-MenY, anti-PSY, anti-PRP, anti-
tétanos, anti-PT, anti-FHA, y anti-PRN, antes de, y un mes después
de, la vacunacioén; para anti-difteria, anti-HBs, anti-Polio 1, anti-Polio
2, y anti-Polio 3 un mes después de la vacunaciéon. También se
calculdé la respuesta de la vacuna (aparicion de anticuerpos en

sujetos inicialmente seronegativos, o cuando menos mantenimiento
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de las concentraciones de anticuerpos en los sujetos inicialmente
seropositivos) con un intervalo de confianza del 95 por ciento para
anti-PT, anti-PRN, y anti-FHA, un mes después de la vacunacidn.
También se presentan las curvas acumulativas inversas para cada
anticuerpo en el mes 3. Se evaluaron las diferencias entre los grupos
de HibMenCY y HibMenC, comparandose con el grupo de control de
Menjugate™® de una manera exploratoria para cada anticuerpo, con
la excepcion de SBAMenY y anti-PSY, en términos de: (1) la
diferencia entre el grupo de Menjugate™® (menos) los grupos de
HibMenCY y HibMenC, para el porcentaje de sujetos arriba de los
cortes especificados, o con una respuesta de vacuna con su intervalo
de confianza del 95 por ciento asintético estandarizado, (2) las
proporciones de GMC é GMT del grupo de Menjugate™® sobre los
grupos de HibMenCY y HibMenC con su intervalo de confianza del 95
por ciento. Se hicieron las mismas comparaciones para evaluar la
diferencia entre cada par de formulaciones de Hib-MenCY para los
anticuerpos anti-PRP, SBA-MenC, anti-PSC, SBA-MenY, anti-PSY, y
anti-TT.

Se calcularon las incidencias globales de los sintomas locales y
generales solicitados por grupo de acuerdo con el tipo de sintoma,
su intensidad, y su relaciéon con la vacunaciéon (como porcentajes de
los sujetos que reportaron sintomas generales, locales, y
cualesquiera sintomas solicitados dentro de los 8 dias en seguida de
la vacunacién, y su intervalo de confianza del 95 por ciento exacto).

Se calcularon las incidencias de sintomas no solicitados por grupo.
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Para los sintomas de Grado 3, se proporcionaron establecimiento
<48 horas, atenciéon meédica, duraciéon, relacién con la vacunacioén, y
resultados. Se describieron completamente los Eventos Adversos
Severos.

indices de seroproteccién/seropositividad y GMC/Ts (cohorte de
ATP para la inmunogenicidad).

Tabla 9a. Anti-PRP (microgramos/mililitro)

10

15

20

25

Grupo N%015 LL UL 21 LL UL GMC LL UL

Hib MenCY 2.5/5/5 | 67 1000 946 1000 | 985 920 1000 | 901 725 1121
Hib MenCY 5/10/10 | 67 1000 946 1000 | 985 920 1000 [ 949 772 1165
Hib MenCY 5/5/5 70 1000 949 1000 | 986 923 1000 | 808 653 998
Hib MenC 74 1000 951 1000 | 986 927 1000 | 1044 849 1283
Menjugate'™ 71 1000 949 1000 | 803 691 888 | 260 197 343

Tabla 9b. SBA-MenC (Titulacién)

Grupo N %18 LL UL [211M128 LL UL |[GMT LL UL
HbMenCY25/5/5 | 70 1000 949 1000 | 957 880 991 | 10058 7735 13080
HbMenCY51010 | 67 1000 946 1000 | 940 854 983 | 10208 7997 13260
Hb MenCY 5/5/5 71 1000 949 1000 | 944 862 984 | 9069 6913 11898
Hib MenC 74 1000 951 1000 | 959 886 992 | 8710 6773 11200
Menjugate™ " 71 1000 949 1000 | 1000 949 1000 | 35576 20788 42488
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Tabla 9¢c. Anti-PSC (microgramos/mililitro)

Grupo N %03 LL UL |22 LL UL GMC LL UL
HbMenCY25/55 | 69 1000 948 1000 | 1000 948 1000 | 2170 1836 2565
HibMenCY 511010 | 66 1000 946 1000 | 1000 946 1000 | 2726 2326 3195
Hib MenCY 5/5/5 70 1000 949 1000 | 1000 949 1000 1902 1649 2193
Hib MenC 74 1000 951 1000 | 1000 951 1000 | 2108 1824 2435
Menjugate ® 71 1000 949 1000|1000 949 1000 | 3849 3364 4405
Tabla 9d. SBA-MenY (Titulacidon)
Grupo N %18 LL UL 1128 LWL UL GMT LL UL
Hib MenCY 2.5/5/5 69 971 899 996 928 839 976 4707 3511 6312
HbMenCYS1010 | 66 970 835 996 84 757 936 4371 320 59348
Hib MenCY 5/5/5 71 986 924 1000 958 881 991 6353 5015 80438
Hib MenC 74 216 129 327 135 67 235 93 6.3 13.7
Menjugate' R 71197 112 309 99 41 193 75 54 104
Tabla 9e. Anti-PSY (microgramos/mililitro)
Grupo N %03 LL UL |22 LL UL GMC L UL
Hib MenCY 2.55/5 69 1000 9481000 | 1000 948 1000 268 228 315
HbMenCYS10110 | 66 1000 9461000 [ 1000 946 1000 3702 3184 4304
Hib MenCY 555 70 1000 9491000 1000 949 1000 2357 1994 2786
Hib MenC 74 81 30 168 41 08 114 019 015 025

/30
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Menjugate ~ 71 56 16 138 14 00 76 017 015 019

Tabla 9f. Anti-tétanos (IU/ml)

Grupo N %20.1 LL UL GMC LL UL

Hib MenCY 2.5/5/5 68 100.0 94.7 100.0 3.06 2.63 3.55

Hib MenCY 5/10/10 | 67 100.0 94.6 100.0 3.25 2.88 3.68

Hib MenCY 5/5/5 70  100.0 949 1000 | 297 259 3.41
Hib MenC 74 1000 951 1000 | 3.15 273 3.64
Menjugate™® 71 100.0 94.9 100.0 1.66 1.39 1.97

Grupo Hib-MenCY 2.5/5/5: Hib-MenCY (2.5/5/5) + Infanrix“® penta.
Grupo Hib-MenCY 5/10/10: Hib-MenCY (5/10/10) + Infanrix® penta.
Grupo Hib-MenCY 5/5/5: Hib-MenCY (5/5/5) +Infanrix® penta.
Grupo Hib-MenC: Hib-Men (5/5)+ Infanrix"" hexa.

Grupo Menjugate: Menjugate"® + Infanrix"® penta.

N = Numero de sujetos con resultados disponibles. % = porcentaje
de sujetos con concentracién/titulacion dentro del intervalo

especificado.

GMC/T: Concentraciéon/titulacion media geométrica; 95% ClI

intervalo de confianza del 95 por ciento; LL = limite inferior; UL

limite superior.

Conclusidén

Las respuestas inmunes contra Hib y MenC fueron superiores

54
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utilizando las dos formulaciones con dosis reducidas de Hib. Para
MenY, se vio una mejor respuesta de SBA utilizando Ilas
formulaciones 2.5/5/5 y 5/10/10, comparandose con la formulacién

5/5/5.

132
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunogénica, la cual comprende un conjugado
de sacarido de Hib, y cuando menos dos conjugados de sacaridos
bacterianos adicionales, en donde el conjugado de Hib esta presente
en una dosis de sacarido mas baja que la dosis de sacarido
promedio de todos los cuando menos dos conjugados de sacaridos

bacterianos adicionales.

2. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 1, en donde el
conjugado de Hib esta presente en una dosis mas baja que la dosis
de sacarido cada uno de los cuando menos dos conjugados de

sacaridos bacterianos adicionales.

3. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1 o 2, en
donde los cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales comprenden un sacarido capsular de N. meningitidis
derivado de una cepa seleccionada del grupo que consiste de los

serogrupos A, B, C, W135 vy Y.

4. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 3, en donde
los cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales comprenden sacarido capsular serogrupo C (MenC) de N.

meningitidis.
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5. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 3 o 4, en
donde los cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales comprenden sacarido capsular serogrupo Y (MenY) de N.

meningitidis.

6. La composicién inmunogénica de una cualquiera de las
reivindicaciones 3-5, en donde los cuando menos dos conjugados de
sacaridos bacterianos adicionales comprenden sacarido capsular

serogrupo A (MenA) de N. meningitidis.

7. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las
reivindicaciones 3-6, en donde los cuando menos dos conjugados de
sacaridos bacterianos adicionales comprenden sacarido capsular

serogrupo W135 (MenW) de N. meningitidis.

8. La composicion inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, que comprende una preparacion de

vesicula de membrana externa de N. meningitidis serogrupo B.

9. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacién
anterior, en donde los cuando menos dos conjugados de sacaridos
bacterianos adicionales comprenden un sacarido capsular de
cualquiera de los sacaridos capsulares de S.penumoniae derivados
de una cepa seleccionada del grupo que consiste de los serotipos 1,

2, 3,4,5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
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19A, 19F, 20, 22F, 23F o 33F.

10. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde los cuando menos dos conjugados de sacaridos
bacterianos adicionales comprenden un sacarido capsular de S. typhi

Vi.

11. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde la dosis de conjugado de sacarido de Hib esta

entre 0.1 y9ug,1Ty5ug o2y 3 ugde sacarido.

12. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacién
anterior, en donde la dosis de cada uno de los cuando menos dos

conjugados de sacarido adicionales esta entre 2 y 20 pg, 3y 10 pg o

4 y 7 pg de sacarido.

13. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde la dosis de sacarido del conjugado de sacarido de
Hib es de menos de 90%, 75% o 60%, o esta entre 20% y 60% o
alrededor de 50% de la dosis de sacarido promedio de los cuando

menos dos conjugados de sacaridos adicionales.

14. La composiciéon inmunogénica de cualquier reivindicacién
anterior, en donde la dosis de sacarido del conjugado de sacarido de

Hib es de menos de 90%, 75% o 60%, o esta entre 20%-60% o es

3
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alrededor de 50% de la dosis de sacarido de cada uno de los cuando

menos dos conjugados de sacaridos adicionales.

15. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicaciéon
anterior, en donde se usa la misma proteina vehiculo en el
conjugado de Hib y dos o mas de los cuando menos dos conjugados

de sacarido bacteriano adicionales.

16. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 15 cuando
depende de la reivindicaciéon 3, en donde se usa la misma proteina

vehiculo en el conjugado de Hib y el conjugado de MenA.

17. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 15 o 16
cuando depende de la reivindicacion 3, en donde se usa la misma

proteina vehiculo en el conjugado de Hib y el conjugado de MenC.

18. La composiciéon inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 15-17 cuando dependen de la reivindicaciéon 3, en
donde se usa la misma proteina vehiculo en el conjugado de Hib y el

conjugado de MenY.

19. La composicién inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 15-18 cuando dependen de la reivindicacién 3, en

donde se usa la misma proteina vehiculo en el conjugado de Hib y el

(%
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conjugado de MenW.

20. La composicién inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 15-19 cuando dependen de la reivindicacion 8, en
donde se usa la misma proteina vehiculo en el conjugado de

sacarido capsular de S.pneumonijae.

21. La composicién inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 15-20 cuando dependen de la reivindicaciéon 9, en
donde se usa la misma proteina vehiculo en el conjugado de Hib y el

conjugado de sacarido capsular de S. typhi Vi.

22. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde el sacarido de Hib estd conjugado a una proteina
vehiculo seleccionada del grupo que consiste de: TT, DT, CRM197,

fragmento C de TT, proteina D, OMPC y neumolisina.

23. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde los cuando menos dos sacaridos bacterianos
adicionales estan conjugados a una proteina vehiculo seleccionada
del grupo que consiste de: TT, DT, CRM197, fragmento C de TT,

proteina D, OMPC y neumolisina.

24. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacién

anterior en donde la proporcion de Hib a proteina vehiculo en el
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conjugado de sacarido de Hib esta entre 1:5y 5:1 (p/p).

25. La composicién inmunogénica de la reivindicaciéon 24, en donde
la proporcién de Hib a proteina vehiculo en el conjugado de sacarido

de Hib esta entre 1:1y 1:4, 1:2y 1:3.5 o alrededor de 1:3 (p/p).

26. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior en donde el sacarido de Hib esta conjugado a la proteina

vehiculo mediante un enlazante.

27. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 26, en donde

el enlazante es bifuncional.

28. La composicion inmunogénica de la reivindicaciéon 27, en donde

el enlazante tiene dos grupos amino reactivos.

29. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 27, en donde

el enlazante tiene dos grupos acido carboxilico reactivos.

30. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 26, en donde
el enlazante tiene un grupo amino reactivo en un extremo y un grupo

acido carboxilico reactivo en el otro extremo.

31. La composicién inmunogénica de wuna cualquiera de las

reivindicaciones 26-30, en donde el enlazante tiene entre 4 y 12

&
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atomos de carbono.

32. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 26 o 27, en

donde el enlazante es ADH.

33. La composicién inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 1-32, en donde el sacarido de Hib esta conjugado a

la proteina vehiculo o enlazante usando CNBr o CDAP.

34. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacién
anterior, en donde la proteina vehiculo esta conjugada al sacarido de
Hib o al enlazante usando quimica de carbodiimida, opcionalmente

quimica de EDAC.

35. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde los cuando menos dos conjugados de sacarido
bacteriano adicionales tienen proporciones sacarido:vehiculo de 1:5-

5:1 01:1-1:4 (p/p).

36. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde cuando menos uno de los cuando menos dos
conjugados de sacarido adicionales estan conjugados directamente a

una proteina vehiculo.

37. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 36, en donde

/3
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cuando menos uno de los dos sacaridos adicionales es Men W y/o

Men Y, MenW y/o MenC, MenY y/o MenC, o MenW y MenC y MenY.

38. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacién 36 o 37, en
donde el cuando menos uno de los cuando menos dos sacaridos

adicionales esta conjugado directamente por quimica de CDAP.

39. La composicion inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 36-38, en donde la proporciéon de sacarido Men W

y/o Y a proteina vehiculo esta entre 1:0.5y 1:2.

40. La composicién inmunogénica de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 36-39, en donde la proporcion de sacarido Men C a

proteina vehiculo esta entre 1:0.5y 1:2.

41. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior en donde uno o mas de los cuando menos dos sacaridos
adicionales estan conjugado a la proteina vehiculo mediante un

enlazante.

42. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 41, en donde

el enlazante es bifuncional.

43. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 42, en donde

el enlazante tiene dos grupos amino reactivos.
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44. La composicidén inmunogénica de la reivindicacién 42, en donde

el enlazante tiene dos grupos acido carboxilico reactivos.

45. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 42, en donde
el enlazante tiene un grupo amino reactivo en un extremo y un grupo

acido carboxilico reactivo en el otro extremo.

46. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las
reivindicaciones 41-45, en donde el enlazante tiene entre 4 y 12

atomos de carbono.

47. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 41 o 42, en

donde el enlazante es ADH.

48. La composicién inmunogénica de una cualquiera de las
reivindicaciones 41-47, en donde el o cada uno o mas de los cuando
menos dos sacaridos bacterianos adicionales esta conjugado al

enlazante con quimica de CDAP.

49. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 41-48, en

donde la proteina vehiculo esta conjugada al enlazante usando

quimica de carbodiimida, opcionalmente usando EDAC.

50. La composicién inmunogénica de wuna cualquiera de las

/ Yy
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reivindicaciones 41-49, en donde los o cada uno o mas de los
cuando menos dos sacaridos bacteriano adicionales estan
conjugados al enlazante antes de conjugar la proteina vehiculo al

enlazante.

51. La composicién inmunogénica de una cualquiera de las
reivindicaciones 41-50, en donde MenA esta conjugado a una

proteina vehiculo mediante un enlazante.

52. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 58, en donde
la proporcion de sacarido MenA a proteina vehiculo esta entre 1:2 y

1:5.

53. La composicién inmunogénica de una cualquiera de las
reivindicaciones 41-52, en donde MenC esta conjugado a una

proteina vehiculo mediante un enlazante.

54. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 53, en donde
la proporcion de sacarido Men C a proteina vehiculo esta entre 1:2 y

1:5.

55. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacién
anterior, en donde el sacarido MenA, cuando esta presente, tiene un
peso molecular superior a 50 kDa, 75kDa, 100kDa o un tamarno

promedio entre 50-100 kDa, 55-90 kDa, o 60-80 kDa.
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56. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicaciéon
anterior, en donde el sacarido MenC, cuando esta presente, tiene un
peso molecular superior a 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa o un tamafo

promedio entre 100-200 kDa o 150-200 kDa.

57. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacién
anterior, en donde el sacarido MenY, cuando esta presente, tiene un
peso molecular superior a 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa o un tamafo
promedio entre 60-190 kDa, 70-180 kDa, 80-170 kDa, 90-160 kDa,

100-150 kDa o 110-140 kDa.

58. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacién
anterior, en donde el sacarido de MenW, cuando esta presente,
tiene un peso molecular superior a 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa o un
tamafo promedio entre 60-190 kDa, 70-180 kDa, 80-170 kDa, 90-160

kDa, 100-150 kDa o 110-140 kDa.

59. La composiciéon inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde MenC, cuando esta presente, esta cuando menos
parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando menos el 30 por
ciento de las unidades de repeticién estan O-acetiladas en cuando

menos uha posicion.

60. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacion
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anterior, en donde MenY, cuando esta presente, esta cuando menos
parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando menos el 20 por
ciento de las unidades de repeticion estan O-acetiladas en cuando

menos una posicién.

61. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde MenW, cuando esta presente, esta cuando menos
parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando menos el 30 por
ciento de las unidades de repeticion estan O-acetiladas en cuando

menos una posicién.

62. La composicién inmunogénica de cualquier reivindicacion
anterior, en donde MenA, cuando esta presente, esta cuando menos
parcialmente O-acetilado, de tal manera que cuando menos el 50 por
ciento de las unidades de repeticion estan O-acetiladas en cuando

menos una posicion.

63. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacidon

anterior, la cual no contiene sales de aluminio.

64. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacién

anterior, la cual no tiene adyuvante.

65. La composicion inmunogénica de cualquier reivindicacién

anterior que esta amortiguada a pH entre 7.0y 8.0.



10

15

20

25

88

66. Una vacuna que comprende la composicién inmunogénica de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-65, 'y un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

67. Un kit de vacuna para su administracion concomitante o en
secuencia, el cual comprende dos composiciones inmunogénicas
multivalentesvpara conferir proteccién en un hospedero contra una
enfermedad causada por Bordetella pertussis, Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheriae, y Haemophilus influenzae,
comprendiendo este kit un primer recipiente que comprende:

toxoide de tétanos (TT),

toxoide de difteria (DT), y

componentes de tosferina de células enteras o acelulares;

y un segundo recipiente que comprende la composicidn

inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65.

68. El kit de vacuna de la reivindicacién 67, en donde el primer
recipiente comprende ademas antigeno superficial de hepatitis B,

opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio.

69. E! kit de vacuna de la reivindicacién 67 6 68, en donde el
primero o segundo recipiente comprende ademas virus de polio

inactivado (IPV).
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70. Un proceso para fabricar la composicion inmunogénica de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65, el cual comprende el paso
de mezclar un conjugado de sacarido de Hib con cuando menos dos
conjugados de sacaridos bacterianos adicionales, para formar una
composicién en donde el conjugado de Hib esta presente en una
dosis de sacarido mas baja que la dosis de sacarido promedio de
todos los cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos

adicionales.

71. Un método para inmunizar a un hospedero humano contra
meningitis, el cual comprende administrar al hospedero una dosis
inmunoprotectora de fa composicion inmunogénica, vacuna, o kit de

una cualquiera de las reivindicaciones 1-69.

72. Un método para inmunizar a un hospedero humano contra una
enfermedad causada por Haemophilus influenzae, el cual comprende
administrar al hospedero una dosis inmunoprotectora de la
composicién inmunogénica, vacuna, o kit de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-69.

73. Un método para inmunizar a un hospedero humano contra una
enfermedad causada por Neisseria meningitidis, el cual comprende
administrar al hospedero wuna dosis inmunoprotectora de Ila
composicién inmunogénica, vacuna, o kit de una cualquiera de las

reivindicaciones 3-69, en donde los cuando menos dos conjugados
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de sacarido bacteriano adicionales comprenden un sacararido
capsular de N. meningitidis derivado de una cepa seleccionada del

grupo que consiste de serogrupo A, B, C, W135y Y.

74. La composicién inmunogénica, vacuna, o kit de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-69, para utilizarse en el tratamiento o en la

prevencion de meningitis.

75. La composiciéon inmunogénica, vacuna, o kit de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-69, para utilizarse en el tratamiento o en la

prevencion de una enfermedad causada por Haemophilus influenzae.

76. La composicion inmunogénica, vacuna o kit de una cualquiera de
las reivindicaciones 3-69, en donde Ilos cuando menos dos
conjugados de sacarido bacteriano adicionales comprenden un
sacararido capsular de N. meningitidis derivado de una cepa
seleccionada del grupo que consiste de MenA, MenB, MenC, MenW y
MenY, para utilizarse en el tratamiento o prevenciéon de una

enfermedad causada por Neisseria meningitidis.
77. El uso de la composicion inmunogénica, vacuna, o kit de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-69, en la fabricacién de un

medicamento para el tratamiento o la prevencién de meningitis.

78. El uso de la composiciéon inmunogénica, vacuna, o kit de una
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cualquiera de las reivindicaciones 1-69, en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento o la prevenciéon de enfermedad

causada por Haemophilus influenzae.

79. El uso de la composicién inmunogénica, vacuna o kit de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-69, en donde los cuando menos
dos conjugados de sacarido bacteriano adicionales comprenden un
sacarido capsular de N. meningitidis derivado de wuna cepa
seleccionada del grupo que consiste de MenA, MenB, MenC, MenW y
MenY, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o

prevencion de enfermedades causadas por Neisseria meningitidis.
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