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Yo, ALICIA LLOREDA RICAURTE, mayor, vecina de esta ciudad, identificada con la
cédula de ciudadania numero 39.690.713 de Usaquén, Representante Legal en
Bogota para todos los asuntos relacionados con la Propiedad Industrial de la sociedad
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., organizada y existente de conformidad
con las leyes de Bélgica y domiciliada en Rixensart, Bélgica, atentamente manifiesto
a usted que interpongo Recurso de Reposicion contra la Resolucion Namero
61144 dictada por el sefior Superintendente de Industria y Comercio el 19 de
Octubre de 2012 y notificada por Edicto fijado el 23 de Octubre de 2012, por medio
de la cual se niega el privilegio de patente solicitado para la invencién contenida en el

expediente de la referencia, con base en lo siguiente.

I. FUNDAMENTOS DE DERECHO

Como fundamento de mi recurso me permito manifestar ante ese Despacho que
el contenido de la Resolucidn Numero 61144 evidencia que durante el examen
técnico realizado a la solicitud en cuestién de ninguna _manéra se considerd el
alcance, objeto e importancia de la invencion denegada en su verdadera dimension,
esto es, no se considerd el valioso aporte técnico que representa para el arte en
cuestion las composiciones inmunogenicas que son reveladas en la solicitud
denegada.

En efecto, a pesar de los argumentos proporcionados por el solicitante en
respuesta al Concepto Técnico notificado por ese Despacho el 20 de Junio de 2012,
en la Resolucion impugnada este Despacho sostiene una serie de objeciones frente al

nivel inventivo de la solicitud, argumentando basicamente que:
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"...la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria ésta
caracteristica del documento D2, el cual ensefia que los sacaridos pueden estar
conjugados a la proteina portadora directamente o a través de un enlazante, a
las composiciones del documento D1 para llegar asi al objeto de la

reivindicacion 1 de la solicitud. Por lo cual se considera que no presenta nivel
inventivo";

Asi como también que:

"...la persona del oficio normalmente versada en la materia, que conoce por los
documentos D3 y D2 que los sacadridos de N. meningitidis pueden ser
conjugados con la proteina portadora usando CDAP ya sea directamente o a
través de un enlazante, se veria motivada a disefiar kits que comprendan
conjugados de N. meningitidis, cuya conjugacion se realice de forma directa o a
través de un enlazante y conjugados de Hib, toxoide de tétanos, toxoide de
difteria y componentes de tosferina de célular enteras o acelulares como lo
revela el documento D3, con la expectativa razonable de obtener un kit
inmunogénico. Por lo tanto, ante la falta de ensayos que demuestren una
ventaja inesperada del kit reclamado se considera que éste se deriva de lo

revelado previamente en el estado de la técnica y no presenta nivel inventivo”.

Por consiguiente, a continuacidon me permito demostrar ante ese Despacho que
la presente invencidn si cumple con el nivel inventivo exigido por el Articulo 18 de la
Decision 486 de 2000, toda vez que a partir de las ensefianzas del estado de la
técnica anterior de ninguna manera resultaba evidente que procesos de conjugacion
especificos para cada conjugado dentro de una mezcla de conjugados de N.
Meningitidis permita lograr una respuesta inmune con mayor balance entre los
conjugados meningocécicos individuales, tal y como ha sido demostrado por el

solicitante de la invencion en cuestioén.

1. PRESENTACION DE SOLICITUD DIVISIONAL

(a) Inicialmente y de conformidad con el Articulo 36 de la Decision Andina 486
de 2000, el Articulo. 7 del Decreto 2591 de 13 de Diciembre de 2000 vy el Articulo 11
de la Resoluciéon Numero 00210 de 15 de Enero de 2001, me permito manifestar que

la presente solicitud de patente se ha dividido en dos solicitudes, a saber:

(i) Una solicitud original compuesta por 11 reivindicaciones, las cuales
corresponden a las reivindicaciones 1 a 5 y 11 a 16 actualmente

presentadas con la solicitud de patente nUmero '07-136.747.
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(ii) Una solicitud fraccionada numero 07-136.747A, la cual comprende 26
reivindicaciones que encuentran pleno sustento en el capitulo
reivindicatorio presentado ante ese Despacho junto con mi memorial de 5
de Febrero de 2008.

(b) En conexién con lo anterior, a continuacién especifico los documentos
anexos al presente memorial y que se relacionan con cada una de las solicitudes

resultantes del presente fraccionamiento:

(i) Solicitud original: "VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS DE
NEISSERIA MENINGITIDIS"

. Recibo numero 12-0097817, expedido por la Superintendencia
- de Industria y Comercio, que acredita el pago por la reivindicacién
11;y

. Nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 11 reivindicaciones.

(i) ~Solicitud Divisional A: "VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS
DE NEISSERIA MENINGITIDIS".

. Recibo nimero 12-108169, expedido por la Superintendencia de Industria
y Comercio, que acredita el pago de los derechos que causa el presente
fraccionamiento;

. Recibos ndmeros 12-108169, 12-117227 y 109968 expedidos por la
Superintendencia de Industria y Comercio, que acredita el pago por las
reivindicaciones 11 a 26;

. Nuevo resumen-Objeto y Finalidad de la Invencion;

. Paginas 2 a 98 de la descripcién, que corresponden al texto de la
descripcién de la solicitud de patente ndimero 07-136.747 originalmente
presentada; '

. Paginas 99-105 que corresponde al nuevo capitulo reivindicatorio
compuesto por 26 reivindicaciones que, como se comentd pfeviamente,
encuentran plenb sustento en el capitulo reivindicatorio presentado ante
ese Despacho junto con mi memorial de 5 de Febrero de 2008;
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» Figura 1;

. Extracto de la solicitud, en sus dos formas, que incluye el titulo que se
encuentra de acuerdo con el objeto de la presente invencion fraccionada y
que incluye la reivindicacion 1;

" Tarjeta de propietario;

. Fotocopia del documento que acredita el traspaso de los derechos de la
presente invencidn que los autores de dicho invento hacen a favor de mi

representado, junto con la Traduccidn Oficial;

. Fotocopia del documento que acredita a la suscrita ALICIA LLOREDA y/o al
doctor GUSTAVO TAMAYO, y/o a la doctor IGNACIO SANTAMARIA y/o a al
doctor ENRIQUE ALVAREZ, en los términos del Parrafo 10 del Articulo 543
del Decreto-Ley 410 de 1971, como Representantes Legales en Bogota
para todos los asuntos relacionados con la Propiedad Industrial de la
sociedad GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., organizada vy
existente de conformidad con las leyes de Bélgica y domiciliada en
Rixensart, Bélgica; y |

. Formato Unico de Conversion, Division y Fusion de Solicitudes.

(c) Como la fecha de presentacién de la solicitud resultante del presente
fraccionamiento es la misma --27 de Diciembre de 2007--, atentamente solicito a
usted se sirva dar a la solicitud fraccionada el mismo numero de Expediente de la

solicitud original, acompanada de la letra A, para su identificacién.

(d) En cuanto a la reivindicacion de la prioridad respecto de la solicitud
divisional, ‘'es la misma invocada en la solicitud original, la cual fue reivindicada
oportunamente en Fase Internacional de las solicitudes ndmeros 0513069.5 y
0513071.1 de 27 de Junio de 2005; 0515556.9 de 28 de Julio de 2005; 0524204.5
de 28 de Noviembre de 2005; 0526040.1 y 0526041.9 de 21 de Diciembre de 2005.

(e) Ratifico a usted que la sociedad titular de la solicitud fraccionada en
cuestion es GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS., organizada y existente de
conformidad con las leyes de Bélgica y domiciliada en Rixensart, Bélgica.
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(f) Asi mismo, reitero a usted que el documento que acredita mi calidad de
Representante Legal en dicha sociedad para todos los asuntos de la Propiedad
Industrial, fue presentado con mi petitorio de 27 de Diciembre de 2007.

(9) De conformidad con lo establecido por el Articulo 36 de la Decisidn 486 de
2000, solicito a ese Despacho se sirva aceptar y estudiar la solicitud divisional

presentada y conceder el privilegio de patente solicitado.

2. CONSIDERACIONES TECNICAS FRENTE A LAS ENSENANZAS DEL ARTE
PREVIO

Ahora bien, atentamente me permito manifestar ante ese Despacho que las
composiciones inmunogénicas revela‘das en la solicitud de patente en cuestion
presentan un inequivoco cardcter inventivo con respecto a las ensefianzas de las
anterioridades mencionadas en la Resolucién NGmero 61144, esto es, frente a la
combinacion de los documentos WO 2004/103400 (D1), WO 03/007985 (D2) y
WO 2002/000249 (D3). En este sentido, a continuacidn me permito realizar un
analisis comparativo detallado entre la informacién revelada en la presente invencién
y las ensefianzas brindadas por dichas anterioridades, no sin antes mencionar una
serie de consideraciones frente al reqdisito de nivel invehtivo establecidas en el
articulo 18 de la Decisién Andina 486 de 2000.

2.1. Requisitos exigidos por el articulo 18 de la Decisién 486 de 2000:
Consideraciones frente al estudio del nivel inventivo

Inicialmente considero de gran importancia resaltar que el articulo 18 de la
Decision 486 de la Comunidad Andina establece lo siguiente en -relacion con el

requisito de nivel inventivo que debe cumplir una solicitud de patente:

"Articulo 18.- Se considerard que una invencién tiene nivel inventivo, si para
una persona del oficio normalmente versada en la materia técnica
correspondiente, esa invencién no hubiese resultado obvia ni se hubiese

derivado de manera evidente del estado de la técnica.”

A éste respecto, resulta de gran importancia sefalar que la apreciacién del nivel
inventivo -por su gran contenido de subjetividad- puede resultar muchas veces
incierta o inexacta, lo cual puede llevar a confusiones y excesos. Por lo tanto, para
evitar caer en lo anterior, al realizar la apreciacion de nivel inventivo es necesario
que el experto en la materia base su examen en una apreciacién objetiva, teniendo
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en cuenta la realidad y circunstancias determinadas al momento en que surgié la

invencion y sin incluir en dicha apreciacion factores meramente subjetivos.

En este sentido, considero relevante destacar que para realizar un verdadero
juicio sobre el nivel inventivo de una invencién es necesario ubicarse en el momento
en que se realizé dicha invencién, razén por la cual el experto encargado del caso
debe retrotraerse al estado. de la técnica existente en dicho momento y analizar
desde esa dptica si para ese instante verdaderamente hubiera sido realmente posible
llegar de manera obvia o evidente al objeto que se reivindica en una invencion. Lo
anterior para ho caer en el error de comprender, analizar y juzgar una invencion
después de que ésta ha sido realizada, algo que en el ambito mundial de las patentes
se denomina un analisis de tipo "hindsight". Esta posicidn errénea es contemplada,
por ejemplo, en el Manual Andino de Patentes, donde se establece que: "se debe
tener en cuenta qué la busqueda de anterioridades se efectua a posteriori, tomando
como punto de partida la misma invencién. Por lo tanto el examinador debe realizar
el esfuerzo intelectual de colocarse en la situacién que ha tenido que afrontar el
. técnico con conocimientos medios en la materia en un momento en que la invencién

no era conocida, es decir, antes de la invencidn.”.

De otro lado, atentamente me permito citar al profesor Paul Mathely®, quien
sefiala que la altura inventiva de un invento es un concepto relativo que depende en
gran parte del grado de habilidad de la persona ejecutante de la invencidn. Por lo
tanto, para una cierta parte de la doctrina mundial, la altura inventiva puede ser
confirmada mediante ciertos indices exteriores, entre los cuales puede destacarse
aquel que corresponde al progreso o aporte técnico que pueda suministrar la
invencion al estado de la técnica, de tal suerte que se considera que una invencién
tiene altura inventiva si dicha invencion representa un avance para el estado de la

técnica.

2.2. Consideraciones técnicas generales frente a los documentos D1, D2 y
D3 |

En Ia Resolucion Numero 61144 se menciona que los documentos D1 y D2 se
consideran. el estado de la técnica mas cercano a la invencién definida en la
reivindicacién 1 porque divulgan composiciones inmunogénicas que contienen dos o
mas sacaridos capsulares de N. Meningitidis conjugados con una proteina portadora,
mientras que los documentos D2 y D3 constituyen el estado de la técnica mas
cercano a la invencién definida en la reivindicacién 15 (nueva reivindicacién 10)

porque dan a conocer composiciones inmunogénicas que contienen sacaridos

* MATHELY Paul. Le doit francais des brevets d'invention; Paris: Journal des notaires et des avocats, 1978; p. 125.
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conjugados de N. meningitidis, un sécérido conjugado de Hib y antigenos de B.

Pertussis, C. tetani, C. diphtheriae, entre otros.

Con respecto a lo anterior considero de gran importancia aclarar ante ese

Despacho lo siguiente:

(a) La reivindicacién 1 de la solicitud de patente en cuestién se encuentra
dirigida a proteger lo siguiente:

"1. Una composicién inmunogénica, la cual comprende dos, tres o cuatro
sacaridos capsulares de N. meningitidis diferentes, en donde uno o méas se
seleccionan a partir de un primer grupo que consiste en MenA, MenC, MenY, y
MenW, los cuales se conjugan a través de un enlazante bifuncional con una
proteina portadora, y uno o mds sacéridos diferentes se seleccionan a partir de
un segundo grupo que consiste en MenA, MenC, MenY, y MenW, los cuales se
conjugan directamente con proteina(s) portadora(s), donde cada sacarido
capsular de N. Meningitidis estd conjugado a toxoide de tétanos (TT) y donde
cada sacarido capsular de N. meningitidis estd conjugado separadamente a una
proteina portadora separada."”

(b) En efecto, la presente invencidn estd basada en el principio de que para la
conjugaciéon de antigenos de sacaridos débiles debe emplearse un enlazante con el
objetivo de mejorar su inmunogenicidad, mientras que los antigenos de sacaridos
fuertes deben ser conjugados directamente.

Ahora bien, para el caso en cuestion el solicitante ha identificado a MenA como
el antigeno de sacdrido mas débil y a MenC como el segundo antigeno de sacdrido
mas débil, razén por la cual en la nueva reivindicacion 1 se especifica que uno o0 Mas
de los antigenos débiles (MenA y MenC) son conjugados mediante un enlazante,
mientras que los antigenos fuertes (_MénC, MenW y MenY) deben ser conjugados
directamente. En éste punto resulta de gran importancia resaltar que MenC se
mantiene en ambos grupos debido a que en el Ejemplo 8 de la presente invencién
MenA es conjugado a través de un enlazante mientras gue menC es conjugado
directamente, pero en el Ejemplo 9 de la presente invencién MenC también actla
como un antigeno débil y por lo tanto también es enlazado mediante un enlazante.
Lo anterior representa importantes beneficios debido al balance de la respuesta
inmune que puede lograrse en ambos escenarios.

(c) De manera especifica me permito sefialar que en el Ejemplo 8 revelado en
la descripcion de la solicitud de patente en cuestidn, el efecto de conjugar MenA por
medio de un enlazante es investigado utilizando una serie de pruebas clinicas, cuyos |
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resultados son mostrados en la Tabla 12 de la descripciéon y demuestran que la
adicién del enlazante AH en F1 tiene un efecto favorable sobre MenA en el contexto
de una vacuna de combinacién que contiene los conjugados de MenA, MenC, MenW y
MenY. En efecto, el porcentaje de respondientes a SBA aumenta de 66,7% a 90,9%
con la introduccion del enlazante, lo cual é su vez también se refleja en mayores
valores SBA GTM (4335 aumenta a 9805) y en las lecturas de ELISA GMC (donde de
5,46 aumenta hasta 20,38). Sin embargo, las respuestas contra MenC, MenW y MenY
se mantienen similares en F1 y F4, demostrando que los demas conjugados no son

afectados adversamente por el cambio en el conjugado de MenA.

Por su parte, a través del Ejemplo 9 se investigo el efecto de conjugar MenA y
MenC mediante un enlazante, al mismo tiempo que la conjugaciéon de MenW y MenY
se realiza directamente. Los resultados de las pruebas realizadas demostraron que la
respuesta a MenA es similar a la respuesta lograda en el Ejemplo 8, y que la
respuesta inmune a MenC es mejorada con la adicidon del enlazante a dicho
conjugado, toda vez que el porcentaje de respondientes aumentd hasta 95,8% para
F3 en comparaciéon con 69,6% para F1 en el Ejemplo 8. Por su parte, la respuesta
inmune contra los antigenos fuertes MenW y menY no se ve afectada adversamente

durante las pruebas clinicas realizadas.

(d) Ahora bien, en efecto los documentos D1 y D2 pueden ser considerados
como el estado de la técnica mds cercano debido a que ambos divulgan
composiciones inmunogénicas que comprenden combinaciones de MenA, MenC,
MenW y/o MenY, los cuales son conjugados mediante un enlazante a una proteina
portadora. Sin embargo, es claro que ninguna de tales anterioridades divulga una
combinacioén de conjugados en donde algunos son conjugados mediante un enlazante
a la proteina portadora y otros son conjugados directamente a la proteina portadora
(Lo anterior es evidente al tener en cuenta que en los ejemplos ensefiados en los
documentos D1 y D2 se emplean procesos de conjugacion muy similares para cada
uno de los conjugados MenA, MenC, MenW y MenY (paginas 21 a 25 de D1 y paginas
15 a 18 de D2)). De hecho, a partir de 1a atenta lectura de los documentos D1 y D2
es claro que ninguna de dichas anterioridades ensefia o sugiere qué conjugados

deben ser conjugados a través de qué método en particular.

Pese a lo anterior, de acuerdo con lo establecido en la Resolucion impugnada en
la pagina 12 (lineas 3 a 9) de D1 se indica que la conjugacién directa podria ser una
alternativa de conjugacién, desconociendo que dicho parrafo en D1 se refiere a la
posibilidad de que todos las conjugaciones se lleven a cabo empleando dicho proceso
alternativo, pero de ninguna manera sugiere que algunos procesos de conjugaciéon
sean realizados empleando un enlazante y otros procesos de conjugaciéon a la

proteina portadora se realicen directamente. Asi mismo, en D1 no se ensefia y
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tampoco se sugiere cudles conjugados meningocécicos deben ser conjugados
empleando un enlazante y cuales deben ser conjugados directamente. Contrario a
esto, me permito sefialar una vez mas ante ese Despacho que en la reivindicacion 1
de la solicitud en cuestion se especifica que MenA debe ser conjugado empleando un '
enlazante, MenW y MenY deben ser conjugados directamente, mientras que menC

puede ser conjugado directamente o a través de un enlazante.

Por su parte, en la Resolucidn impugnada también afirma que en la pagina 4
del documento D2 se establece que la conjugacion puede ser directa empleando
conjugaciéon CDAP. Sin embargo, a partir de la atenta lectura de dicha anterioridad es
claro que alli no se ensefia o se sugiére una composicion en la que se empleen
procesos diferentes para obtener conjugados diferentes, y por lo tanto tampoco hay
alguna indicacién o sugerencia de que la conjugacidon mediante un enlazante deba
emplearse para MenA, la conjugacion directa deba emplearse para MenW y MenyY,

mientras que MenC pueda conjugarse indistintamente por ambos métodos.

(e) En relacion con lo planteado en el punto anterior, considero de gran
importancia sefialar que la seleccion de diferentes métodos de conjugacién para
antigenos diferentes no habria sido evidente para la persona medianamente versada
en la materia a partir de las ensefianzas de los _'documentos D1 y D2 debido a que en
ambas anterioridades es clara la indicacidon de emplear el mismo método de
conjugacion para todos los conjugados, y por lo tanto no se hace alusién a que una
variacion en el proceso de conjugacién podria implicar importantes ventajas en el

balance inmunogénico de la composicién combinada.

(f) En vista de lo anterior, considero de gran importancia resaltar ante ese
Despacho que, contrario a lo afirmado en la Resolucién Numero 61144 aqui
impugnada, las composiciones inmunogénicas reveladas en la solicitud de patente en
cuestion de ninguna manera corresponden a una simple alternativa de las
composiciones inmunogénicas conocidas en el arte previo, pues contrario a esto, el
solicitante ha demostrado ‘mediante las pruebas experimentales reveladas en los
Ejemplos' 8 y 9 de la descripcién que el empleo de procesos de conjugacion
especificos para cada conjugado dentro de una mezcla de conjugados de N.
Meningitidis permite lograr de. manera sorprendente una respuesta inmune con

mayor balance entre los conjugados meningocécicos individuales.

(g) Finalmente, considero de gran importancia resaltar que las nuevas
reivindicaciones 10 y 11 (correspondientes a las reivindicaciones 15 y 16 actualmente
presentadas) se caracterizan porque se encuentran dirigidas a proteger un kit de
vacuna que comprende la composicion de vacuna revelada en Iés nuevas

reivindicaciones 1 a 8, asi como un proceso para la elaboracién de dicha vacuna de
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conformidad con las reivindicaciones 1 a 8, y por lo tanto resultan ser inventivas
frente a las ensefianzas de los documentos D2 y D3 debido a gque el documento D3
tampoco ensefia o sugiere que el empleo de procesos de conjugacién especificos para
cada conjugado dentro de una mezcla de conjugados de N. Meningitidis permite
lograr una respuesta inmune con mayor balance entre los conjugados
’ meningocdcicos individuales, asi como tampoco ensefia o sugiere una vacuna de
combinaciéon que emplee la misma proteina portadora para cada conjugado, pero en
donde la supresion inmune del portador sea reducida gracias al empleo de una

quimica de conjugacion distinta para los diferentes conjugados que hacen parte de la
vacuna de combinacion.

Visto lo anterior, atentamente me permito manifestar que el nuevo capitulo
reivindicatorio de la solicitud de patenté en cuestion presenta un inequivoco
caracter inventivo frente a la combinacién de las ensefianzas de los
documentos D1, D2 y D3, cumpliendo por lo tanto a cabalidad con las
disposiciones de patentabilidad establecidas en el articulo 18 de la Decisidon 486 de
2000.

2.3. Consideraciones técnicas especificas frente a la combinacion de los
documentos D1 y D2 como supuesto mecanismo para llegar a las

caracteristicas de las composiciones inmunogénicas reveladas en la

presente invencion

En la Resolucion Numero 61144 se afirma que la combinacién de las
ensefianzas de los documentos D1 y D2 le permite a la persona medianamente
versada en la materia reunir todas las caracteristicas técnicas de las composiciones
inmunogénicas reveladas en la solicitud de patente en cuestidn, sin que lo anterior
implique un esfuerzo inventivo. En este sentido, en dicha Resolucion se afirma

especificamente lo siguiente:

"...el documento D2 revela que los sacaridos capsulares de N. meningitidis se
pueden conjugar con proteinas portadoras como la CRM197 o TT, entre otras
(pag. 4, lineas 15-21) para mejorar su inmunogenicidad en vacunas pediatricas,
y establece que los sacdridos pueden ser activados antes de la conjugacién y
que la activacion comprende por ejemplo agentes cianilantes como CDAP // En
consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria
ésta caracteristica del documento D2, el cual ensefia que los sacaridos pueden
estar conjugados a la proteina portadora directamente o a través de un
enlazante, a las composiciones del documento D1 para llegar asi al objeto de la
reivindicacion 1 de la solicitud. Por lo cual se considera que no presenta nivel

inventivo",
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Con respecto a lo anterior, atentamente me permito presentar ante ese

Despacho las siguientes consideraciones técnicas:

) De acuerdo con lo afirmado por ese Despacho, todas las caracteristicas de
las composiciones inmunogénicas reveladas en la reivindicacion 1 de la
solicitud de patente en cuestion son ensefiadas por el arte previo,
especificamente por los documentos D1 y D2, desconociendo por lo tanto
que en ninguna de dichas anterioridades se ensefia 0 se sugiere emplear
distintos métodos de conjugacion dentro de una misma composicién. De
manera especifica me permito sefialar que en la Resolucién impugnada se
establece repetidamente que en el documento D1 se ensefia que los
conjugados MenA, MenC, MenW y MenY pueden ser combinados en una
composicion tetravalente y que dicha anterioridad sugiere la existencia de
diferentes métodos de conjugacién. Sin- embargo, a partir del atento
analisis de los ejemplos 3 y 5 divulgados en D1 es claro que alli se utiliza
exactamente el mismo proceso de conjugacidon para los cuatro conjugados
(el polisacarido es derivatizado con un enlazante ADH y posteriormente
unido a la proteina portadora empleando EDAC), fnés de ninguna manera
se sugiere el concepto de combinar diferentes métodos de conjugacién

para conjugados diferentes dentro de una misma composicién.

. Otra de las caracteristicas de las composiciones inmunogénicas de la
reivindicacion 1 que no es mencionada en el documento D1 es la seleccidn
de los conjugados que deben conjugarse mediante un enlazante y de los.
conjugados que deben conjugarse directamente, toda vez que D1 no
ofrece ninguna ensefianza o sugerencia tendiente a explicar por qué deben
emplearse métodos de conjugacion diferentes, cudles polisacaridos deben
conjugarse directamente y cudles deben conjugarse mediante un

enlazante.

. Ahora bien, a partir de la atenta lectura del documento D2 es claro que
dicha anterioridad no ensefia las caracteristicas técnicas de las
composiciones inmunogénicas de la reivindicacién 1 que no son ensefiadas
en D1, toda vez que D2 se encuentra también dirigido a describir vacunas
de conjugados meningocdcicos multivalentes en las cuales se emplean
exactamente los mismos procesos de conjugacién para todos los
serogrupos (en efecto, en las paginas 15 a 18 de D2 se describe que la
conjugacion de MenA, Men W y MenY se lleva a cabo para todos los casos
de la siguiente manera: el polisacérido es hidrolizado, un grupo amino-

primario es adicionado al sacdrido y es derivatizado hasta un éster activo
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empleando diéster N-hidroxisuccinimido del 4cido adipico, y finalmente el
sacarido derivatizado es conjugado a la proteina portadora pero mezclando
el éster y la proteina).

) Pese a lo anterior, esto es, a pesar de que D2 ensefia que la conjugacion
de todos los serotipos debe llevarse a cabo a través de un enlazante, en la
resolucion impugnada se afirma que en la pagina 5 (lineas 4 a 7) de dicha

anterioridad se sugiere que la conjugacién directa puede reemplazar la
conjugacion a través de un enlazante:

"Como una alternativa al empleo de un enlazante, puede emplearse el
enlazamiento directo. Enlaces directos a la proteina pueden comprender la
oxidacidn de los polisacéaridos seguido por la aminacién reductiva de la proteina,
tal y como se describe en, por ejemplo, las referencias 54 y 55" (Traduccidn

simple al castellano de la pagina 5 -lineas 4 a 7- de D2).

Sin embargo, es claro que el parrafo anterior tampoco ofrece alguna ensefianza
o0 sugerencia tendiente a explicar por qué deben mezclarse dentro de una
misma composicion métodos de conjugacion diferentes, y mucho menos ofrece
alguna ehseﬁanza o0 sugerencia con respecto a cudles polisacaridos deben

conjugarse directamente y cudles deben conjugarse mediante un enlazante.

. De acuerdo con lo anterior, es absolutamente claro que el estado de la
técnica le ensefia a la persona medianamente versada en la materia que
todos los conjugados deben obtenerse empleando el mismo proceso de
conjugacion (ya sea directamente o mediante un enlazante), ensefianza
que se basa en razones validas teniendo en cuenta que llevar a cabo un
proceso de conjugacién uniforme para todos los serotipos da lugar a una
simplificacion del proceso de obtencidn de una vacuna de conjugados
multivalente, toda vez que pueden emplearse reacciones de conjugacion
similares para multiples conjugados y se cuenta con una amplia flexibilidad

para cambiar las condiciones de conjugacion.

Por lo tanto, es claro que para la persona medianamente versada en la materia
no seria evidente modificar el proceso de conjugacién ensefiado en el arte
previo por un proceso mas complejo que involucra la combinacidon de
conjugacion directa y conjugacion a través de un enlazante como parte de una

misma composicion.
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o Contrario a lo anterior, el soIicibtante de la invencion en cuestién ha
demostrado que adaptar el método de conjugacion dependiendo de los
serogrupos a ser conjugados permite de ménera sorprendente mejorar la
inmunogenicidad de toda la composicion y el desarrollo de una respuesta
inmune balanceada en contra de todos Io_s componentes de_ dicha
composicion, tal y como se analiza en detalle a continuacidon con base en

los resultados de los ejemplos 8 y 9 de la descripcion.

2.4. Analisis especifico de los resultados de inmunogenicidad revelados en
los ejemplos 8 y 9 de la descripcion

De otro lado, en la Resolucién Numero 61144 se afirma que los ejemplos 8 y 9
revelados en la solicitud de patente en cuestién no demuestran algin efecto
inesperado de las composiciones reclamadas, y que se encuentran incongruencias
entre los resultados mostrados en dichos ejemplos. En este sentido, en dicha

Resolucidn se afirma especificamente lo siguiente:

"Al respecto, es importante establecer que los ejemplos 8 y 9 no demuestran
algun efecto inesperado de las composiciones reclamadas. En primer lugar, las
anterioridades D1 y D2 revelan composiciones donde los sacaridos de los
serogrupos MenA y MenC también se encuentran conjugados con una proteina
portadora a través de un enlazante, y los ejemplos presentados no contienen
ninguna formulacién en la que todos los serogrupds (incluyendo MenW y MenY)
se encuentren conjugados a través de un enlazante, de tal manera que sea
posible establecer el efecto superior de conjugar directamente /os sacaridos de
menW y MenY sobre conjugarlos por medio de un enlazante En segundo lugar,
la reivindicacion 1 reclama composfciones en las que MenC no se encuentra
conjugado con la proteina portadora a través de un enlazante y es claro en el
ejemplo 8 que el porcentaje de respuesta para MenC cuando esté conjugado
directamente es mas bajo que para los demés serogrupos cuando las
concentraciones de conjugado son: las mismas. Adicionalmente, respecto a la
respuesta balanceada argumentada por la so/icitanfe, no.es claro a qué se
refiere con dicha afirmacién, ya que en el ejemplo 8 :se observa que el
porcentaje de respuesta para MenC es mds bajo que para los conjugados de los
demds serogrupos, en el ejemplo 9 se observa que el porcentaje de respuesta
de MenA disminuye, al igual que para MenY (ver ejemplo 8 formulacién F1 y

ejemplo 9 formulacién F3) y los titulos de anticuerpo tampoco son similares
para todos los serogrupos”,
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Con respecto a lo anterior, atentamente me permito presentar ante ese

Despacho las siguientes consideraciones técnicas:

. La afirmacién realizada en la Resolucién impugnada de acuerdo con la cual
no existe un efecto sorprendente derivado de emplear una mezcla de
conjugacion directa e indirecta, es absolutamente contraria a los
resultados experimentales mencionados en los ejemplos 8 y 9 de Ia
presente invencion, por medio de los cuales composiciones que
comprenden diferentes conjugados y procesos de conjugacidon mezclados
se compararon con conjugados obtenidos mediante conjugacién directa, lo
anterior debido a que los inventores de la sdlicitud de patente en cuestién
se dieron cuenta que los conjugados Men A y Men C tienden a mostrar

resultados de inmunogenicidad menores que aquellos obtenidos con

MenW135 y Men Y, razén por la cual cuando los cuatro conjugados eran
combinados en una vacuna tetravalente se obtenian niveles de
inmunogenicidad particularmente bajos. Sin embargo, tal y como se
demuestra mediante los resultados divulgados en los ejemplos 8 y 9 de la
descripcion, dicho problema fue resuelto al emplear procesos de
conjugacion mezclados (utilizando un enlazante para conjugar Men A en el
ejemplo 8 y Men A y Men C en el ejemplo 9), toda vez que de esa forma

se logré obtener buena inmunogenicidad contra todos los serogrupos Men

-—

A, Men C, MenW y Men Y combinados en una vacuna tetravalente.

. De manera especifica me permito sefalar que en el ejemplo 8 de la

descripcion se muestran los resultados de conjugar Men A por medio de un

enlazante como parte de una prueba clinica, y de acuerdo con tales
resultados la adicion de un enlazante AH en la muestra F1 (pagina 93,
Tabla 12) tiene un efecto favorable sobre Men A cuando éste hace parte
de una vacuna que comprende los conjugados Men y, W, C y A, toda vez
que el porcentaje de respondientés a SBA Men A aumenta de 66,7% a
90,9% como resultado de la introduccion de dicho enlazante.
Adicionalmente, lo anterior también se ve reflejado en mayores SBA GTM
(4335 aumenta a 9805) y mayores lecturas de ELISA GMC (5,46 aumenta
a 20,38), hecho que resulta ser independiente de las respuestas logradas
contra Men Y, W y C debido a que los resultados con las muestras F1 y F4
divulgados en la Tabla 12 demuestran que tales conjugados no se vieron

afectados adversamente por el cambio realizado en el conjugado Men A.
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) Por su parte, en el ejemplo 9 se investigd el efecto de conjugar Men A y
Men C a través de un enlazante y conjugar Mén W y Men Y mediante
conjugacion directa, encontrdndose que la réspuesta frente a Men A
(muestra F3) se mantuvo similar a aquella lograda en la muestra F1 y
detallada en el ejemplo 8, la respuesta inmune contra Men C fue mejorada
al haber adicionado un enlazante a dicho conjugado (el porcentaje de
respondientes aumenté de 69,6% hasta 95,8%), mientras que se
mantuvieron excelentes respuestas inmunes contra los antigenos Men W vy
Men Y.

. Una vez aclarado lo anterior, atentamente me permito manifestar de
manera categorica ante ese Despacho que los resultados experimentales
divulgados en los ejemplos 8 y 9 de la solicitud de patente en cuestién son
mejores que aquellos divulgados en el documento D2 porque en dicha
anterioridad Unicamente se mencionan valores experimentales obtenidos
con ratones, mientras que en la presente invencion se revelan resultados
de pruebas clinicas que reflejan la respuesté inmune Iogﬁada cuando las
composiciones a proteger son empleadas para inmunizacién humana.
Ahora bien, con respecto al documento D1 resulta de gran importancia
mencionar que si bien existen diferencias en cuanto a dosis, edad de los
pacientes y proteinas portadoras entre las pruebas mencionadas en dicha
anterioridad y aquellas reveladas en los ejemplos 8 y 9 de la presente
invencién, es claro que los procesos de conjugacién llevados a cabo en D1
son similares a aquellos empleados en la muestfa F4 mencionada en el
ejemplo 8 de la solicitud de paténte en cuesfién, razén por la cual es
posible comparar los resultados obtenidos por Ids autores del documento
D1 y aquellos obtenidos en la presente invencién al realizar un analisis
comparativo entre los resultados de las muestras F4 (correspondiente a

D1) y F1 del ejemplo 8 de la descripcién.

Ahora, al llevar a cabo dicho analisis comparativo és claro que los resultados de
inmunogenicidad para la muestra F1 del ejemplo 8 muestran un importante
incremento en cuanto a SBA GTM para Men A (4305 a 9805) cuando dicho
conjugado es enlazado con AH, al tiempo que MenC GMY incrementa de 2391
hasta 3989, MenW GTM incrementa desde 4621 hasta 5418 y MenY GTM
incrementa desde 6742 hasta 7122, mientras que en la muestra F4 del ejemplo

8 no se observa incremento alguno en cuanto a SBA GTM para Men A.
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o Adicionalmente y dejando de lado el hecho de que existen diferencias en
cuanto a dosis, edad de los pacientes y proteinas portadoras entre las
pruebas mencionadas en el documento D1 y aquellas reveladas en los
ejemplos 8 y 9 de la presente invencidn, si se comparan los resultados
divulgados en dicha anterioridad (especificamente los mencionados en la
Tabla C-11 de la pagina 97 de D1 donde las pruebas clinicas se llevaron a
cabo con' pacientes adolescentes) con aquellos divulgados en la solicitud
de patente en cuestidn, se tiene que las composiciones reveladas en la
presente invencidon permiten obtener

mejores resultados de

inmunogenicidad, tal y como se muestra a continuacion:

Serogrupo IgG GMC IgG GMC SBA GMT SBA GMT
TetramenD Ejemplo 8 TetraMenD Ejemplo 8
MenA 18,09 20,38 5483,21 9805
MenC 5,54 12,11 1924,36 3989
MenY 4,41 16,3 1322,26 7122
MenW 2,95 9,65 1407,22 5418

Los valores para TetramenD fueron extraidos de la pagina 97 del documento D1

De lo anterior es claro que, contrario a lo afirmado por ese Despacho en la
Resolucién Numero 61144, los resultados experimentales divulgados en los ejemplos
8 y 9 de la solicitud de patente en cuestién demuestran de manera contundente que
las composiciones reveladas

inmunogénicas técnico

sorprendente frente a las ensefianzas del estado de la técnica anterior, toda vez que

presentan un efecto
la persona medianamente versada en la materia técnica en cuestion de ninguna
manera encuentra en los documentos D1 y D2 ensefianzas o datos experimentales
que le permitan sugerir de manera evidente que la conjugacién de MenA y MenC
mediante un enlazante como parte de una vacuna tetravalente conteniendo
adicionalmente MenW y MenY conjugados directamente, permite obtener una buena

inmunogenicidad en contra de todos los serogrupos.

3) RESPUESTA A LOS ARGUMENTOS PRESENTADOS EN LA RESOLUCION
IMPUGNADA '

De conformidad con los anteriores argumentos, me permito sefalar ante ese
Despacho que las afirmaciones presentadas en la Resolucion impugnada carecen de
toda relevancia para desvirtuar el nivel inventivo de la presente solicitud, tal como

me permito sefialar a continuacion:
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>  En la Resolucién Numero 61144 de la SIC se afirma que: ".../a solicitante
presenta dos solicitudes diferentes en las cuales reclama las mismas
composiciones. En la solicitud 07-136726 la solicitante establece que la
ventaja de dichas composiciones se debe a que la cantidad de proteina
portadora en los conjugados de los serogrupos Ay C es mayor que la
cantidad de proteina portadora en los conjugados de los serogrupos C, W A
y Y, y en la presente solicitud establece que la ventaja se debe al uso de
un enlazante dentro de los conjugados de MenA y MenC y la conjugacion
directa para los conjugados de menC, MenW y MenY. Sin embargo, a
pesar de ser reivindicadas de forma diferente, las compos/cibnes de las
dos solicitudes (al igual qde los ejemplos presentados) son las mismas,
producidas por los mismos métodos y, por tanto, no puede la solicitante
pretender proteccion para la misma composicién a través de dos

solicitudes diferentes”,

En respuesta a lo anterior me permito aclarar que si bien la materia técnica
revelada en la presente invencion y en la solicitud de patente colombiana CO 07-
136.726 se basan en los resultados de las mismas pruebas' clinicas llevadas a cabo
por el solicitante, las solicitudes se encuentran dirigidas a proteger invenciones que
estan basadas en conceptos inventivos diferentes, razén por la cual si hubieran sido
reveladas en un Unico documento de patente habrian sido objetadas por falta de

unidad de invencién.

En consecuencia, atentamente solicito a ese Despacho la reconsideracion de las
objeciones realizadas a éste respecto.

CONCLUSIONES

Con base en los argumentos técnicos mostrados previamente, me permito
manifestar ante ese Despacho que la materia revelada en la solicitud de patente en
cuestion presenta un inequivoco caracter inventivo frente a las ensefianzas de los
documentos citados en la Resolucién NGmero 61144 aqui impughada, cumpliendo de
esta manera con las disposiciones establecidas en el articujlo 18 de la Decisién 486 de
2000, y por lo tanto demostrando ser merecedora dél privilegio de patente revocado.

En efecto, a lo largo del presente escrito se ha demostrado que si bien los
documentos D1 y D2 divulgan composiciones inmunogénicas que comprenden
combinaciones de MenA, MenC, MenW y/o MenY, los cuales son conjugados mediante
un enlazante a una proteina portadora, ninguna de tales anterioridades divulga una

combinacién de conjugados en donde algunos son conjugados mediante un enlazante
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a la proteina portadora y otros son conjugados directamente a la proteina portador, y
de hecho, a partir de la atenta Iectura de los documentos D1 y D2 es claro que
ninguna de tales anterioridades ensefia o sugiere qué conjugados deben ser
- conjugados a través de qdé método en particular con el objetivo de lograr que una
vacuna tetravalente conteniendo MenA, MénC, MenW y MenY se caracterice por

mostrar una buena inmunogenicidad en contra de todos los serogrupos.

En consecuencia y en aras de restablecer los derechos vulnerados al
solicitante, tal y como fue explicado a lo largo del presente escrito, atentamente
solicito a ese Despacho considerar los argumentos expuestos anteriormente vy

revocar en su totalidad la Resolucién Nimero 61144.

II. PETICION

En vista de todo lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la
solicitud a la luz de las modificaciones y argumentaciones presentadas y proceder a
revocar la Resolucion Numero 61144, con el fin de que se conceda el privilegio de

patente a la presente invencion.
III. PODER
Finalmente me permito recordarle a este Despacho que el documento que
acredita mi calidad de representante legal en Bogotd para asuntos relativos a la
Propiedad Industrial de la sociedad peticionaria, fue presentado ante dicha entidad
junto con mi solicitud de fecha 27 de diciembre de 2008.
IV. ANEXOS

Anexo al presente recurso me permito presentar:

i) . Solicitud original: "VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS DE
NEISSERIA MENINGITIDIS" con sus respectivos anexos; y

i) Solicitud Divisional A: "VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS DE

NEISSERIA MENINGITIDIS" con sus respectivos anexos tal como fue mencionado en

el literal (b) del punto 1.
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V. DOMICILIO
Mi direccién es Calle 72 No. 5-83, Piso 69, Bogota D.C.

Del Sefior Superintendente,

I&i LLOREDA RICAURTE
T.P. 53.215

Direccién para Notificaciones: notificacionespatentes@!loredacamacho.com
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion.inmunogénica, la cual comprende dos,
tres o cuatro sacaridos capsulares de N. meningitidisvdiferentes, en
donde uno o mas se seleccionan a partir de un primer grupo que
consiste en MenA y MenC, los cuales se conjugan a través de un
enlazante bifuncional con una proteina portadora, y uno o mas
sacaridos diferentes se seleccionan a partir de un segundo grUpo
que consiste en MenC, MenY, y MenW,v Ibs éuales se conjugan
directamente con proteina(s) portadora(s), donde cada sacarido
capsular de N. Meningitidis esta conjugado a toxbide de tétanos (TT)
y donde cada sacarido capsular de N. meningitidis esta conjugado
separadamente a una protein.a portadora separada.

2. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1, la
cual comprende el sacarido capéular MenA conjugado a través de un
enlazante con una proteina portadora de toxoide de tétanos, y el
sacarido capsular MenC directamente conjugado con una proteina
portadora de toxoide de tétanos.

3. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 1, la
cual comprehde el sacarido capsular MenC conjugado a través de un
enlazante con una proteina portadora de toxoide de tétanos, y el
sacarido capsular MenY conjugado directamente con una proteina

portadora de toxoide de tétanos.:



10

15

20

25

100

4. La composiciéh inmunogénica de la reivindicacién 1, la
cual comprende los sacaridos capsulares MenA y MenC conjugados a
través de un enlazante con proteina(s) port‘adora(s) de toxoide de
tétanos, y los sacaridos capsulares MenY y MenW conjugados
directamente con proteina(s) portadora(s) de toxoide de tétanos.

5. La composicion i_ﬁmunogénica de la reivindicacién 1, la
cual comprende el sacarido capsular MenA conjugado a través de un
enlazante con una proteina portadora de toxoide de tétanos, y los
sacaridos capsulares MenC, MenY, y Men‘W conjﬁgados directamente
con proteina(s) portadora(s) ‘de toxoide de tétanos. |

6. La composicién inmunogénica-de'la feivindicacién 1 a5,
en donde uno, dos,.o tres co.njugados de sacarido dé N. meningitidis
se conjugan directamente mediante la quimica de 1-ciano-4-
dimetilaminopiridina tetrafluoroborato (CDAP).

7. La composicion inmunogénica de cualduiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde uno, dos, o tres sacaridos
capsulares de N. meningitidis, se conjugan con la proteina portadora
de toxoide de tétanos por me.dio de un enlazante bifuncional.

8. La composicién 'inmu-nogéniga de cualquiera de las

reivindicaciones anteriores, la cual comprende ademas un sacarido

capsular de H. influenzae b (Hib) conjugado con' una proteina

portadora de toxoide de tétanos, donde la razén de Hib a proteina
portadora en el conjugado sacarido capsular de Hib es entre 1:5 y

5:1 (p/p).
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9. Una vacuna que comprende la composicion inmunogénica
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

10. Un kit de vacuna para su administracién concomitante o
en secuencia, el cual comprende dos compo.siciones inmunogénicas
multivalentes para conferir proteccién en un hospedero contra una
enfermedad causada por Bordetella pertL'/ssis, Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheriae, Haemophilus -/'anUenzée, 'y Neisseria
meningitidis, 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 composicion inmunogénica d.e cUanuiera de las
reivindicaciones 1 a 8. |

11. Un proceso para la elaboracion dé la vacuna de la
reivindicacion 10, el cual comprendej el paso de mezclar la
composicién inmunogénica de cualquiera de las 'reivindiCaciones 1a

8, con un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Industria y Comercio :

SUPERINTENDENCIA g
SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No. 07-136.747A

54.TITULO “VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS DE

NEISSERIA MENINGITIDIS”

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL _A61K 39/095

71. SOLICITANTE GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS, S.A.

DOMICILIO RIXENSART, BELGICA.

74. REPRESENTANTE LEGAL  ALICIA LLOREDA RICAURTE
- T.P. 53.215

22. BOGOTA, D.C.

(FORMA P 10)
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSI()N DE SOLICITUDES

Ciudad

Rix_ensart_v

IZ Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la direccion de correo electrénico

3.

Datos del apoderado:

ALICIA LLOREDA RICAURTE 39.690.713 de Usaquén | 53.215
Apellidos y Nombre documento de identiﬁcacién Tarjeta profesional
Direccién y domicilio Ciudad
Calle 72 No 5-83 piso 5to Bogota
Direccién electrénica No. Fax . Numero telefénico
notificacionespatentes@lloredacamacho.com| 6069701 ' 3264270

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase indicar e} nimero de su radicacion
o protocolo de poder general

P102-FOS vr6 (2012-04-19)



4 Datos aoramt

EEREEEN

CONVERSION

DIVISION

FUSION

Expediente

De:

Expediente

07-136.747
De: 07-136.747

A: 07-136.747A

Expediente

De:

5. Comprobante de Pago No

12-108169

Fecha 13/11/12

6. Anexos

X Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacién
Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion

OO0O0OX

Numero de documento que ordena ia comisién o fusion o division
Documento que contiene la conversion, division. o fusion de la solicitud

Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma

‘ALICIA LLOREDA RICAURTE‘\Y\A

<

: Nombre Y. apelhdos

’ 39 690 713 de Usaquén

P102-FO5 vr6 {2012-04-19)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

N

= RECIBO DE CAJA

No. 12 - 108169

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Octubre 16 de 2012 - 17:06:56

RECIBIDO DE : LLOREDA & CiA. S.A.

NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO RANCQO CUENTA No PAGQO

FECHA PAGO VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 452484616

16/10/2012 12.820.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPTO Vr UNDITARIO  Vr.CONCEPTQO
150005-01-01 SOLICITUDES 1|LI3/%MICTEOS DE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00
$590.000.00

SON: ** IENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:

/

UPERINTENDE NCiA DE INDUST

mwmwwmﬂmmu£

==
——__-———-‘

11-29 17:14:23 EDeP

o CPATENTEIYI
I{§ 412 REPOSPRESR ECU

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

009-

RIAY COMERCIO

AR

D R.NUEVASCR
79 O SENACIONALY

Folios: 139

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Octubre 16 de 2012 - 17:07:02

| S



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

. Industriay Lomercno
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 117227

Bogota D.C., Noviembre 13 de 2012 - 17:00:25

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A.

NI 830.022.145

TIPO PAGQO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUENTA Nao. PAGO

EECHA PAGO VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 485402622

13/11/2012 8.130.000.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

VE.UNDITARIO =~ Vr CONCEPTO

10 50005-01-01 SOLICITUDES

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
A LAS 10 INICICIALES

30.000.00 300.000.00

S MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

\pli

do al Expediente No.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

FoNo

$300.000.00

C ON\ERC\O

°° \R NUEVAR
20 pCION
Dep: ASEN
1319 %

' Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000.910165 Call Center: {571) 6513240

Noviembre 13 de 2012 - 17:00:37

\q



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 12 - 109968

Bogota D.C., Octubre 22 de 2012 - 16:18:24

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A.

NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***

Responsable

TIPO PAGQO BANCO CUENTA No. PAGO EFECHA PAGO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 450456661 22/10/2012 17.440.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT._ RENTISTICO CONCFEPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
3 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 90.000.00
ALAS 10 INICICIALES $90.000.00

. SON: **NOVE TA-NMIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

, Octubre 22 de 2012 - 16:19:28

Recubo d ado al Expediente No.

i

I
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—

/, //g;y/// «/C’lfo

EN
ocha. . NO. 07. 7367 LI ‘/f//#/-/lv’///%?//é/l///f
7 2:1%3'1"%\7 423 Ogce): 9-0000 "

"////,/J;

=

2020
e RESRE cu vVe: 379 Fa ENNUEVASCR

Folios: 13 ACIONAL

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571} 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/
N _ RECIBO DE CAJA No. 12 - 109969
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Octubre 22 de 2012 - 16:18:24
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 450456661 22/10/2012 17.440.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT.__RENTISTICO CONCEPTO Vr UNDITARIO  Vr.CONCEPTQ

3 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 90.000.00

A'LAS™10 INICICIALES $90.000.00

SON: **NQVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

@gﬁponsabl I: />

Récibo_dezcl ja Aplicado al Expediente No.

!

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

CHREANERNAL TR TR

Il
Al it
136747- -00009-00 R
. 2.11-29 17:14:23  Dep. 2020 DIR.NUEVA
$§h$i 2%1ATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALI
Ac’(j 442 REPOSPRESRECU Folios: 132

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 58670284 Linea: 018000-810165 Call Center: (571) 6513240
. Octubre 22 de 2012 - 16:19:28
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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 inglés y
en espafiol. '

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

Notarizacion, documento escrito en espaiiol.

APOSTILLA ‘

‘(Con\-/encic')n de La Haya del 5 de Octubre de 1961;

Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte

1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafa e Irlanda del Norte

Este documento pliblico -

2. ha sido firmado James Kerr Milligan
3. actuando como Notario Pdblico
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)

LRAPDUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

—

E. ~

i {
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO




Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secret

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte d

de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la s

ario de Estado

la Convencion

ccion consular

de la mision que representa a ese pais. Una apostilla 0 certificado de

legalizacion Unicamente confirma que la firma, sello o esta

mpilla 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 segun mi mejor saber y entender, este dia 9 d

e septiembre de

2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora

Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Replblica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL
RESQLUCION 2177

ANITA ES

e
#3100

-

COBAR DE TAMAYO Cj)

& ¢ SEXTO LEL CIRCULG
JG.DUA, HAGO CONSTAR GUE La
OFIA GOINCIDE COR EL ORIGINAL

13



S D PINNA o

@ Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Ptblico 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; pq

y letra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya

identidad me

de la Sociedad |

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriorment;

“Smithkline Beecham Biologicals s.a. ), Sociedad legalmef

consta, Apoderado

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio sq

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

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM 1

debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de
virtud del Poder 0t01 gado en su favor por la referida Somedad

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

r ser del punio

denominada
¢ denominada
ite constituida

C1al en Rue de

JALTON esté
esta clase, en

fechado el 12

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 septiemh

mil cuattro.

=

DEPINNA
35 Piveadilly London Wid QL)
Telephone+a4 ()20 7208 2000 Facsimile: +4| (0)20 7208 0066 DX No. 48521 Pice: adilly 2

JAMES KERR MILLIGAN
Notario Puablico de Londrgs,

Inglaterra

Te deL Ay rtAh? S

;" OTBSCMA CoiNging con 4

O CoNsT

JUAN MANUEL 3GTER G|
HOTAR]




L}

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

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

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/lo IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
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 1o0. del articulo 543 "del decreto 410 de
1971. :

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/lo 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 Ia propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para "dar ante dichas
autoridades todos los Pasos necesarios al objeto
indicado: elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
reCursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar e alcance de |as

solicitudes, presentar Oposiciones vy apelaciones;
instaurar cancelaciones,  renunciar total o
parcialmente a |[os registros, abonar todos los

impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por |a ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargolrespectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados pPara tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
Séan competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir Y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente 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 vy/o IGNACIO
SANTAMARIA  y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial Ig
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

. /Carfw&- ’ .}:{’/é(f{:_

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A, a corporation organized &nd
existing under the laws of Belgium.

domiciled at rue de|I'Institut 89,
B-133( Rixensart,
Belgium
hereby appoint, ALICIA LLOREDA and or

GUSTAVO TAMAYO ancgor IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVA EZ, of Bogota, Colombja,
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 appojnt
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of articte 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LUOREDA and/or GUSTAVID
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/pr
ENRIQUE ALVAREZ, or lthe agents by any one pf
them appointed, are gspecially empowered {o
represent us before the administrative, judicial ¢r
police authorities of Colombia, in all proceeding
pertaining to industrial property, for which purpose w
authorize them to take before the said authorities 4
the necessary steps for the said end; to file petitions
declarations, claims, recofrses and withdrawals, t
draw up specifications; tof file amendments, to lim
the scope of applicatio S, file oppositions; fil
cancellations total or partially waive registrations, t
pay all installments and effect all other payment;
prescribed by law; to reteive proper receipts, tq
comply with all other requfrements and, in short, td
take all those measures which they may deem fit fo
the protection of our in lerests; and in case o
opposition, where the Proceedings be passed aver td
the courts, we authorize aid agents to act on ouf
behalf, as complainants ass{vell as defendants, beford
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit t arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in s ort, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valig nd good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our be efit;

=0 w

A= N ¥ ¢ Ao w ey

We also authorize dqctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENR) UE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this do ument and of any power
of attorney by any one of the conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

311 AUG 2004

Given and signed this

- NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE

Marcus (11{ th
Attorney and

Willia ALTON
thorised Officjal

-9 YARID
YE BOGOYA, kg,
CTOZORIA o df
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 , comparecié

. aquien conozco y
de quien me consta que firmo el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declard y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS SA, la
compaiiia 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
bara un periodo de duracion que aln no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme a
las leyes de

que el declarante esta
autorizado por dicha Compaiia para conferir este
poder; que el sello estampado por él al pie de tal
poder, en nombre y en representacion de |la
expresada Compaiiia, es el sello oficial de ella; y que
el ““jeto para el cual se confiere este instrumento
es, mprendido dentro del de la sociedad.
El sUscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en ,
con fecha . y certifica que de
conformidad con la legislacién de dicho Pais, Ia
anterior  declaracién  juramentada . es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this
personally
came ,
to me known, and known to me tq 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 s
authorized by said Company to confer this power of
altorney; that the seal affixed | hereunto by the
deponent in the name and oh behalf of said
Corporation is the corporate seal tH ereof; 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 certifies that under jthe laws of said
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

day of , 200

COMD NOTARIO SEXTO LEL GlRCNLD
DE BOGOTA, HAGO COMSTAR QUE

OTOCTPRIA COINCIDE GON EL ORIGINA
| ®UE HE TENIDO A LA VISTAS

A
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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: 07-136.747A (5T) IntCI A61K 39/095
22) Fecha de solcitud: 211207 (71)Solicitante(s) ~ GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS
SA.
(72) Inventor(es)  IEMANS, Ralph, Leon; BOUTRIAU
(30) Prioidad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha  (33) Pais Dominique:  CAPIAU, _Carine,
0513069.5 05130711 27-06-05 GB DENOEL, Philippe; DUVIVIER, Pierre
05155569  28-07-05 GB v POOLMAN. Jan
05242045  28-11-05 GB e
0526040.1 05260419  21-12:05 GB |(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-01-08 (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 04-01-07
Fecha de presentacion de la solicitud: 23-06-06 N° publicacion: W02007/000342 A3
No. de solicitud PCT/EP2006/006269 -
(54) Titulo: VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS DE NEISSERIA MENINGITIDIS

Resumen - Reivindicacién(es):

Reivindicacion numero 1.-

Una composicidn inmunogénica, la cual comprende cuando menos dos sacaridos capsulares de N.

meningitidis diferentes, en donde uno o mas se seleccionan a partir de un primer grupo que consiste en

MenA, MenC, MenY, y MenW, los cuales se conjugan a través de un enlazante con una proteina

portadora, y uno o mas sacaridos diferentes se seleccionan a partir de un segundo grupo que consiste

en MenA, MenC, MenY, y MenW, los cuales se conjugan directamente con proteina(s) portadora(s).

7
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. | SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

‘ DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION ___ PCT X MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: 07-136.747A (22) Fecha de solicitud: 27-12-07

(51) Clasificacion Internacional : A61K 39/095
71)Solicitante(s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.
+ | (72) Inventor(es) ~ BIEMANS, Ralph, Leon; BOUTRIAU, Dominique; CAPIAU, Carine; DENOEL, Philippe; DUVIVIER, Pierre y POOLMAN, Jan.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais

0513069.5  0513071.1 27.06.05 GB

0515556.9 28.07.05 GB

_ 0524204.5 28.11.05 GB

' 0526040.1  0526041.9 21.12.05 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-01-08 (87) Publicacion internacional

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 04-01-07
Fecha de presentacion de la solicitud: 23-06-06 N° publicacion: W02007/000342 A3
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VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS DE NEISSERIA

MENINGITIDIS

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente solicitud da a conocer una composicion
inmunogénica, la cual comprende cuando menos dos saééridos
capsulares de N. meningitidis diferentes, en donde uno o mas. se
seleccionan a partir de un: pri'mer grupo que consiste en MenA,
MenC, MenY, y MenW, los cuales se conjugén a través de un
enlazante con proteina(s) portadora(s), y'uno o mas sacaridos
diferentes se seleccionan a partir de un segundo grupo que consiste
en MenA, MenC, MenY, y MenW, los cuales se conjugan

directamente con una proteina(s) portadora(s).
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VACUNA DE CONJUGADOS DE SACARIDOS DE NEISSERIA

MENINGITIDIS

La presente invencion se refiere a cémposiciones
inmunogénicas que comprenden sacaridos capsulares bacterianos
conjugados con una proteina portadora, en parti;cular-lqs sacaridos
de N. meningitidis. Adicionalfnente se refiere a vacunas y a kits de
vacunas que comprenden estos conjugados de sacaridos, é procesos
para elaborar las composiciones inmunogénicas y las vacunas, y al
uso de las vacunas y de las composiciones inmunogénicas de la
invencion en terapia. También se refiere.a‘métodos para inmunizar
contra la infeccion utilizando los conjugados de sacaridos, y al uso
de los conjugados de sacaridos en la fabricacion de un medicamento.

Neisseria meningitidis es un patégeno humano gram-negativo
que provoca meningitis bacteriana. Basandose en el polisacarido
bacterial del organismo, s.e han identificado doce serogrupos de
Neisseria meningitidis (A, B, C, H, |, K, L, 29E, W135, X, Y, y Z). El
serogrupo A (MenA) es la causa mas comun de.' la enfermedad
epidémica en el Africa del sub-Sahara. Los serogrupos B y C son
responsables de la mayoria de Io‘s casos en los paises en desarrolio,
siendo los casos restantes causados por Wi35e Y.

En la técnica se conocen composiciones inmunogénicas que
comprenden sacaridos de N.'meningitidis conjugados con proteinas
portadoras; teniendo la proteina port-adora. el efecto conocido de
convertir el antigeno de polisacarido independiente de T en un

antigeno dependiente de T capaz de desencadenar una respuesta de
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memoria inmune. Por ejemplo, la Publicacién Internacional Numero
WO 02/58737 da a conocer una vacuna que comprende polisacaridos
capsulares purificados a partir de N. meningitidis, serogrupos A, C,
W135, e Y, conjugados con una proteina portadora. Sin embargo,
esta solicitud ensefia que todos los polisacaridos deben conjugafse
esencialmente de la misma manera (a través del mismo enlazante
con la misma proteina portadora).

Sigue existiendo una necesidad de desarrollar mejores vacunas
conjugadas contra meningitis por Neisserial. La presente invencidn
se refiere a la provision de. una vacuna conjugada de polisacarido
meningocdcico, en donde la conjugaciéon de cada polisacarido se
hace a la medida (en lugar de ser uniforme),'para lograr una vacuna
de conjugacién eficaz. En particular, es conveniente utilizar
moléculas enlazantes para conjugar ciertos sacaridos
meningococicos con sus proteinas portadoras en combinaciéon con
otros que se conjugan | directamente. De esta manera, los
polisacaridos que sean inmundégenos menos buenos se pueden
presentar ante el sistema inmune mediante un enlazante, y los que
sean inmunégenos muy buenos se pueden conjugar directamente, de
tal manera que no dominen la respuesta inmune a la combinacién.

De conformidad con lo anterior, en un aspecto de la presente
invencion, proporciona una composicién inmunogénica, la cual
comprende cuando menos dos sacaridos capsulares de N.
meningitidis diferentes, en donde uno o mas se seleccionan a partir

de un primer grupo que consiste en MenA, MenC, MenY, y MenW, los
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cuales se conjugan a través de un enlazante con una prote‘ina
portadora, y uno o0 mas sacaridos diferentés se seleccionan a partir
de un segundo grupo que consiste en MenA,‘ MenC,.MenY, y MenW,
los cuales se conjugan directamente con una prot.eina portadora.

En la vacuna de MenAC, por ejemplo, MenA se puede conjugar
a través de un enlazante y MenC directamente. En la vacuna de
MenCY, MenC se puede conjugar a través de un enlazante, y MenY
directamente. En una vacuna de MenACWY, MenA se ﬁuede conjugar
a través de un enlazante, y MenCWY directamente, o MenAC se
puede conjugar a través de un enlazante y MenWY directamente.

Una consideracién adicional en una vacuna de combinacién que
comprende diferentes sacaridos conjugados con la misma portadora,
es la cuestion de la supresiéon inmune de la portadora: se puede
utilizar demasiada portadora:, y se puede obstaculizar la respuesta
inmune. Con un planteamiento uniforme para la conjugacion, la
portadora presentara una mezcla similar de epitopos de células-B y
de células-T ante el sistemaA inmune. Sin embargo, si la conjugacién
tiene lugar en diferentes grupos quimicos dentro de la proteina
portadora para un sacarido contra otro, las proteinas portadoras
probablemente seran diferenfes hasta algun grado en la manera en
que se presenten ante el sistemé inmune.

De conformidad con lo anterior, en una modalidad separada de
la invencién, se proporciona una composicién inmunogénica que
comprende cuando menos dps_sacéridos diferentes conjugados por

separado con el mismo tipo de proteina portadora (por ejemplo,
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toxoide de tétanos), en donde uno o mas sacaridos se conjugan con
la proteina portadora por medio de un primer tipo de grupo quimico
sobre la proteina portadora, y uno o mas sacaridos se conjugan con
la proteina portadora por medio de un segundo tipo (diferente) de
grupo quimico sobre la proteina portadora.

Los primero y segundo tipos de grupos quimicos pueden estar
presentes en la proteina portadora sobre un primer y segundo
conjuntos de aminoacidos mutuamente exclusivos de la proteina
portadora (por ejemplo, ciertos residuos de acido aspa’rt’ico/écido
glutamico en un conjunto, y ciertos residuos de lisina en el segundo).
Un sacarido se puede conjugar con un grupo carboxilo sobre la
portadora, y otro sobre un grupo amino, por ejemplo. Esta
conjugaciéon puede involucrar la conjugacién sobre epitopos
separados de células-B y/o células-T para cada conjugado diferente.

Por ejemplo, en una vacuna de MenAC, se puede enlazar MenA
con un primer tipo de grupo quimico (tél como carboxilo) sobre la
proteina portadora, y se puede enlazar MenC con un segundo tipo
(tal como amino). En una vacuna de MenCY, se puede enlazar MenC
con un primer tipo de grupo quimico (tal como carboxilo) sobre la
proteina portadora, y se puede enlazar MenY con un segundo tipo
(tal como amino). En una vacuna de MenACWY, se puede enlazar
MenAC con un primer tipo de un grupo quimico (tal como carboxilo)
sobre la proteina portadora, y se puede enlazar MenWY con un
segundo tipo (tal como amino), o se puede enlazar MenA con un

primer tipo de grupo quimico (tal como carboxilo) sobre la proteina
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portadora, y se puede enlazar MenCWY con un segundo tipo (tal
como amino).

De acuerdo con un asvpecto adicionél de la invencién, se
proporciona un método para inmunizar a un hospédero humano
contra una enfermedad causada por Neisseria meningitidis, el cual
comprende administrar al hospédero una dosis inmunoprotectora de
la composicion inmunogénica o vacuna de la invencidn.

De acuerdo con un éspecto adicional de Iavinvencién,'se
proporciona una composicién inmunogénica de la invencion para
utilizarse en el tratamiento o en la prevencién de una enfermedad
causada por Neisseria meningitidis.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, se
proporciona el uso de la composicion inmunogénica o vacuna de la

invencion, en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o

la prevencién de enfermedades causadas por Neisseria meningitidis.

Descripcion de las Figuras

Figura 1-A - Diagrama de barras que muestra las respuestas de
GMC en un ELISA anti-MenY. ENYTT012 es un conjugado de MenY-
TT preparado a partir del polisacarido nativo MenY. ENYTTO14 es un
conjugado de MenY-TT preparado a partir de-.un polisacarido de
MenY microfluidizado, que' se ha somefido a 40 ciclos de
microfluidizacion. ENYTTO15bis es un conjugado de MenY-TT
preparado a partir del polisacarido MenY microfluidizado, due se ha
sometido a 20 ciclos de microfiuidizacién.

Figura 1-B - Diagrama de barras que muestra las respuestas de

25
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GMT en un ensayo SBA anti-MenY. ENYT'i'O12 es un conjugado de
MenY-TT preparado a partir del polisacarido MenY nativo. ENYTTO014
es un conjugado de MenY-TT preparado a partir del polisacarido
MenY microfluidizado, que se ha sometido a 40 ciclos de
microfluidizacion. ENYTTO15bis es un cohjugado de MenY-TT
preparado a partir de un polisacarido MenY microfluidizado, que se
ha sometido a 20 ciclos de microfluidizacién.
Descripcion Detallada

En un aspecto de la presente invencidén, se proporciona una
composicion inmunogénica »vque comprende cuando menos dos
sacaridos capsulares de N. meningitidis diferentes, en donde uno o
mas se seleccionan a partir de un primer grupo que consiste en
MenA, MenC, MenY, y MenW, los cuales se conjugan a través de un
enlazante con una proteina portadora, y uno o mas sacéri_dos
diferentes se seleccionan a partir de un segundo grupo que consiste
en MenA, MenC, MenY, y MenW, que se conjugan directamente con
una proteina portadora.

De una manera mas especifica, el primer grupo puede consistir
en MenA y MenC, vy el seguAndo grupo co'ns'iste en MenC, MenY, y
MenW. Las modalidades ~ particulares de la invencién son
composiciones inmunogénicas que comprenden: un sacarido capsular
MenA conjugado a través de un enlazante con una proteina
portadora, y un sacarido capsular MehC directamente conjugado con
una proteina portadora; uh sacarido capsular MenC conjugado a

través de un enlazante con una proteina portadora, y un sacarido
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capsular MenY directamente conjugado con una proteina portadora;
los sacaridos capsulares MenA y MenC conjugados a través de un
enlazante con una proteina‘portadora, y los sacaridos capsulares
MenY y MenW directamente conjugados con una proteina portadora;
el sacarido capsular MenA conjugado a través de un enlazante con
una proteina portadora, y los sacaridos capsulares MenC, MenY y
MenW directamente conjugados con una proteina portadora. En
cualquiera de estas modalidades, también se puede incluir un
conjugado de Hib, el cual se enlaza con una proteina portadora
(véase la lista de portadoras anteriormente y mas adelante, por
ejemplo TT) directamente o a través de un enlazante.

El término “sacarido”, a través de toda esta memoria
descriptiva, puede indicar polisacarido u oligosacarido, e incluye
ambos. 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 EP497525), y opcionalmente m’edfante microfluidizacién.
Los polisacaridos se pueden dimensionar con el objeto de reducir la
viscosidad en las muestras de polisacaridos, y/o para mejorar la
posibilidad de filtracion para los productos conjugados. Los
oligosacaridos tienen un bajo numero de unidades de repeticién

(tipicamente de 5 a 30 unidades de repeticién), y tipicamente son

polisacaridos hidrolizados.

Cada sacarido capsular de N. meningitidis (y/o Hib) se puede

conjugar con una proteina portadora independientemente
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seleccionada a partir del gr.upo‘ que consiste en TT, DT, CRM197,
fragmento C de TT, y proteina D. Mas adelante se presenta una lista
mas completa de las proteinas portadoras que se pueden utilizar en
los conjugados de la invencién. Aunque unoc o0 mas sacaridos
capsulares de N. meningitidis (y/lo Hib) se pueden conjugar con
diferentes proteinas portadoras unos de otros, en una modalidad,
todos se conjugan con la misma proteina portadora. Por ejemplo, se
pueden conjugar todos con la misma proteina portadoré seleccionada

a partir del grupo que consiste en TT, DT, CRM197, fragmento C de

TT, y proteina D. En este contexto, se puede considerar que CRM197

y DT son la misma proteina portadora, debido a qUe difieren
solamente por un aminoacido. En una modalidad, todos los sacaridos
capsulares de N. meningitidis (y/o Hib) presentes se conjugan con
TT.

Si la proteina portadora es la misma para dos o mas sacaridos
en la composiciéon, el sacarido ée podria conjugar con la misma
molécula de la protéina portadora (moléculas pdrtadoras que tienen
dos sacaridos diferentes mas conjugados con ellas) [véase, por
ejemplo, la Publicacién Internacional Namero WO 04/A083251; por
ejemplo, una sola proteina.portadora se podria conjugar con MenA y
MenC; MenA y MenW; MenA y MenY; MenC y MenW; MenC y MenY;
MenW y MenY; MenA, MenC y MenW; MenA, MenC y MenY; MenA,
MenW y MenY; MenC, MenW y MenY,; MenA, MenC, MenW y MenY;
Hib y MenA; Hib y MenC; Hib y MenW; o Hib y MenY].' De una

manera alternativa, cada uno de los sacaridos se puede conjugar por
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separado con diferentes moléculas de la proteina portadora
(teniendo cada molécula de la proteina porta'dora solamente un tipo
de sacarido conjugado con ella).

Las composiciones inmunogénicas del primer aspecto de la
invencién también pueden tener cualquiera o todas |las
caracteristicas adicionales del segundo }aspécto de la invencién, vy
viceversa.

En un segundo aspecto de la invencién, se presenta una
composiciéon inmunogénica que comprende cuando menos dos
conjugados de sacaridos diferentes, conjugados por separado con el
mismo tipo de proteina portadora, en donde uno o méas sacaridos se
conjugan con la proteina portadora por medio de un primer tipo de
grupo quimico sobre la proteina portadora, y uno 0 mas sacaridos- se
conjugan con la proteina portadora por medio de un segundo tipo
(diferente) de grupo quimico sobre la proteina portadora.

En una modalidad, los dos conjugados involucran el mismo
sacarido enlazado con la misma portadora, p'ero-mediante diferentes
quimicas de conjugacién. En una modalidad alternat.iva, se conjugan
dos sacaridos diferentes con diferentes grupos sobre la proteina
portadora.

“Se conjugan por separado con el mismo tipo de proteina
poftadora”, significa que los sacaridos se conjugan con la misma
portadora individualmente (por ejemplo, MenA se conjuga con
toxoide de tétanos a través de un grupo amina sobre el toxoide de

téetanos, y MenC se conjuga con el toxoide de tétanos a través de un

Cil
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grupo de acido carboxilico sobre una molécula diferente de toxoide
de tetanos).

Los sacaridos capsulares se pueden conjugar con la misma
proteina portadora independiehtemente~.selleccionada a partir del
grupo que consiste en TT, DT, CRM197, fragmento C de TT, vy
proteina D. Mas adelante se presenta una lista mas completa de las
proteinas portadoras que se pueden utilizar en los conjugados de la
invencién. En este contexto, CRM197 y DT se pueden éonsiderar
comovla misma proteina portadora, debido a que solamenté difieren
por un aminoacido. En una modalidad, todos los sacaridos
capsulares presentes se conjugan con TT.

En una modalidad, el primero y segundo tipos de grupos
quimicos sobre la proteina portadora estan lpresentes sobre epitopos
separados de células-B y/o células-T sobre la proteina portadora. Es
decir, estan presentes sobré un conjunt‘o diferente de epitopos de
células-B y/o células-T unos de otros. Con el fin de predecir los
epitopos de células-B para una portadora,‘ se pueden emplear los
métodos conocidos, tales como cualquiera o ambos de los siguientes
dos métodos. Prediccion de estructura bidimensional, y/o predicciéon
de indice antigénico. La prediccion de estructura bidimensional se
puede hacer utilizando el programa PSIPRED (de David Jones,
Brunel Bioinformatics Group, Dept. Biological Sciences, Brunel

University, Uxbridge UB8 3PH, Reino Unido). El indice antigénico se

puede calcular con base en el método descrito por Jameson y Wolf

(CABIOS 4:181-186 [1988]). Los pérémetros utilizados en este
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programa son el indice antigénico y la longitud minima para un
peptido antigénico. Se puede utilizar un indice antigénico de 0.9 para
un minimo de cinco aminoacidos consecutivos, como el umbral en el
programa. Los epitopos de células auxiliares-T son péptidos
enlazados con moléculas de HLA clase Il, y reconocidos por las
células auxiliares-T. La prediccién de los epitopos de células
auxiliares-T utiles se puede basar en las técnicas conocidas, tales
como el método TEPITOPE descrito por Stumiolo y colaboradores
(Nature Biotech. 17:555-561 [1999]).

Los sacaridos se pueden seleccionar a partir del grupo que
consiste en: sacarido capsular del serogrupo A de N. meningitidis
(MenA), sacarido capsular - del serogrupo C de N. meningitidis
(MenC); sacéarido capsularbdel serogrUpo Y de N. meningitidis
(MenY), sacarido capsular del serogrupo W de N. meningitidis
(MenW), sacarido capsular tipo b de H. influenzae (Hib), sacarido
capsular del grupo | de Streptocbccus grupo B, sacarido capsular del
grupo |l de Streptococcus grupo B, sacarido capsular del grupo Ill de
Streptococcus Grupo B, sacarido capsular del grupo IV de
Streptococcus grupo B, sacarido caps'u'llar del grupo V de
Streptococcus grupo B, sacarido capsular tipo 5 de Staphylococcus
aureus, sacarido capsular tipo 8 de Staphylococcus aureus, sacarido
Vi de Salmonella typhi, LPS de N. meningitidis (tal como L3 y/o L2),
LPS de M. catarrhalis, LPS de H. influenzae, y de cualquiera de los
sacaridos neumocdcicos capsulares, tales como 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, ¢ 33F. En una modalidad, la composicién
inmunogénica de la invencién consiste en, o compl_'ende, dos o mas
sacaridos diferentes del mismo género de bacteria (por ejemplo,
Neisseria, Streptococcus, Staphylococcus, o Haemophylus).

Los primero y segundo grupos presentes sobre lavproteina
portadora son diferentes uno del otro, e idealmente son grupos
quimicos naturales que se pueden utilizar fé¢ilmente para propodsitos
de conjugacion. Se pueden seleccionar independientemente a partir
del grupo que consiste en: grupos carboxilo, grupos amino, grupos
sulfhidrilo, grupos hidroxilo, grupos imidazolilo, grupos guanidilo, y
grupos indolilo. En una modalidad, el primer grupo quimico es
carboxilo, y el segundo es amino, o viceversa. Estos grupos se
explican con mayor detalle mas adelante.

En una modalidad especifica, la composicién inmunogénica
comprende cuando menos dos sacaridos capsulares de N.
meningitidis diferentes, en donde uno o mas se seleccionan a partir
de un primer grupo que consiste en MenA y MenC, los cuales se
conjugan con la proteina portadora por medio del primer tipo de
grupo quimico sobre la proteina portadora (por ejemplo, carboxilo), y
uno o mas sacaridos diferentes se seleccionan a partir de un
segundo grupo que consiste en MenC,l MenY, y MenW, que se
conjugan con la proteina portadora por medio del segundo tipo de
grupo quimico sobre la proteina portadora (pdr ejemplo, amino).

En una modalidad adicional, la composicién inmunogénica de la

invencién comprende MenA conjugado por medio del primer tipo de

Yz
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grupo quimico (por ejemplo, carboxilo), y MenC conjugado por medio
del segundo tipo de grupo quimico (por ejemplo, amino).

En otra modalidad, la composicién inmunogénica comprende
MenC conjugado por medio del primer tipo de grupo quimico (por
ejemplo, carboxilo), y MenY conjugado por medio del segundo tipo
de grupo quimico (por ejemplo, amino).

En otra modalidad, la. composicién inmunogénica comprende
MenA conjugado por medio-del primer tipo de grupo quimico (por
ejemplo, carboxilo), y MenC, MenY, y MenW conjugados por medio
de un segundo tipo de grupo quimico (por ejemplo, amino).

En otra modalidad, la composicion inmunogénica comprende
MenA y MenC conjugados por médio del primer tipo de grupo quimico
(por ejemplo, carboxilo), y MenY y MenW conjugados por medio del
segundo tipo de grupo quimico (por ejemplo, amino).

En cualquiera de las modalidades anteriores, también puede
estar presente Hib, también conjugado con el mismo tipo de proteina
portadora. Hib se puede conjugar con la portadora por medio del
primero o del segundo tipo de grupo quimico. En una modalidad, se
conjuga por medio de un grupo carboxbilo.v |
Consideraciones Generales en los Aspectos de la Invencion.

Los sacaridos de la invencién (en particular los sacaridos de N.
meningitidis y/o el sacarido capsular de Hib), incluidos en las
composiciones farmacéuticaé (inmunogénicas) de la invencién, se
conjugan con una proteina portadora, tal como toxoide de tétanos

(TT), fragmento C de toxoide de tétanos, mutantes no téxicos de
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toxina de tétanos [observe que se considera que todas estas
variantes de TT son el mismo tipo de proteina portadora para los
propositos de esta invencién], toxoide de difteria (DT), CRM197,
otros mutantes no toxicos de toxina de difteria (tales como CRM176,

CRM 197, CRM228, CRM 45 (Uchida y colaboradores, J. Biol. Chem.

1 218:3838-3844, 1973); CRM 9, CRM 45, CRM102, CRM 103, y

CRM107, y otras mutaciones descritas por Nicholls y Youle en
Genetically Engineered Toxins, Editor: Frankel, Maecel Dekker Inc.,
1992; supresién o mutacién de Glu-148 a Asp, GIn, 6 Ser, y/o Ala
158 a Giy, y otras mutaciones dadas a conocer en las Patentes de
los Estados Unidos de Norteamérica Numeros US4709017 6 US
4950740; mutacién de cuando menos uno o mas residuos 'Lys 516,
Lys 526, Phe 5630, y/o Lys 534, y otras mutaciones dadas a conocer
en las Patentes de los Estados Unidos de Nortea-mérica Numerosv Uus
5917017 6 US 6455673; o fragmentos dados a conocer en la Patente
de los Estados Unidos dé Norteamérica Nimero US 5843711]
(observe que todas estas variantes de DT se consideran del mismo
tipo de proteina portadora para los propésitos de esta invencion),
neumolisina neumocdcica (Kuo y colaboradores (1995) /Infect.
Immun. 63; 2706.-13), OMPC (proteina de membrana externa
meningocécica - usualmente extraida de N. meningitidis, serogrupo B
- Patente Europea Numero EP0372501), péptidos sintéticos
(Patentes Europeas Numeros EP0378881, EP0427347), proteinas de
choque por calor (Publicaciones Internacionales NUmeros \NO

93/17712, WO 94/03208), proteinas de tosferina (Publicacién
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Internacional Numero WOQO98/58668, y Patente Europea Numero
EP0471177), citoquinas, linfocinas, factores de crecimiento u
hormonas (Publicacién Internacional Nuimero WO 91/01146),
proteinas artificiales que corﬁprenden multiples epitopos de células-T
CD4+ humanas a partir de diferentes antigenos - derivados de
patégenos (Falugi y colaboradores (2001) Eur. J. Immunol. 31; 3816-
3824), tales como proteina N19 (Baraldoi y colaboradores (2004),
Infect. Immun. 72; 4884-7), proteina superficial neumocécica PspA
(Publicacién Internacidnal Niumero WO 02/091998), proteinas de
absorcién de hierro (Publicaciéon Internacional Numero WO
01/72337), toxina A 6 B de C. difficile (Publicacion Internacional
Numero WO 00/61761) o proteina D (Patente Europea Numero
594610 y Publicacién Internacional Numero WO 00/56360).

En una modalidad, la composicion inmunogénica de la
invencion utiliza el mismo tipo de proteina portadora
(independientemente) en cuando menos dos, tres, cuatro, o cada uno
de los sacaridos (por ejemplo, los sacaridos capsulares de N.
meningitidis, y/o Hib) contenidos en la misma. En una modalidad en
donde estan presentes los sacaridos capsulares de N. meningitidis y
Hib, se puede conjugar Hib con el mismo tipo de proteina portadora
que los cuando menos 2, 3 6 4, o cada uno de los sacaridos N.
meningitidis. Por ejemplo,rse conjugan independientemente dos, tres,
o cuatro de los sacaridos dé N. meningitidis (Men A, C, Y, W) con
toxoide de tétanos para hacer 2, 3, 6 4 conjugados, y opcionalmente

también se conjuga Hib con TT.
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En una modalidad, la composicién inmunogénica de la
invenciéon comprende un saéérido de N. meningitidis conjugado con
una proteina portadora seleccionada a pértir del grupo que consiste
en TT, DT, CRM197, fragmento C de TT, y proteina D. En una
modalidad, la composicién inmunogénica de la invencién 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.

La composiciéon inmunogénica de la invencién opcionalmente
comprende cuando menos un conjugado de sacarido meningo_c()cvico
(por ejemplo, MenA; MenC; MenW; MenY; MenA y MenC; MenA y
MenW; MenA y MenY; MenC y MenW; MenC y MenY; MenW y MenY;
MenA, MenC y MenW; MenA, MenC, y MenY; MenA, MenW y MenY;
MenC, MenW, y MenY, 6 MenA, MenC, MenW y MenY) que tiene una
proporcion del sacarido 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 composicién inmunogénica de la invencién comprende
opcionalmente un conjugado de sacarido de Hib que tiene una
proporcidon de Hib a la proteina portadora de entre 1:'5 y 5:1, de entre
1:2y 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 proporciéon del sacarido a la proteina portadora (peso/peso)
en un conjugado se puede determinar jutilizando el conjugado

esterilizado. La cantidad de proteina se determina utilizando un
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ensayo de Lowry (por ejemplo, Lowry y coléboradores (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 emisidn optica de
plasma inductivamente acoplada) para MenA; el ensayo de DAMP
para MenC, y el ensayo de resorcinol para MenW y MenY (Monsigny
y colaboradores (1988) Anal. Biochem. 175, 525-530).

En una modalidad, la composicién inmunogénica de la
invencion comprende conjugados de sacaridos de N. meningitidis ylo
el conjugado de sacarido de Hib, en donde los sacaridos de N.
méningitidis y/o el sacarido de Hib se conjugan con la proteina
portadora por medio de un’. enlazante, }por ejemplo un enlazante
bifuncional. Los enlazantes opcionalmente heterobifuncional y/u
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 enlazante tiene, por
ejemplo, entre 4 y 20, entre 4y 12, entre 5y 10 -a4tomos de carbono.
Un posible enlazante es ADH. Otros Ae-nlazantes incluyen B-
propionamido (Publicacion 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 y US4808700), diamina de hexano y écido 6-

amino-caproico (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica

Y )
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Niumero US4459286).

Los conjugados de sacaridos presentes en las composiciones
inmunogénicas de la invencion se pueden preparar mediante
cualquier técnica de acoplamiento conocida. ElI meétodo de
conjugacion se puede apoyar en la a.ctivécién del sacarido con
tetrafluoro-borato de 1-ciano-4-dimetil-amino-piridinio (CDAP), para
formar un éster de cianato. Por lo tanto, el sacéfido activado se
puede acoplar directamente o por medio de un grupo espaciador
(enlazante) con un grupo amino sobre la proteina portadora. Por
ejemplo, el espaciador podria ser cistamina'o cisteamina, para dar
un polisacarido tiolado, el cual se podria acoplar con la portadora
por medio de un enlace de tioéter obtenido después de la reaccién
con una proteina portadora activada por maleimida (por ejemplo,
utiljzando GMBS), o una proteina portadora halo-acetilada (por
ejemplo, utilizando yodo-acetimidina o bromoacetato de
bromoacetato de N-succinimidilo). Opcionalmente, el éster de cianato
(opcionalmente hecho mediante quimica de CDAP) se acopla con
hexan-diamina o ADH, y el sacarido amino-derivado se conjuga con
la proteina portadora utilizando la quimica dé carbodiimida (por
ejemplo, EDAC 6 EDC) por medio de un grupo carboxilo sobre la
proteina portadora. Estos conjugados se descri:ben en la Solicitud
Publicada del TCP Numero WO 93/15760, Unif.ormed Services
University, y en las Publicaciones internacionales Numeros WO

95/08348 y WO 95/29094.

Otras técnicas adecuadas utilizan carbiinidas, hidrazidas,
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ésteres activos, norborano, acido p-nitro-benzoico, N-hidroxi-
succinimida, S-NHS, EDC, TSTU. Muchas se describen en Ia
Publicacién Internacional Numero WO 98/42721. La coﬁjugacic’)n
puede involucrar un enlazante 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
reaccién con una proteina para formar un enlace de carbamato. Esto
puede involucrar la reducciéh del término anomérico hasta un grupo
hidroxilo primario, la proteccién/desproteccion opcional de Ia
reaccion 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 CDI con un
grupo amino sobre una proteina.

Los conjugados también se pueden prepara-r mediante métodos
de aminacién reductiva directos, 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 método adicional involucra el acoplamiento de un sacarido
activado por bromuro de ciandégeno (6 CDAP), derivado con hidrazida
del acido adipico (ADH), con la proteina portadora, mediante
condensacién de carbodimida | (Chu C. y colaboradores, /nfect.

Immunity, 1983 245-256), por ejemplo, utilizando EDAC.

1A



10

15

20

25

C21

En una modalidad, un grupo hidroxilo (opcionalmente un grupo

" hidroxilo activado, por ejemplo un grupo hidroxilo activado por un

eéster de cianato) sobre un sacarido, se enlaza con un grupo amino o
carboxilico sobre una proteina, ya sea directa o indirectamente (a
través de un enlazante). CAuando esta presente un enlazante, un
grupo hidroxilo sobre un sacarido opcionalmente se enlaza con un
grupo amino sobre un enlazante, por ejempld, utilizando conjugacién
de CDAP. Un grupo amino adicional del enlazante, por ejemplo ADH,
se puede conjugar con un grﬁpo de acido carboxilico sobre una
proteina, por ejemplo utilizando quimica de carbodimida, por ejemplo
utilizando EDAC. En una modalidad, los sacaridos capsulares de Hib
o] N meningitidis (o los sacaridos en general), se conjugaﬁ primero
con el enlazante antes de que se conjugue el enlazante con la
proteina portadora. De una manera alternativa, el enlazante se
puede conjugar con la portadora antes de la conjugacién con el
sacarido.

En general, se pueden utilizar los siguientes tipos de grupos
quimicos sobre una proteiAna portadora para el acoplamiento/la
conjugacion:

A) Carboxilo (por ejemplo, por medio de acido aspartico o
acido glutamico). En una modaiidad, este grupo se enlaza con los
grupos amino de los sacaridos directamente, 0 con un grupo amino
de un enlazante, con la quimica de carbodimida, por ejemplo con
EDAC.

B) Grupo amino (por ejemplo, por medio de lisina). En una
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modalidad, este grupo se enlaza con los grupos carboxilo de los
sacaridos directamente, o con un grupo carboxilo de un enlazante
con la quimica de carbodimida, por ejemplo con EDAC. En otra
modalidad, este grupo se en‘laza con los grupos Hidroxilo activados
con CDAP 6 CNBr de los sacaridos directamente, o con estos grupos
de un enlazante; con los sacaridos o enlazantes que tengan un grupo
aldehido; con los sacaridos o enlazantes que tengan un grupo de
éster de succinimida.

C) Sulfhidrilo (por ejemplo, por medio de cisteina). En una
modalidad, este grupo se enlaza con un sacé.rido o enlazante bromo-
o cloro-acetilado, con la quimica de maleimida. En una modalidad,
este grupo se activa/se modifica con bis-diazobencidina.

D) Grupo hidroxilo (por ejemplo, por medio de tirosina). En
una modalidad, este grupo se activa/se modifica con bis-diazo-
bencidina.

E) Grupo imidazolillo (por ejemplo, por medio de histidina).
En una modalidad, este g.rup'o se activa/se modifica con bis-
diazobencidina.

F) Grupo guanidilo (bor ejemplo, por medio de arginina).

G) Grupo indolilo (por ejemplo, por medio de triptéfano).

Sobre un sacarido, en general se pueden utilizar los siguientes
grupos para un acoplamiento: OH, COOH, 6 NH,. Se pueden generar
grupos aldehido después de'diferentes tratamientos conocidos en la
técnica, tales como: peryodato, hidrélisis de acido, peréxido de

hidréogeno, etc.
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Planteamientos de acoplamiento directo:

Sacarido-OH + CNBr o CDAP — ést.er de cianato + NH,-Prot —»
conjugado.

Sacarido-aldehido + NH,;-Prot —» base dé Schiff + NaCNBH; —
conjugado.

Sacarido-COOH + NH,-Prot +EDAC — conjugado.

Sacarido-NH,+ COOH-Prot + EDAC — conjugado.

Planteamientos de acoplamiento indirecto por medio de un

espaciador (enlazante):

Sacarido-OH + CNBr o CDAP — éster de cianato + NH,—NH, —
sacarido—NH, + COOH-Prot .+ EDAC — conju.gado.

Sacarido-OH + CNBr o CDAP — éster de cianato + NH,—SH —
sacarido—SH + SH-Prot (proteina nativa con una cisteina expuesta u
obtenida después de la modificacién de los grupos amino de la
proteina mediante SPDP, por ejemplo) — sacarido-S-S-Prot.

Sacarido-OH + CNBr o CDAP — éster de cianato + NH,—SH—>
sacarido—SH + maleimida-Prot (modificacién de los grupos amino) —
conjugado. |

Sacarido-COOH + EDAC + NH,—NH; —-> sacarido—NH, + EDAC
+ COOH-Prot - conjugado.

Sacarido-COOH + EDAC + NH,—SH —> sacarido—SH + SH-Prot
(proteina nativa con una cisteina expuesta u obtenida después de la
modificacion de los grupos amino de la proteina mediante SPDP, por

ejemplo) — sacarido-S-S-Prot.

2
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Sacarido-COOH + EDAC + NH,—SH — sacarido—SH +
maleimida-Prot (modificacién de los grupos 'amino_) — conjugado.

Sacarido-aldehido + NH2—NH, — sacarido—NH, + EDAC +
COOH-Prot —» conjugado.

Nota: En lugar de EDAC anteriormente, se puede utilizar cualquier
carbodimida adecuada. |

En resumen, los tipos de grupos quimicos de proteinas
portadoras que se pueden utilizar en general para el acoplamiento
con un sacarido son los grupos amino (pbr ejemplo, sobre los
residuos de lisina), los grupos,k COOH (por ejemplo, sobre los
residuos de acido aspartico y acido glutamico), Yy los grupos SH (si
son accesibles) (por ejempllo, sobre los residuos de cisteina).

En una modalidad, el sacarido de Hib, cuando esta presente, se
conjuga con la proteina portadora utilizando CNBr, o CDAP, o una
combinacion de CDAP y la quimica de carboxi-imida (tal como
EDAC), o una combinacién de CNBr y la quimica de carbodimida (tal
como EDAC). Opcionalmenté, Hib se conjuga utilizando CNBr y la
quimica de carbodimida, opcionalmente EDAC. Pdr ejemplo, se
utiliza CNBr para unir el sacarido y el enlazante, y luego se utiliza la
quimica de carbodimida para unir el enlazante con la proteina
portadora.

En una modalidad, cuando menos uno de los sacaridos
capsulares de N. meningitidis ( o los sacaridos en general) se
conjuga directamente con una proteina portadoré; opcionalmente se

conjugan los sacaridos MenW y/o MenY y/o MenC directamente con

D3



10

15

20

25

25

una proteina portadora. Pof ejemplo, se enlazan directamente MenW,
MenY; MenC; MenW y MenY; MenW y MenC; MenY y MenC; o MenW,
MenY y MenC, con la proteina portadora. Opcionalmente, cuando
menos uno de los sacaridos capsulares de N. meningitidis 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, todos los sacaridos
capsulares de N. meningitidis se conjugan con el toxoide de tétanos.

En una modalidad, la proporcién del sacarido MenW y/o Y a la
proteina portadora es de entre 1:0.5 y.1:2 (peso/peso), y/o la
proporcién del sacarido MenC a la proteina po'rtadora es de entre
1:0.5 y 1:4, o de entre 1:0.5 y 1:1.5 (peso/peso), en especial en
donde estos sacaridos se enlazan directaménte con la proteina,
utilizando opcionaimente CDAP.

En una modalidad, cuando menos uno de los sacaridos
capsulares de N. meningitidis (6 los sacaridos en gen'eral)vse
conjuga con la proteina poriadora por medio de un enlazante, por
ejemplo un enlazante bifuncional. El enlazante opcionalmente es
heterobifuncional u homobifuncional, teniendo, por ejemplo, un grupo
amina reactivo y un grupo de acido carboxilico reactivo, dos grupos
amina reactivos o dos grupos de acido carboxilico reactivos. EI
enlazante, por ejemplo, tiene éntre 4y 20, entre v4 y 12, entre 5y 10

atomos de carbono. Un posible enlazante es ADH.
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En una modalidad, se conjuga MenA; MenC: o MenA y MenC,
con una proteina portadora (por ejemplo, toxoide de tétanos) por
medio de un enlazante.

En una modalidad, se conjuga cuando menos un sacarido de N.
meningitidis con una proteina portadora por medio de un enlazante,
utilizando CDAP y EDAC. Por ejemplo, MenA; MenC; o MenA y MenC
se conjugan con una proteina por medio de un enlazante (por
ejemplo, aquéllos con dos grupos hidraziﬁo en sus extremos, tales
como ADH), utilizando CDAP vy EDAc; 6omo se describe
anteriormente. Por ejemplo, se utiliza CDAP para conjugar el
sacarido con un enlazante; y se utiliza EDAC para conjugar el
enlazante con una proteina. Opcionalmente, la conjugacién por
medio de un enlazante 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, o de entre 1:2 y 1:4, para MenA; MenC; o MenA y MenC.

En una modalidad, el sacarido capsular MenA, cuando esta
presente, esta cuando me‘nos parciaimente 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 repeticion estan O-acetiladas cuando
menos en una posicion. La O-acetilaciéon, por ejemplo, esta presénte
cuando menos en la posiciéh O-3 de cuando menos el 50 por ciento,
el 60 por ciento, el 70 por ciento, el 80 bor ciento, el 90 por ciento,
el 95 po‘r ciento, o el 98 por ciento de las unidades de repeticion.

En una modalidad, el sacarido capsular MenC, cuando esta
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presente, estd 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
repeticién NeuNAc ehlazadas con (a2-9)— estan O-acetiladas en
cuando menos una o dos posiciénes. La O-acetilacion esta presente,
por ejemplo, en la posicién 0-7 y/u O-8 de 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.

En una modalidad, el sacarido capsular MenW, cuando esta
presente, estda cuando menos parcialmente O-acetilado, de tal
manera que cuando menos el 30 por cie‘nto, 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 estdn O-acetiladas en cuando menos una o dos
posiciones. La O-acetilacion esta presente, por ejemplo, en la
posicién O-7 y/u 0O-9 de 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.

En una modalidad, el sacarido capsular .MenY, cuando esta
presente, estd cuando menos parcialmente O-acetilado, de tal
manera que cuando menos el 20 por ciento, el 30 por ciento, el 40

por ciento, el 50 por ciento, el 60 por ciento, el 70 por ciento, el 80
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por ciento, el 90 por ciento, el 95 por ciento, o el 98 por ciento de las
unidades de répeticién estan O-acetiladas en cuando menos una o
dos posiciones. La O-acetilacion esta presente en la posicién 7 y/o 9
de cuando menos el 20 por ciento, 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.

El porcentaje de O-acetilacion se refiere al porcentaje de las
unidades de repeticion que contienen O-acetilaciéon. Esto se puede
medir en el sacarido antes de conjugarse, y/o después de la
conjugacion.

En una modalidad @ de la invencién', la composicion
inmunogeénica, el sacarido presente, o cada sacarido capsular de N.
meningitidis presente, se conjuga con TT. En una modalidad
adicional, cada sacarido capsular de N. meningitidis se conjuga por
separado con una proteina portadora separada. En una modalidad
adicional, cada conjugado de s-acérido capsular de N. meningitidis
tiene una proporcién del sacarido:portadora de 1:5 a 5:1, o de 1:1 a
1:4 (peso/peso). En una modalidad adicional, cuando menos uno,
dos, o tres conjugados de sacaridos capsulares de N. meningitidis se
conjugan directamente con una proteina portadora.. En una
modalidad adicional, MenW y/o MenY, MenW y/o MenC, MenY y/o
MenC, o MenW y MenC y MenY , se conjugan directamente con una
proteina portadora. En una modalidad adicional, cuando menos uno,

dos, o tres conjugados de sacaridos de N. meningitidis se conjugan
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directamente mediante la quimica de CDAP. En una modalidad
adicional, la proporcién del sacarido MenW y/o MenY a la proteina
portadora es de entre 1:0.5 y 1:2 (peso/peso). En una modalidad
adicional, la proporcién del sacarido MenC a la proteina portadora es
de entre 1:0.5 y 1:2 (peso/peso). En una modalidad adicional, cuando
menos uno, dos, o tres sacaridos capsulares de N. meningitidis se
conjugan con la proteina portadora por medio de un enla_zante (el
cual puede ser bifuncional, tal como teniendo dos grupos amino
reactivos (tales como ADH), o dos grupos carboxilo reactivos, o un
grupo amino reactivo en un extremo y un grupo carboxilo reactivo en
el otro). El enlazante puede tener entre 4 y 12 -atomos de carbono.
En una modalidad adicional, el o cada sacarido cépsular de N.
meningitidis conjugado por medio de un enlazante se conjuga con el
enlazante con la quimica de}CDAP. En una modalidad adicional, la
proteina portadora se conjuga con el enlazénte utilizando la quimica
de carbodimida, por ejemplo, utilizando EDAC. En una modalidad
adicional, el o cada sacarido capsular de N. meningitidis se conjuga
con el enlazante antes de que se conjugue la proteina portadora con
el enlazante. En una modalidad adicional, se conjuga MenA con una
proteina portadora por med.io de un enlazante (la proporcion del
sacarido MenA a la proteina portadora puede ser de entre 1:2 y 1:5
(peso/peso)). En una modalidad adicional, se conjuga .MenC con una
proteina portadora por medio de un enlazante (la proporcién del

sacarido MenC a la proteina portadora puedé ser de entre 1:2 y 1:5

(peso/peso)).
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Los inventores también han observado que el enfoque de la
técnica ha sido utilizar 6Iigosacéridos para una facilidad de
produccion de conjugados. Los inventores han encontrado que,
mediante la utilizacién de Conjugados de polisacaridos nativos o

ligeramente dimensionados, se pueden hacer realidad una o mas de

las siguientes ventajas: 1) un conjugado que tiene una alta

inmunogenicidad que se puede filtrar a través de un filtro de 0.2
micras; 2) se puede mejorar la memoria inmune (como en el Ejemplo
3); 3) la alteracién de la proporcién del polisacarido a la proteina én
el conjugado, de tal manera que la proporcién del polisacarido a la
proteina (peso/peso) en el conjugado se puede aumentar (esto puede
dar como resultado una reduccién del .efecto de supresion de la
portadora); 4) los conjugados inmunogénicos susceptibles a
hidrélisis (tales como los cohjugados de MenA) se pueden estabilizar
mediante el uso de polisacaridos mas grandes para la conjugacidn.
El uso de polisacaridos mas grandes puede dar como resultado
mayor reticulacién con la portadora conjugada, y puede disminuir la
liberacion de sacarido libre desde el conjugado. Las vacunas
conjugadas descritas en la técnica anterior tienden a despolimerizar
los polisacaridos antes de la conjugacion, con el objeto de mejorar la
conjugacion. Los presentes inventores han encontrado que las
vacunas conjugadas meningocoécicas (o de sacaridos) que retengan
un mayor tamafio del sacarido, pueden proporcionar una buena
respuesta inmune contra la enfermedad meningocécica.

La composicion inmunogénica de la invencién, por lo tanto,

D
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puede comprender uno o mas cdnjugados de sacaridos, en donde el
tamafio promedio de cada Sacérido antes de la conjugécién es mayor
de 50 kDa, de 75 kDa, de 100 kDa, de 110 kDa, de 120 kDa, o de
130 kDa. En una modalidad, el conjugado después de la conjugacioén
debe ser facilmente filtrable a través de un filtro de 0.2' micras, de tal
manera que se obtenga un rendimiento de mas del 50, del 60, del 70,
del 80, del 90, o del 95 por ciento después de la filtracion,
comparandose con la muestra antes de la filtracién.

En particular, la composicién inmunogénica de la invencién
comprende sacaridos 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 e! tamafo
promedio (peso molecular promedio en peso; Mw) de cuando menos
uno, dos, tres, o cuatro de cada sacarido de N. meningitidis es mayor
de 50 kDa, 60 kDa, 75 kDa; 100 kDa, 110 kDa, 120 kDa, 6 130 kDa.

La composicidon inmunogénica puede comprender sacaridos
capsulares de N. meningitidis a partir de cuando menos uno, dos,
tres, o cuatro de los serogrUpoé A, C, W, eY, conjugados con una
pro'teina portadora, en donde cuando menos uno, dos, tres,'o cuatro
0 cada uno de los sacaridos de N. meningitidis, es un sacarido nativo
o esta dimensionado por un factor de hasta x2, x3, x4, x5, x6, x7, x8,
X9, o x10 en relacién con el peso molecular promedio en peso del
polisacéarido nativo.

Para los propésitos de la invencion, “poli»saca’ridp nativo” se

refiere a un sacarido que no se ha sometido a un proceso, cuyo
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propésito sea reducir el tamafo del sacarido. Un polisacarido se
puede llevar a reducir ligeramente en su tamafio durante los
procedimientos de purificacién normales. Este sacarido todavia es
nativo. Solamente si el polisacarido se ha sometido a técnicas de
dimensionamiento, entonces el polisacarido no se consideraria
nativo.

Para los propésitos de la invencion, “dimensionado por un
factor de hasta x2” significa que el sacarido se somete a un proceso
pretendido para reducir el tamanio del sacérido, pero para retener un
tamafio mayor de la mitad del tamaio del polisacarido nativo. x3, x4,
etc. se deben interpretar de la misma manera, es decir, el sacarido
se somete a un proceso. pretendido para reducir el tamarfo del
polisacarido, pero para retener un tamafio mayor de una tercera
parte, una cuarta parte, etc., del tamarfo del polisacarido nativo.

En un aspecto de la invencion, la composicién inmunogénica
comprende sacaridos capsulares de N. menihgitidis 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 sacarido de N. meningitidis es un
polisacarido nativo.

En un aspecto de la invencién, la composicién inmunogénica
comprende sacaridos 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 sacarido de N. meningitidis se
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dimensiona por un factor de hasta x1.5, x2, x3, x4, x5, x6, X7, x8, x9,
6 x10.

Las composiciones inmunogénicas de la invencién comprenden
opcionalmente conjugados de: sacarido capsular del serogrupo C de
N. meningitidis (MenC), sacarido capsular del serogrupo A (MenA),
sacarido capsular del serogrupo W135 (MenW), sacarido capsular del
serogrupo Y (MenY), sacaridos capsulares de los serogrupos C e Y
(MenCY), sacaridos capsulares de los serogrupos C y A (MenAC),
sacaridos capsulares de los serogrupos C y W (MenCW), sacaridos
capsulares de los serogrupo's A e Y (MenAY), s'acéridos capsulares
de los serogrupos A y W (MenAW), sacaridos capsulares de los
serogrupos W e Y (MenWY), sacaridos cap_su‘lares de los serogrupos
A, C, y W (MenACW), sacaridos capsulares de los serogrupos AC, C,
e Y (MenACY); sacérid'os capsuiares de los serogrupos A, W135 e Y
(MenAWY), sacaridos capsulares de los serogrupos C, W135, e Y
(MenCWY); o sacaridos capsulares de los serogrupos A, C, W135, e
Y (MenACWY). Esta es la definicion de “uno, dos, tres, o éuatro”, o]
“cuando menos uno de” de los serogr_upos-A', C, W, eY, ode cada
sacarido de N. meningitidis, cuando se mencionan en la presente.

En una modalidad, tamafo promedio de cuando menos uno,
dos, tres, o cuatro o cada sacarido de N. meningitidis 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 1,5()0 kDa, de entre 101 kDa y 500 kDa, de
entre 101 kDa y 300 kDa, como se determine mediante_MALLS.

En una modalidad, el sacarido MenA, cuando esta presente,

be
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tiene un peso molecular de 50 a 500 kDa, de 50 a 100 kDa, de 100 a
500 kDa, de 55 a 90 kDa, de 60 a 70 kDa, o de 70 a 80 kDa o de 60
a 80 kDa. |

En una modalidad, el sacarido MenC, cuando esta presente,
tiene un peso molecular de 100 a 200 kDa, de 50 a 100 kDa, de 100
a 150 kDa, de 110 a 130 kDa, de 150 a 210 kDa, o de 180 a 210 kDa.

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

En una modalidad, el sacarido MenW, cuando esta presente,
tiene un peso molecular de 60 a 190 kDa, de 70 a 180 kDa de 80 a
170 kDa, de 90 a 160 kDa,, de 100 a 150 kDa, de 110 a 14Q kDa, de
50 a 100 kDa, o de 120 a 140 kDa.

El peso molecular, o el peso molecular promedio de Aun
sacarido, se refiere en la presente al peso molecular promedio en
peso (Mw) del sacarido, medido antes de la conjugacion, y se mide
mediante MALLS.

La técnica MALLS es bien conocida en eéte campo, Yy
tipicamente se lleva a cabo bomo se describe en el Ejemplo 2. Para
el analisis MALLS vde_ los sacaridos méningocécicos, se pueden
utilizar dos columnas (TSKG6000 y 5000PWxI) en combinacidn, y los
sacaridos se eluyen en agua. Los sacaridos se detectan utilizando un

detector de dispersion de luz (por ejemplo, Wyatt Dawn DSP
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equipado con un dispositivo de laser de argén de 10 mW a 488
nandmetros), y un refractémetro inferométrico (por ejemplo, Wyatt
Otilab DSP, equipado con Llna celda P100,.y un filtro rojo a 498
nandémetros). |

En una modalidad, los sacaridos de N. meningitidis son
polisacaridos nativos, o polisacaridos nativos que se han reducido en
su tamafo durante un proceso de extraccién normal.

En una modalidad, los sacaridos de N. meningitidis se
dimensionan mediante disociacién mecéanica, por ejemplo mediante
microfluidizacidén o sonicacién. La microfluidizacion vy sonicaCién
tienen la ventaja de disminuir el tamafo de los polisacaridos nativos
mas grandes suficientemente para proporcidnar un conjugado
filtfable (por ejemplo, a traves de un filtro de 0.2 micras). El
dimensionamiento es por un factor no mayor de x20, x10, x8, x6, x5,
x4, x3, x2, 6 x1.5.

En una modalidad, la'composicién inmunogénica comprende
conjugados de N. meningitid'is que se hacen a partir de una mezcla
de polisacaridos nativos Yy sacléridos que se dimensionan por un
factor de no mas de x20. Por:ejemplo, los sacaridos a partir de MenC
y/o MenA son nativos. Por ejemplo, los sacaridos de MenY y/o MenW
se dimensionan por un factor no mayor de x20, x10, x8, x6, x5, x4,
x3, 6 x2. Por ejemplo, una compbsicién inmunogénica comprende un
conjugado hecho de MenY y/o MenW y/o MenC y/o MenA, que se
dimensiona por un factor no mayor de x10, y/o se microfluidiza. Por

ejemplo, una composicion inmunogénica contiene un conjugado
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hecho de MenA y/o MenC y/o MenW y/o MenY nativos. Por ejemplo,
una composicion inmunogénica comprende un conjugado hecho de
MenC nativo. Por ejemplo, una composicioén inmunogénica
comprende un conjugado vhecho de MenC nativo y MenA que se
dimensiona por un factor no mayor de x10, y/o se microfluidiza. Por
ejemplo, una composicion inmunogénica comprende un conjugado
hecho de MenC nativo.y MenY que se dimensiona por un factor no
mayor de x10 y/o se microfluidiza.

En una modalidad, la polidispersidad del sacarido es de 1 a
1.5 de1a13,de1as 1.2, de1a 1.1, o de 1 a2 1.05,y después de
la conjugacién con una proteina portadora, la polidispersidad del
conjugado es de 1.0 a 2.5, de 1.0 a 2.0, de 10a 1.5, de 1.0 a 1.2,
de 1.5 a 2.5 de 1.7 a 2.2, o de 1.5 a 2.0. Todas las mediciones de
polidispersidad son mediante MALLS.

Los sacaridos opcionalmente se dimensionan hasta 1.5, 2,4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18, 6 20 veces desde el tamafio del polisacarido
aislado de la bacteria.

En una modalidad, cada sacarido de N. meningitidis es un
polisacarido nativo, o bien se dimensiona por un factor no mayor de
x10. En una modalidad adicional, cada sacarido capsular de N.
meningitidis es un polisacarido nativo. En una modalidad édicional,
cuando menos uno, dos, tres, o cuatro sacaridos capsulares de N.
meningitidis se dimensionan mediante microfluidizacion. En una
modalidad adicional, cada sacarido capsular de N. meningitidis se

dimensiona por un factor no mayor de x10. En una modalidad
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composicién inmunogénica comprende un sacéfido capsular MenW
que tiene un tamafo promedio mayor de 50 kDa, de 75 kDa, o de
entre 60 y 190 kDa, de entre 70 y 180 kDa, de entre 80 y 170 kDa, o
de entre 90 y 160 kDa, o de entre 100 y 150 kDa, o de entre 140 y
180 kDa, de entre 150 y 170 kDa, o de entre 110 y 140 kDa.

La composicion inmunogénica de |la invencion puede
comprender un sacarido capsular de H. influenzae b (Hib) conjugado
con una proteina portadora. Este se puede conjugar con una proteina
portadora seleccionada a pértir del grupo que consiste en TT, DT,
CRM197, fragmento C de TT, y proteina D, por ejemplo TT. EI
sacarido de Hib se puede conjugar con la misma proteina portadora
gue cuando menos uno, dos, tres, o todos los. conjugados de
sacaridos capsulares de N. meningitidis, por ejemplo TT. La
proporcion de Hib a la proteina portadora en el conjugado de
sacarido capsular de Hib, puede ser de entre 1:5 y 5:1 (peso/peso),
por ejemplo de entre 1:1 y 1:4, ’d.e entre 1:2 y 1:3.5, o de alrededor
de1:3 (peso/peso). El sacarido capsular de Hib se puede conjugar
con la proteina portadora por medio de un enlazante (véase
anteriormente). 'EI enlazante puede ser bifuncional (con dos grupos
amino reavctivos, tales como ADH, o dos grupos de acido carboxilico
reactivos, o un grupo amino reactivo en uh extremo, y un grupo de
acido carboxilico reactivo en el otro extrémo). Puede tener entre 4 y
12 atomos de carbono. El sacarido de Hib se puede conjugar con la
proteina portadora o con el enlazante utilizando CNBr 6 CDAP. La

proteina portadora se puede conjugar con el sacarido de Hib por
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medio del enlazante, empleando un método que comprenda la
quimica de carbodimida, por ejemplo la quimica de EDAC (y por lo
tanto, utilizando el grupo quimico de carboxilo sobre la portadora).
La dosis del conjugado de sacarido de Hib puede ser de entre 0.1y 9
microgramos, de entre 1 y 5 microgramos, ©0 de entre 2 y 3
mi.crogramos del sacarido. |

En una modalidad adicional, la composicién inmunogénica de la
invencion comprende un conjugado de sacarido de Hib, y cuando
menos dos conjugados de sacaridos de N. meningitidis, en donde el
conjugado de Hib esta pre_sente‘ en una dosis dé sacarido mas baja
que la dosis de sacarido promedio de los cﬁaﬁdo menos dos
conjugados de sacaridos de | N. meningitidis. De wuna 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 de N. meningitidis. Por
ejemplo, la dosis del conjugado de Hib puede ser 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 ciehto, 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 de N. meningitidis
adicionales. |

La dosis promedio se determina sumando las dosis de todos los
sacaridos adicionales, y dividiendo entre el numero de sacaridos
adicionales. Los sacaridos adicionales son todos los sacaridos

dentro de la composicién inmunogénica, aparte de! Hib, y pueden
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incluir los sacaridos capsulares de N. meningitidis. La “dosis” es la
cantidad de composicion inmunogénica 0 vacuna que se adrﬁinistra a
un ser humano.

Un sacarido de Hib es el polisacarido capsular de poli-fosfato
de ribosilo de Haemophylus influenzae tipo b, o un oligosacarido
derivado del mismo. |

Cuando menos dos conjugados de sacaridos bacterianos
adicionales significan dos conjugados ‘de sacaridos bacterianos
adicionales, en adicion a un conjugado de Hib. Los dos conjugados
bacterianos adicionales pueden incluir los conjugados de sacaridos
capsulares de N. meningitidis.

Las composiciones inmunogénicas de la invencién pueden
comprender conjugados de sacaridos adicionales derivados a partir
de uno o mas de Neisseria meningitidis, Stre.ptoboccus pneumoniae,
Estreptococos Grupo A, Estreptococos Grupo B, S. typhi,
Staphylococcus aureus & Staphylococcus epidermis. En una
modalidad, la composicién inmunogénica comprende sacaridos
capsulares derivados a .partir de uno o mas de los serogrupos A, C,
W135, e .Y de Neisseria meningitidis. Una modalidad adicional
comprende sacéaridos capsulares derivados a partir de Streptococcus
pneumoniae. Los antigenos de sacaridos capsulares neumococicos
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 (opcionélmente a partir de los serotipos 1, 2, 3,

4 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, y 23F). Una modalidad adicional
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comprende los sacaridos capsulares Tipo '5, Tipo 8, o 336, de
Staphylococcus aureus. Una modalidad adicional comprende los
sacaridos capsulares Tipo |, Tipo II, o Tipo |lIl de Staphylococcus
epidermidis. Una modalidad adicional comprende el sacarido Vi de S.
typhi. Una modalidad adiciohal comprende los sacaridos capsulares
Tipo la, Tipo lc, Tipo Il, Tipo lll, o Tipo V de estreptococos del Grupo
B. Una modalidad adicional -comprende los sacaridos capsulares de
estreptococos del Grupo A, opcionalmente comprendiendo ademas
cuando menos una proteina M, y opcionalmente multiples tipos de
proteina M.

Las composiciones inmunogénicas de la in\)encién también
pueden comprender una vacha de DTPa 6 DTPw (por ejemplo, una
que contenga DT, TT, y ya sea ubna vacuna de tosferina de células
enteras (Pw), o bien una vacuna de tosferina 'acelular (Pa)
(comprendiendo, por ejemplo, toxoide de tosferina, FHA, pertactina,
y opcionalmente aglutinéginas 2 y 3). Estas combinaéiones también
pueden comprender una vacuna contra hepatitis B (por ejemplo,
pueden comprender antigeno superficial de hepatitis B [HepB],
opcionalmente adsorbido sobre fosfato de aluminio). En wuna
modalidad, la composiciéon inmunogénica de la invencion comprende
una vacuna de DTPwHepBHibMenAC, en donde el componente
HibMenAC es como se descri'be anteriormente.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion comprenden
opcionalmente antigenos virales adicionales que confieren proteccién

contra la enfermedad causada por sarampion y/o paperas y/o rubéola
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y/o varicela. Por ejemplo, la composicién inmunogénica de la
invencion contiene antigenos de sarampion, paperas, y rubéola
(MMR), o de sarampion, paperas, rubéola y varicela (MMRYV). En una
modalidad, estos antigenos virales estan opcionalmente presentes
en el mismo recipiente que los conjugados meningococicos y/o de
sacaridos de Hib. En una modalidad, estos antigenos virales estan
liofilizados.

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 un polisacarido
dimensionado u oligosacéridb derivado del mismo, el cual se puede
conjugar con una proteina portadora. El antigeﬁo es opcionalmente
una preparacion de vesicula de membrana externa de N. meningitidis
serogrupo B, como se descrivbe en las Patentes Numeros EP301992,
WO 01/09350, WO 04/14417, WO 04/14418, y WO 04/14419.

En general, la composiciéon inmunogénica de la invencion puede
comprender una dosis de cada conjugado de sacarido, de entre 0.1 y
20 microgramo.s, de entre 2 y 10 microgramos, de entre 2 y 6
microgramos, o de entre 4 y 7 microgramos de sacarido.

En una modalidad, la composicic’ml inmunogénica de la
invencién contiene cada sacérido capsular de N. meningitidis en una
dosis de entre 0.1 y 20 microgramos; de entre 1 y 10 microgramos;
de entre 2 y 10 microgramos; de entre 2.5 y 5 microgramos; de

alrededor o exactamente 5 -microgramos; o de alrededor o
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exactamente 2.5 microgramos. En una modalidad, la composicion
inmunogénica de la invencion -comprende MenA, MenC, MenW, y
MenY (opcionalmente conjugados con toxoide de tétanos), en dosis
de 2.5, 2.5, 2.5, 2.5, y 2.5 microgramos, respectivamente, de 5, 5, 5,
y 5 microgramos, respectivamente, o de 5, 5, 2.5y 2.5 microgramos,
respectivamente.

En una modalidad, la composicion infnunogénica de la
invencién, por ejemplo, contiene al conjugadé de sacarido de Hib en
una dosis de sacarido de entre 0.1 y 9 microgramos; de entre 1y 5
microgramos, o de entre 2 y 3 microgramos, o €en alrededor o
exactamente 2.5 microgramos. En una modalidad adicional, la
composicién inmunogénica de la invencion contiene, por ejemplo, al
conjugado de sacarido de Hib en una dosis de 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 conjugados de polisacaridos de N. meningitidis en una
dosis de sacarido de entre y 20 microgramos, de entre 3 y 10
microgramos, o de entre 4 y 7microgramos, O de alrededor o
exactamente 5 microgramos.

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

| En una modalidad, la composicion inmunogénica de la
invencién puede contener'u_r'\a dosis de sacarido del conjugado de

sacarido de Hib que sea, por ejemplo, menor del 90 por ciento, del
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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
cuando menos dos, tres, cuatro, o cada uno de los conjugados de
sacaridos de N. meningitidis. La dosis de sacarido del sacarido de
Hib es, por ejemplo, de entre el 20 por ciehto y el 60 por ciento, de
entre el 30 por ciento y el 60 por ciento, de entre el 40 y el 60 por
ciento, o de alrededor o exactamente del 50 por ciento del sacarido
promedio de cuando menos dos, tres, cuatro, o cada uno de los
conjugados de sacaridos de N. meningitidis.

En una modalidad, la composicién inmunogénica de la
invencion contiene una dosis de sacarido del conjugado de sacarido
de Hib que 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 dosivs de sacarido mas baja de los cuando
menos dos, tres, cuatro, o céda uno de los conjugados de sacaridos
de N. meningitidis. 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, tres, cuatro, o cada uno
de los conjugédos de sacaridos de N. meningitidis.

En una modalidad. de la invencién, la dosis de sacarido de cada

uno de los cuando menos dos, tres, cuatro, o cada uno de los
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conjugados de sacaridos de N. meningitidis es opcionalmente igual,
o aproximadamente igual.

Los ejemplos de las composiciones inmunogénicas de la
invenciéon, son las composiciones que consisten en, o0 que
comprenden:

Un conjugado de Hib y un conjugado de MenA y un conjugado
de MenC, opcionaimente 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).
Opcionaimente, la dosis de sacarido de MenA es mayor que la dosis
de sacarido de MehC.

Un conjugado de Hib vy 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
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 c.onjugado
de MenW, opcionaimente 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.
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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, 1:5:5., 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/p.eso). Opciohalmenté la dosis de
sacarido de MenY es mayor que la dosis de sacarido de MenW.

MenA, MenC, MenW, y MenY, en proporciones de dosis de
sacaridos de 1:1:1:1 o de 2:1:1:1 o de 1:2:1:1 o de 2:2:1:1 o de
1:3:1:1 o de 1:4:1:1 (peso/peso). | |

Un aspecto adicional.de la invencioén eé una vacuna que
comprende la composicién inmunogénica de la invencién, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la composic;ién inmunogénica de la
invencidén se ajusta o se regdla hasta entre un pH de 7.0y 8.0, un pH
de 7.2 y 7.6, o alrededor o‘exactamente un pH de 7.4.

La composiciéon inmunogénica o las vacunas de la invencion
opcionalmente se liofilizan en la presencia de un agente
estabilizante, por ejemplo unvpoliol, tal como sacarosa o trehalosa.

Opcionalmente, la composicién inmunogénica o vacuna de la
invencion contiene una cantidad de un adyuvante suficiente para

mejorar la respuesta inmune al inmundégeno. Los adyuvantes
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adecuados incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio (fosfato
de aluminio o hidroxido de aluminio), mezclas de escualeno (SAF-1),
péptido de muramilo, derivados de saponina, preparaciones de pared
celular de micobacterias, monofosforil-lipido A, derivados de acido
micolico, tensoactivos de copolimeros de bloques no idnicos, Quil A,
subunidad B de toxina de coélera, polifosfaceno y derivados, y
complejos inmunoestimulantes (ISCOMs), tales como los descritos
por Takahashi y colaboradores (1990) Nature 344:873-875.

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

Como con todas las composiciones inrhunogénicas 0 vacunas,
las cantidades inmunolégicamente efectivas de los inmunodgenos se
deben determinar empiricamente. Los factores que se deben
considerar incluyen la inmunogenicidad, ya sea o no que el
inmunégeno vaya a formar complejo | con, O se vaya a unir
covalentemente a, un adydvante o a una proteina portadora o a otro
portador, las vias de administraciéon, y el numero de vdosificacio.nes
inmunizantes que se vayan a administrar.

El agente activo puede estar presente en diferentes
concentraciones en la composicion farmacéutica o en la vacuna de la
invencién. Tipicamente, la concentracién miﬁima 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.

Ab
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Por ejemplo, la cantidad minima de un agente terapéutico, es
opcionalmente una que proporcione una sola dosificacion
terapéuticamente efectiva. _ Para las sustancias bioactivas, Ia
concentracién minima es una cantidad necesaria para la bioactividad
después de la reconstitucion, y la concentracion maxima esta en el
punto en donde no se puede mantener una suspensiéon homogénea.
En el caso de las unidades de una sola dosis, la cantidad es aquélla
de una sola aplicacion terapéutiéa. En términos generales, se espera
que cada dosis comprendera de 1 a 100 microgramos de antigeno de
proteina, por ejemplo de 5 a. 50 micrbgramos, o de 5 a 25
microgramos. Por ejemplo, las dosis de los sacaridos bacterianos
son de 10 a 20 microgramos, de 5 a 10 microgramos, de 2.5 a 5
microgramos, o de 1 a 2.5 microgramos de sacarido en el conjugado.

Las preparaciones de vacuna de la ‘presente invencién se
pueden utilizar para proteger o tratar a un mamiferd (por ejemplo, a
un paciente humano) susceptible a la infeccion, por medio de la
administracion de la vacuna mediante la via sistémica o mucosa. Un
paciente humano es opcionalmente un bebé (de menos de 12 meses
de edad), un nifio que empieza a andar (de 12 a 24, o de 12 a 16, o
de 12 a 14 meses de edad), un nifio (de 2 a ﬁO, de 3 a8 ode3 ab
afios de edad), un adolescente (de 12 a 21, de 14 a 20, o de 15 a 19
afios de edad), o un adulto. Estas administraciones pueden incluir
inyeccién mediante las vias intramuscular, intraperitoneal,
intradérmica, o subcutanea; o mediante édministracic’)n mucosa a los

tractos oral/alimentario, respiratorio, genitourinario. Se prefiere la

2
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administraciéon intranasal de las vacunas para el tratamiento de
neumonia u otitis media (debido a que se puede prevenir mas
efectivamente la portacién nasofaringea de neumococos, atenuando
de esta manera la infeccién en su etapa mas temprana). Aunque la
vacuna de la invencién se pued'e administrar como una sola dosis,
los componentes de la misma’ tampién se pueden co-administrar
juntos al mismo tiempo o 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
administracién de wuna vacuna de proteina bacteriana para
coordinacion éptima de las respuestas inmunes una con respecto a
la otra). En adicién a una sola via de administracién, se pueden
emplear dos vias de administraciéon diferentes. Por ejemplo, los
antigenos virales se pueden administrar ID (intradérmicamente),
mientras que las proteinas bacterianas se pueden administrar |M
(intramuscularmente) o |IN (intranasalmente). Si hay sacaridos
presentes, se pueden administrar intramuscularmente (o

intradérmicamente), y las proteinas bacterianas se pueden

administrar intranasalmente (o intradérmicamente). En adicion, las

vacunas de la invenciéon se pueden administrar intramuscularmente
para las dosis de preparacion, e intranasalmente para las dosis de
refuerzo. |

La preparacidén 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

16
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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 administracion concomitante o en secuencia, el cual comprende
dos composiciones inmundgénicas multivalentes para conferir
proteccién en un hospedero contra la enferrﬁedad causada por
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
diphtheriae, y Neisseria meningitidis, y opcionalmente Haemophilus
influenzae. 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:

una composicién inmunogénica de la invencién como se
describe anteriormente (por ejemplo, aquéHas que comprenden las
combinaciones de conjugados de sacaridos Men o HibMen).

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

proteccién en un hospedero contra las enfermedades causadas por

Streptococcus pneumoniae, y Neisseria meningitidis, y
opcionalmente Haemophilus influenzae. Por ejemplo, el Kit
comprende opcionalmente un primer recipiente que comprende:

uno o mas conjugados de una proteina portadora, y un sacarido
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capsular a partir de Streptococcus pneumoniae [en donde el sacarido
capsular es opcionalmente a partir de un serotipo neumococico
seleccionado a partir del grupo que consiste én 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:

una composicion inm.unogénica de la invencién como se
describe anteriormente (por ejemplo, aquéllas que comprenden las
combinaciones de cbnjugados de sacaridos Men o HibMen).

Los ejemplos del conjugado de Hib vy .Ios conjugados de
polisacaridos de N. meningitidis son como se describen
anteriormente.

Tipicamente, la vacuna de Streptococcus pneumoniae en el kit
de vacuna de la presente invencion (o en cualquiera de blas
composiciones inmunogénicas de la invencion descritas
anteriormente) comprendera antigenos de sacaridos (opcionalmente
conjugados), en donde los sacaridos 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.
Opcionalmente, se incluyen cu.ando 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 composiciéon, por ejemplo cuando menos 10, 11,

0
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12, 13, 6 14 serotipos. Por ejemplo, la composicion en una
modalidad incluye 10 u 11 sacaridos capsulares derivados a partir de
los serotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F, y
opcionalmente 3 (todos opcionalmente  conjugados). En una
modalidad de la invencion, se incluyen cuando menos 13 antigenos
de sacaridos (opcionalmente conjugados), aunque la invencion
también contempla antigeno.s de sacaridos adicionales, por 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, 19F, 20, 22F, 23F y 33F).

Los sacaridos neumocdcicos se conjugan independientemente
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 iﬁvencién comprenden
un tercer componente. Por éjemplo, el kit comprende opcionalmente
un primer recipiente que comprende uno o més de:

toxoide de téténos (TT),

toxoide de difteria (DT), y

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 neumococico
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,

@l
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23F y 33F],

y un tercer recipiente,. el cual comprende:

una composicion inmunogénica de la invencién, como se
describe anteriormente (por ejemplo aquéllas que comprenden las
combinaciones de conjugados de sacaridos Men o HibMen).

Un aspecto adicional de la invencién es un proceso para la
fabricacién de la composicion inmunogénica o vacuna de |la
invencion, el cual comprende el paso de mezclar los sacaridos de la
invencion, por ejemplo mezclar los sacaridos capsulares de N.
meningitidis, a partir de cuando menos uno, dos, tres, o los cuatro
serogrupos A, C, W, e Y, conjugados con una proteina portadora,
con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional de la invencién es un método para
inmunizar a un hospedero humano contra una enfermedad causada
por bacterias, por ejemplo N. meningitidis, y opcionavlmente infeccién
por Haemophylus influenzae, el cual comprende administrar al
hospedero una dosis inmunoprotectora de |la composicion
inmunogénica o vacuna o kit de la invencién, opcionalmente
utilizando una sola dosis.

Un aspecto independiente de la invencién es un método para
inmunizar a un hospedero humano <con una composicion
inmunogénica que comprende cuando menos dos conjugados de
sacaridos capsulares de N. »meningitidis diferentes seleccionados a
partir del grupo que consiste en los serogrupos A, C, WeY

(opcionalmente MenA, C, W, e Y), en donde la administracién de una

o2
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sola dosis (opcionalmente a adolescentes, adultos, o nifios) da como
resultado una prueba de sangre tomada un mes después de la
administracion que da mas del 50 por ciento, del 60 por ciento, del
70 por ciento, del 80 por ciento, del 90 por ciento, o del 95 por ciento
de respondentes en un ensayo de SBA que mida los niveles de
respuesta contra MenA, MenC, MenW, y/o MenY. Opcionalmente, el
ensayo de SBA es como se describe en el Ejemplo 9, con eI‘
respondente evaluado como se describe en el Ejemplo 9.

Un aspecto independiente adicional de la invencién es una
composicién inmunogénica que comprende los conjugados de MenA,
MenC, MenW, y/o MenY, la éual es capaz de provocar una respuesta
inmune después de una sola dosis, de tal manera que mas del 50 por
ciento, del 60 por ciento, del 70 por ciento, del 80 por ciento, del 90
por ciento, o del 95 por ciento de los sujetos humanos (nifios,
adolescentes, o adultos) inoculados, se clasifican como
respondentes en un ensayo de SBA sobre sangre extraida un mes
después de la inoculacion (opcionalmente empleando Ios‘criterios
descritos en el Ejemplo 9).

Esta composicién inmunogénica opcionalmente tiene las
caracteristicas estructurales adicionales descritas en la presente.

Un aspecto adicional de la invencion es una composicién
inmunogénica de la invencién para utilizarse en el tratamiento o en la
prevencién de una enfermedad causada por bacterias, por ejemplo N.
meningitidis, y opcionalmente una infeccion por Haemophylus

influenzae.

B3
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Un aspecto adicional de la invencidén es‘ el uso de la
composicion inmunogénica o vacuna o kit de la invencion, en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion
de las enfermedades causadas por bacterias, por ejemplo N.
meningitidis, y opcionalmente infeccién por Haemophylus influenzae.

Los términos “comprendiendo”, “comprenden”, y “comprende”,
son pretendidos en la presente por los inventores como
opcionalmente sustituibles con los términos “consistiendo en”, “que
consisten en”, y “que consiste en”, respectivamente, en cada caso.

Todas las referencias o solicitudes de patente citadas dentro
de 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 de otra manera
con detalle. Los ejemplos son ilustrativos, pero no Ilimitan Ila
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparacién de conjugados de polisacaridos

Se llevdé 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 (1); 245-256). El polisacarido PRP de Hib se

activo mediante la adicion de CNBr, e incubando a un pH de 10.5
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durante 6 minutos. El pH se redujo hasta un pH de 8.75, y se agrego
dihidrazida de acido adipico (ADH), y se continué la incubacidn
durante 90 minutos adicionales. .EI PRP activado se acoplo con
toxoide de tétanos purificado por medio de condensacion de
carbodimida, utilizando 1-eti|-3;(3-dimetiI-émino-propil)-carbodimida
(EDAC). La EDAC se agreg6é 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 agrego 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 filtracion 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-T.T utilizando polisacaridos
nativos (de mas de 150 kDa, medidos mediante MALLS), 0 se
microfluidizaron Iigeramente.' 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). EI
dimensionamiento se hizo mediante microfluidizacion utilizando un
aparato homogeneizador Emulsiflex C-50. Enfonces los polisacaridos
se filtraron a través de un filtro de 0.2 micras. |

La activacién y el acoplamiento se llevaron a cabo como se

=
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describe en las Publicaciones Internacionales Numeros W0O96/29094
y WO 00/56360. Dicho de una manera breve, el polisacarido en una
concentracién de 10 a 20 miligramos/mililitro en NaCl 2M, pH de 5.5
a 6.0, se mezclo con la solucién .de CDAP (100 miligramos/mililitro
recien preparada en acetonitrilo/WFI|, 50/50), hasta una proporcion
final de CDAP/polisacarido de 0.75/1 6 de 1.5/1. Después de 1.5
minutos, el pH se elevd con hidréxido de sodio hasta ﬁn pH de 10.0.
Después de 3 minutos, se agregé el toxoidé de tétanosv 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
reaccidn se continué durante 1 a 2 horas.

Después del paso de acoplamiento, se agreg6 lisina h‘asta.una
proporcion final de glicina/PS (peso/peso) de 7.5/1, y el pH se ajusté
a un pH de 9.0. La mezcla se dejé durante 30 minutos. E| conjugado
se aclaré utilizando un filtro Kleenpak de 10 micras, y luego se cargé
en una columna Sephacrylt S400HR, utilizando un regulador de
elucion de NaCl 150 mM, Tris 10 mM 6 5 mM, pH de 7.5. Los lotes
clinicos se filtraron sobre una membrana estérilizant-e Opticap 4. Los
conjugados resultantes tuvieron una proporcién -promedio del
polisacarido:proteina de 1:1-1:5 (peso/peso).

Ejemplo 1a - Preparacién de conjugados de polisacaridos MenA y

MenC de la invencién

Se produjeron conjugados de MenC-TT utilizando polisacaridos
nativos (de mas de 150 kDa, medidos mediante MALLS), o se

microfluidizaron ligeramente. Los conjugados de MenA-TT se
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produjeron utilizando el polisacarido nativo, el polisacarido
ligeramente microfluidizado de mas de 60 kDa, medido mediante el
método de MALLS del Ejemplo’2. El dimensionamiento se hizo
media‘nte microfluidizacion, utilizando un aparato homogeneizador
Emulsiflex C-50. Entonces los polisacaridos se filtraron a través de
un filtro de 0.2 micras. |

Con el objeto de conjugar el polisacarido capsular MenA con
toxoide de tétanos pvor medio de un -espaciador, se empled el
siguiente método. El enlace covalente del polisacarido Yy el
espaciador (ADH) se Ilevar a cabo mediante uné quimica de
acoplamiento, mediante la cual se acti.va el polisacarido bajo
condiciones controladas médian’te un agente cianilahte,
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetil-amino-piridinio (CDAP). EI
espaciador reacciona con el PS cianilado a través de sus grupos
hidrazino, para formar un. enlace de isourea estable entre el
espaciador y el polisacarido.

Una solucién de 10 miligramos/mililitro de MenA (pH de 6.0)
[3.5 gramos] se traté con una solucion recién preparada de 100
miligramos/mililitro  de CDAP en acetonitrilo/agua (50/50)
(volumen/volumen)), para obtenér una proporcion de CDAP/MenA de
0.75 (peso/peso). Después de 1.5 minutos, el pH se elevo hasta un
pH de 10.0. Tres minutos después, se agregé ADH para obtener una
proporcién de ADH/MenA de 8.9. El pH de la solucion se disminuyé
hasta 8.75, y la reaccion proc_:edié durante 2 horas, manteniendo este

pH (con la temperatura mantenida a 25°C).
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La solucion de PSAAH se concentré hasta una cuarta parte de
su volumen inicial, y luego se diafiltr6 con 30 volumenes de NaCl
0.2M, utilizando una membrvana Filtron Omega con un corte de 10
kDa, y se filtré el retentato. |

Antes de la reacciéh de conjugacion (condensacion de
carbodimida), la solucién de TT burificada y la solucién de PSAAH se
diluyeron para alcanzar una concentraciéon de 10 miligramos/mililitro
para PSAAH, y de 10 miligramos/mililitro para TT.

Se agregé EDAC (1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-carbodimida)
a la solucion de PSAAH (2 gramos de sacérido) con el objeto de
alcanzar una proporcion final de 0.9 miligramos de EDAC/miligramo
de PSAAH. El pH se ajusté a 5.0. E!l toxoide de tétanos purificado se
agreg6 con una bomba peristaltica (en 60 minutos) hasta alcanzar 2
miligramos de TT/miligramo de PSAAH. La solucion resultante se
dej6 durante 60 minutos a +25°C con agitacién, para obtener un
tiempo de acoplamiento final de 120 vminutos. La soluciéon se
neutralizé mediante la adiciéon de Tris-HCI 1M, pH de 7.5 (1/10 del
volumen final), y se dejé durante 30 mihutos a +25°C, y luego
durante la noche de +2°C a +8°C.

El conjugado se aclard utilizando un fiItroAde 10 micras, y se
purificé utilizando una columna Sephacryl. S400HR (Pharmacia,
Suecia). La columna se equilibro en Tris-HC| 10 mM (pH de 7.0),
NaCl 0.075 M, y se cargd el conjugado (aproximadamente 660
mililitros) sobre la columna (d_e +2°C a +8°C)‘. La reserva de la

elucion se selecciond como una funcién de la densidad éptica a 280
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nanémetros. La recoleccién empez6 cuando la absorbencia se
incrementé hasta 0.05. La cosecha continué hasta que la kDa
alcanzé 0.30. El conjugado se esterilizé por filtro a +20°C, luego se
almacené de +2°C a +8°C. EIl conjugado resultante tuvo una

proporcién de polisacarido:proteina de 1:2 a 1:4 (peso/peso).

Con el objeto de conjugar el polisac'érido capsular MenC con

toxoide de tétanos por medio de un espaciador, se empled el
siguiente método. El enlace covalente del polisacarido y el
espaciador (ADH) se lleva a cabo mediante una 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). EI
espaciador reacciona con el PS cianilado a través de sus grupos
hidrazino, para formar un enlace de isourea estéble entre el
espaciador y el polisacarido.

Una solucién de 20 miligramos/mililitro (pH de 6.0 (3.5 gramos)
se traté con una solucion recién preparada de 10 miligramos/mililitro
de CDAP en acetonitrilo/agua (50/50) (volumen/volumen), para
obtener una proporcién de CDAP de 1.5 (péso/peso). Después de 1.5
minutos, el pH se elevé a un pH de 10.0. A la activacion, se agrego
NaCl 5M para alcanzar una concentracién final de NaCl 2M. Tres
minutos después, se agre96 ADH para obtener una proporciéon de
ADH/MenC de 8.9. El pH de la solucién se disminuyd hasta 8.75, y la
reaccién procedi6é durante 2 horas (mantenida a 25°C).

La solucion de PSAAH se concentré hasta un minimo de 150
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mililitros, y luego se diafiltr6 con 30 volimenes de NaCl 0.2M,
utilizando una membrana Filtron-'Omega con un corte de 10 kDa, y se
filtro el retentato.

Antes de la reaccion dé conjugacion, la solucién purificada de
TT y la solucion de PSAAH (escala de 2 gramos) se diluyeron en
NaCl 0.2M para alcanzar una concentracién de 15 miligramos/mililitro
para PSCAH, y de 20 miligramos/mililitro para TT.

El toxoide de tétanos purificado se agregdé a la soluciéon de
PSCAH con el objeto de alcanzar 2 miligramos de TT/miligramo de
PSCAH. EI pH se ajustb a 5.0. .Se agregdé EDAC (16.7
miligramos/mililitro en Tris O.1M, pH de 7.5) con una bomba
peristaltica (en 10 minutos), para alcanzar una proporcién final de
0.5 miligramos de EDAC/miligramo de PSCAH. La soluciéon resultante
se dejo durante 110 minutos a +25°C con agitacion, y con regulacion
del pH, para obtener un tiempo de acoplamiento final de 120
minutos. Luego la solucién se neutralizo médiante la adicion de Tris-
HCI 1M, pH de 9.0 (1/10 del volumen finél), y se dejé durante 30
minutos a +25°C, y luego durante la noche de +2°C a +8°C.

El conjugado se aclar6 utilizando un filtro de 10 micras, y se

‘purificé utilizando una columna Sephacryl S400HR (Pharmacia,

Suecia). La columna se equilibré en Tris-HCI 10 mM (pH de 7.0),
NaCl 0.075M, y se cargdé el conjugado (aproximadamente 460
mililitros) sobre la columna (de +2°C a +8°C)_. La reserva de la
elucion se selecciond como una funcién de la densidad dptica a 280

nanometros. La recoleccidén se inicié cuando la absorbencia aumenté
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hasta 0.05. La cosecha se continué hasta que la Kd alcanzé 0.20. El
conjugado se esterilizé por filtro a +20°C, y luego se almacend de
+2°C a +8°C. EIl conjugado resultante tuvo una proporcién de
polisacarido:proteina de 1:2 a 1.4 (peso/peso).

Ejemplo 2 - Determinacién 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
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 refractometro interferométrico
colocado en linea permitié hacer la determinacién de la cantidad de
muestra eluida. A partir de estas intensidades, se pueden determinar
el tamaro y la forma de las macromoléculas en solucién.

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

a) Peso molecular promedio en peso: -Mw-

:ZMM_%

Mw =
X om

b) Peso molecular promedio en nimero: -Mn-

M=ZJ\7,..M,._,,,,1

" ZN,' m,
c) Radio de raiz cuadrada promedio: -Rw- y R?w es el radio

cuadrado definido por:
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2
Zmi'ri :
m -

R*w 6 (r)w = z

(-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 meningocdcicos se analizaron mediante
MALLS cargandose sobre dos columnas de HPLC (TSKG6000 y
5000PWxl) utilizadas en combinaciéon. Se cargaron 25 microlitros del
polisacarido sobre la columna, y se eluyé con 0.75 mililitros de agua
filtrada. Los polisacaridos se detectan utilizando un detector de
dispersion de luz (Wyatt Dawn DSP equipado con un dispositivo de
laser de argén de 10 mW a 488m nandmetros), y un refractometro
inferométfico (Waytt Otilab DSP, equipado con una celda P100, y un
filtro rojo a 498 nandometros).

El peso molecular, las. polidispersidades, y las recuperaciones
de todas las muestras, se célcularon mediante el método de Debye,
utilizando un orden de ajust.e polinémico de 1 en el software Astra
4.72. |

Ejemplo 3 - Estudio clinico que compara la inmunizacién con

Meningitec o un conjugado de MenC-TT de tamafio mas grande

Se llevo a cabo un estudio controlado abierto en fase |l para
comparar la vacuna conjugada del serogrupo meningocécico C de
GSK Biologicals (MenC), con la vacuna conjugada del serogrupo

meningocoécico C de Haemophylus influenzae b de GSK Biologicals

92
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(Hib-MenC), o Meningitec®. Cada dosis de Meningitec® contiene 10
microgramos del olig.osacérido del serogrupo meningocécico C
conjugado con 15 microgramos de CRM197, y es producido por
Wyeth. los conjugados MenC GSK contenian los polisacaridos
nativos de aproximadamente 200 kDa conjugados con el toxoide de
tétanos (TT).

El estudio consistié en cinco grupos, cada uno planeado para
contener 100 sujetos, asignados a dos conjuntos paralelos como
sigue:

En el presente estudio, todos los sujetos de ambos conjuntos
recibieron una quinta parte (1/5) de una dosis de Mencevax® ACWY,
y una dosis concomitante de Infanrix® hexa a los 12-15 meses de
edad (Mes de Estudio 0). Se recolectaron dos muestras de sangre de
todos los sujetos (Mes de Estudio 0 y Mes de Estudio 1). El conjunto
1 consistié en cuatro grupos de un estudio de vacunacién primaria
que fueron vacunados a la edad de 3, 4, y 5 meses con las
siguientes vacunas. |

. Grupo K: MenC (10 microgramos), no adsorbido (no-ads),
conjugado de toxoide de tétanos (TT) e Infanrix® hexa (MenC10-TT
+ Infanrix® hexa).

. Grupo L: Hib (10microgramos)-'MenC (10 microgramos),
no adsorbido, conjugado de TT e Infanrix"® penta (Hb10-MenC10-TT
+ InfanrixM® penta). |

. Grupo M: Hib (5 microgramos);MenC (5 microgramos), no

adsorbido, conjugado de TT e infanrin™® penta (Hib5-MenC5-TT +

93
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Infanrix“® penta).

R e InfanrixM® hexa (Meningitec"® +

. Grupo N: Meningitec"
InfanrixM® hexa).

Los dos grupos de vacunas de Hib-MenC-TT (Grupos L y M) se
mantuvieron ciegos en el estudio de refuerzo con respecto a la
formulacion exacta de la vacuna candidata.

El conjunto 2 -(Grupo O) consistio en sujetos de edades
emparejadas no vacunados previamente con una vacuna del
serogrupo meningocécico C (Iim'pioé), péro que habian recibido
vacunas pediatricas de rutina de acuerdo con la German Permanent
Commission on Immunization (Comisién Permanente Alemana sobre
Inmunizacién).

Criterios para la evaluacién}:

Inmunogenicidad: Determinacién de las -titulaciones de
anticuerpos bactericidas contra el meningococo C (SBA-MenC)
mediante una prueba bacteriana (corte: una dilucién de 1:8), y
medicion ELISA de los anticuerpos contra el serogrupo
meningococico C (corte del ensayo: 0.3 micro‘gramos/mil.ilitro), el
polisacarido PRP de .. Hib (_cortev del ensayo: 0.15
microgramos/mililitro), y el toxoide de tétanos (corte del ensayo: 0.1
Unidades InternacionaIes/mi|i|itro)., en muest;as de sangre obtenidas
antes de la vacunacién y 'a_proximadamente un mes después de la
vacunacion en todos los sujetos.

Métodos estadisticos:

Demografia: Determinaciéon de la edad promedio en meses (con

a*
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promedio, intervalo, y desviac.ién estandar [SD]), y composicién
racial y de género de las cohortes vacunadas con ATP y totales.
Inmunogenicidad:

Se llevaron a cabo dos analisis de inmunogenicidad basandose
en la cohorte de ATP para la inmunogenicidad (para los analisis de
la memoria inmune y la respuesta al refuerzo) o la cohorte de ATP
para la seguridad (para el analisis de la persistencia). Estos
incluyeron:

Evaluacién de la memo‘ria inmune para MenC y la respuesta al
refuerzo para Hib y tétanos (antes y un mes después de la
administraciéon de 1/5 de Ia dosis de la vacuna del polisacarido
llano):

. Determinaciéon de las titulaciones medias geométricas y
de las concentraciones (GMTs y' GMCs) con intervalos de confianza
del 95 por ciento (95% Cl).

. Determinacién del porcentaje de sujetos con
titulacién/concentracién de anticuerpos arriba de los cortes
propuestos con un intervalo de confianza bexacto del 95 por ciento
(indices de seropositividad/seroproteccién).

. Investigacién de titulaciones/concentracion de anticuerpos
después de la vacunacién utilizando curvas acumulativas inversas.

. Calculo del intervalo de confianza del 95l por ciento
asintético estandarizado para la diferencia en el indice de
seropositividad/seroproteccion.

. Entre el grupo vacunado (grupos K, L, M, y N) y el grupo

1

a
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no vacunado (grupo O).

. Determinaciéon de la media geométrica de la proporcion
individual de la titulacion de SBA-MenC sobre la concentracién de
anti-PSC, con un intervalo de confianza del 95 por ciento.

. Determinaciéon del intervalo de confianza del 95 por ciento

para la proporcion de GMT/C después de la vacunacion entre los

grupos K, L, M, y el grupo de control N, para anti-PRP y anti-tétanos,

y entre cada grupo vacunado (grupos K, L, M, y N), y el grupo no
vacunado (grupo O) para SBA-MenC y anti-PSC utilizando un modelo
ANOVA.

Resultados

Tabla 1. Titulaciones de SBA-MenC y concentracién 'de

anticuerpo anti-PSC después de la vacunacion de refuerzo.

Anticuerpo Grupo N GMT/C 95% CL LL | 95% CL UL

SBA-MenC | K-MenC-TT 71 3508.9 | 2580.1 47722
L-HibMenC 79 2530.1 | 18317 3494.7
M-HibMenC 81 5385.4 4425.0 6554.2
N-Meningitec 85 1552.6 1044.4 2307.9
O-Control 91 03 | 63 13.6

Anti-PSC | K-MenC-TT 70 28.10° | 2259 34.95
L-HibMenC 71 30.01 24.09 37.38
M-HibMenC 76 34.58 29.10 41.09
N-Meningitec 78 16.59 12.98 21.21
O-Control 94 305 2.36 3.93
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Grupo K: Sujetos vacunados con MenC-TT + Infanrix hexa;
Grupo L: Sujetos vacunados con Hib10-MenC10-TT + Infanrix, penta;
Grupo M: Sujetos vacunados con Hib5-MenC5-TT + Infanrix, penta;
Grupo N: Sujetos vacunados con Meningitec + Infanrix, hexa; Grupo
O: Sujetos de control (es decir, sujetos no vacunados con la vacuna
conjugada de MenC).

N: Numero de sujetos con résultados disponibles.

Se lograron titu|acion‘es mas altas de anticuerpoé contra MenC
y titulaciones mas altas de SBA vacunando cén las vacunas
conjugadas de polisacarido MenC de tamafio mas grande (grupos K,
L, y M), comparandose con la vacuna conjugada de oligosacarido
Meningitec.

Tabla 2. Proporciéon media geométrica para titulacién de MenC

SBA/concentracion de anti-PSC

Grupo | Tiempo N GMR - LL UL
K Pre 70 | 49.470 34.939 70.044
Post 66 |126.138 |101.419 |156.882
L Pre 76 |36.528 25.849 51.621
Post 70 |90.200 70.153 115.975
M Pre 77 |51.298 36.478 72.139
Post 74 |164.950 |139.304 |195.318
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Grupo | Tiempo N GMR LL UL
N Pre 84 |22.571 16.521 30.837
Post 76 190.168 67.757 119.991
0 Pre 3 91634 0.651 12889.8
Post 87 |2.708 1.767 4.149

En los cuatro grupos vacunados (grupos K, L, M, y N), GMR

aumenté de una manera significativa desde antes hasta después de

la vacunacion de refuerzo, indicando la presencia de la maduracion

del anticuerpo y su funcionalidad. GMR en el grupo M (vacunado con

Hib5-MenC5-TT) fue mas alta que en el grupo N (vacunado con

Meningitec“F).

Tabla 3.

Persistencia a los 12-15 meses de edad, justo antes de

la administracién de las vacunas de refuerzo

Puntos | Grupo| N % | Grupo % | Diferencia | Valor
finales %
SBAMenC 79 88.6 N 91 80.2 N-K -8.4
>1:8 84 93.3 N 91 80.2 N-L -3.1
85 87.1. [N 91 80.2 N-M -6.8
SBAMenC 79 658 | N 91 51.6 N-K -14.2
> 1:128 84 56.0 N 91 51.6 N-L -4.3
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Puntos Grupo N % Grupo % Diferencia | Valor
finales %
M 85 647 | N 91 |516 | N-M 13.1
Ant-PSC | K 79 100.0 | N 91 100.0 | N-K 0.0
>0.3ug/m! | L 84 100.0 |N 91 100.0 | N-L 0.0
M 88 989 |N 91 100.0 | N-M 1.1
Anti-PSC | K 79 722 [N 91 81.3 |NK 9.2
>2ug/ml L 84 643 |N 91 813 |N-L 17.0
M 88 643 |N 91 81.3 | N-M 8.5
Anti-PRP | K 81 889 [N 91 857 | N-K 3.2
>0.15pg/m! | L 86 96.5 [N 91 857 | N-L -10.8
M 90 98.9 [N 91 85.7 |N-M -13.2
Anti-PRP | K 81 333 |N 91 28.6 | N-K -4.8
>1ug/mi L 88 558 |N 91 286 | N-L -27.2
M 90 744 |N 91 286 | N-M -45.9
Anti- K 81 100.0 |N 91 96.7 | N-K -3.3
tétanos L 86 100.0 | N 91 |96.7 |N-L -3.3
>0.1 IU/ml | M 90 100.0 | N 91 96.7 | N-M -3.3

19

Grupo K: Sujetos vacunados con MenC10-TT + InfanrixM® hexa;
Grupo L: sujetos vacunados con Hib10-MenC-TT + Infanrix"" penta;
Grupo M: Sujetos vacunadoé con Hib5-MenC5-TT + InfanrixV® penta;

Grupo N: Sujetos vacunados con Meningitec"®+ Infanrix® hexa; N:
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Numero de sujetos con resultados disponibles.

Se lograron titulaciones mas altas de SBA contra MenC al
vacunar con el tamafio mas grande de MenC (grupos K, L, M, y N)
comparandose con la vacunacién con el conjugado de oligosacarido
MenC MeningitecVR,

Memoria inmune (cohorte de ATP para la inmunogenicidad).

La administracion de 1/5 de la dosis de la vacuna del
polisacarido llano ACWY provocod una titulacién muy alta de SBA-
MenC en los cuatro grupos vacunados, exhibiendo del 98.7 al 100
por ciento y del 97.5 al 100 por ciento de los sujetos vacunados con
el régimen de vacunacién candidato titulaciones >1:8 vy >1:128,
respectivamente. En el g.rupo vacunado con el régimen de
MeningitecR, hubo una tendencia a un porcentaje mas bajo- de
sujetos con titulaciones >1:128 (91.8 por ciento). En comparacioén, el
17.6 por ciento de los sujetos no vacunados tuvieron titulaciones de
SBA MenC >1:8y >1:128.

Ejemplo 4 - 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 vacunacién, 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,

(0O
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referido como 2.5/5/5.

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

. Tritanrix"R-HepB + HiberixMR: y por consiguiente, referido
como Hiberix.

. Tritanrix"R-HepB/Hiberix"R + MeningitecYR: 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 grupos,

dando un total de 525 sujetos en el estudio.

Tabla 4. Contenido de Formulaciones dé Vacuna de GSK

Componentes por dosis (0.5 2.5/2.5/2.5* | 2.5/5/5 | 5/5/5
mililitros) |
Polisacarido capsular PRP de Hib 2.5 ug 2.5ug | 5 pHg

conjugado con toxoide de téetanos

(TT).

Polisacarido capsular de Neisseria 2.5 yg 5 ug 5 ug
meningitidis A (PSA) conjugado con

TT.
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Componentes por dosis (0.5 2.5/2.5/2.5* 2.5/5/5 | 5/5/5
mililitros)
Polisacarido capsular de Neisseria 2.5 ug 5 ug 5 ug

meningitidis C (PSC) conjugado

con TT.

*La vacuna 2.5/2.5/2.5 fue una dilucién de la dosis de la vacuna Hib-
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 Hibv-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 devdifteria, no menos de 60 Unidades
Internacionalves de toxoide de tétanos, nos menos de 4 Unidades
Internacionales Bordetella pertussis muertas, y 10 microgramos de
antigeno superficial de hepatitis B recombinante.

Terapia de referencia, doéis, modo de administracién, nimero de
lote:

Programa/sitio de vacunacion: 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"R-HepB/Hiberix""
intramuscularmente en el musio izquierdo, y la vacuna Meningitec"®R

intramuscularmente en el muslo derecho a las 6, 10, y 14 semanas

()2
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de edad.

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

Una dosis (0.5 mililitroé) de vacuna conjugada de Haemophilus
influenzae tipo b de GSK Biologicals: Hiberix"? contuvo 10
microgramos de PRP _conjugado con toxoide de tétahos. En el grupo
de HiberixMR, se mezclé con diluyente estéril, y en el grupo de
MeningitecV® se mezclé con Tri;anrixMR-HepB.'

Una dosis (0.5 mililitros) de vacuna MENINGITECM® de Wyeth
Lederle contuvo: 10 microgramos de polisacarido capsular del grupo
meningocécico C conjugado con 15 microgramos de proteina

CRM197 de Corynebacterium diphtheria, y aluminio como sales.

Resultados - Respuestas inmunes generadas contra Hib, MenA, y

MenC

Tabla 5a. Anti-PRP (microgramos/mililitro)

Grupo | 25/2.5/25 2.5/5/5 5/5/5 Hiberix'® Meningitec'™
%  O95%CL | % 95%CL | %  95%CL %  9%CL | %  95%CL
GMCTLL UL |GMCT LL UL |GMCT LL UL |GMCT LL UL | GMCT LL W

%015 | 100 965 100 | 990 948 100 [ 100 965 100 1.00 96.5 ‘iOO 100 965 100

GMC 20.80 1596 27710 26217.72 2888 | 1936 1533 24.46 | 3855 2093 4964 | 1094 862 1388

|3
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Tabla 5b. SBA-MenC
Grupo | 2.5/25/25 2.5/5/5 5/5/5 Hiberix™® Meningitec'™
% OBUCL | % BUCL | % BWCL | %  B%CL | %  95%CL
GMCTLL UL|GMCTLL UL|GMCT LL UL |GMCT LL UL|GMCT LL UL
%18 | 9 947 1007 100 965 100 1100 965100 |29 06 84 | 100 965 100
GMT | 3132 2497 3030 | 4206 3400 5180 | 3697 3118 4384 | 47 39 56 | 4501 3904 5180
Tabla 5c. SBA-MenA
Grupo 2525125 25/55 5/5/5 Hiberix'® Meningitec'®
% 95%CL | % 95%CL |%  95%CL | % 95%CL | % 95%CL
GMCT LL UL |GMCT LL UL GMCT LL UL | GMCT LL UL|GMGT L UL
%18 | 997 919 997 | 100 958 100 | 100 962 100 |68 25 143 |91 40 171
GMT | 3167 2514 3989 | 41853586 4885 | 363 3105 424456 43 74 |56 44 72
Tabla 5d. Anti-PSC (microrgramoslmililitrtn
Grupo | 252525 25/5/5 5/5/5 HiberiX"™ Meningitec'™
% 95%CL | % 9%CL | % 9%UCL | %  9B%UCL | %  9B%CL
GMCT LL UL |{GMCTLL UL {GMCT LL UL | GMCT LL UL | GMCOT LL UL
%03 | 100 965 100 | 100 964 10@ 100 965100 |82 36 156 100 965 100
GMC | 4003 4324 5550 | 71116240 8092 | 6162 5488 6020 6.17 015 019 | 5302 5142 6546

(e
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Tabla 5e. Anti-PSA (microgramos/mililitro)

Grupo 2525R5 25/55 555 Hiberid"™ Meninginec"“
%  95%CL | % 95%CL | %  95%CL %  95%CL | %  95%CL
GMOT LL UL |GMOT L UL |GMOT LL UL |GMOT LL UL | GMGT LW UL

%03 | 100 964 100 | 100 965100 | 930 948 100 |10 00 54|59 22 12.5‘

GMC | 1810 1534 2135 | 26512293 3079 | 2340 2005 2730 | 015 015 015 047 015 018

Conclusién

Una comparacién de los resultados de

inmunogenicidad
logrados utilizando la vacuna conjugada de oligosacarido MenC-
CRM197 vy las tres formulaciones de GSK que contienen los
conjugados de polisacéaridos MenA-TT y MenC-TT mostré que los
conjugados del polisaéérido Men fueron capaces de provocar una
buena respuesta inmunogénica, similar a la lograda utilizando la
vacuna conjugada de oligosacarido Meningitec. Todas las
formulaciones probadas dieron una respuesta a MenC en el 100 por

ciento de los pacientes.

Ejemplo 5 - Estudio clinico en fase Il administrando HibMenCY de

una manera concomitante con Infanrix penta de acuerdo con un

programa de 2, 3, v 4 mes'es

Disefio del estudio: Un estudio de mdltiples centros
controlado, en fase 1, abierto (parcié|mente doble-ciego®), de
seleccion 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 ) + infanrixMR penta.
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Grupo Hib-MenCY 5/10/10: Hib-MenCY (5/10/10) + InfanrixM® penta.
Grupo Hib-MenCY 5/5/5: Hib-MenCY (5/5/5) + Infanrix"® penta.
Grupo Hib-MenC: Hib-MenC (5/5) + Infanrix® penta.

Grupo Menjugate: Menjugate"®** + 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
HibMenCY 5/5/5 y el grupo de Menjugate fueron abiertos. Las
formulaciones de 2.5/5/5, 5/10/10 y 5/5/5 de Hib-MenCY contienen
polisacaridos nativos MenC y polisacaridos MenY que se
microfluidizan.

**Menjugate™® contiene 10 microgramos de los oligosacaridos
MenC conjugados con 12.5 a 25 microgramos de CRM197 por dosis,
y es producido por Chiron.

Vacunacion a los +/- 2, 3, 4 meses de edad (mes del estudio O,
mes 1, y mes 2), y las muestras de sangre (3.5 mililitros) de todos
los sujetos antes de, y un mes de, la vacunacion primaria (mes del
estudio 0, y mes 3).

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

mes, a aproximadamente los 2, 3, y 4 meses de edad, como sigue:

{ob
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Tabla 6. Vacunas administradas (estudio y control), qrupo,

programa/sitio, y dosis

Dosis de vacuna Vacuna
Programa administrada concomitante
Grupo (meses de edad) | Sitio-muslo superior administrada
izquierdo Sitio-muslo

superior derecho

Hib (2.5pg)- MenC-TT | DTPa-HBV-IPV

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

MenjugateMR 2,3,y4 MenjugateMR
: : (InfanrixMRhexa)

Inmunogenicidad: Medicién de titulaciones/concéntracioneé de
anticuerpos contra cada antigeno de vacuna:

Antes de la primera doéis (mes 0), y aproximadamente un mes
después de la tercera dosis (mes 3) en todos Ios 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 béctericida en suero

contra los serogrupos C e Y de N. meningitidis (SBA-MenC y SBA-

(51
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MenY, corte: 1:8 y 1:128); ensayos ELISA con cortes: >0.3
microgramos/mililitro y >2 microgramos/mililitro para los
polisz_aca’ridos anti-N. meningitidis serogrupos C e Y (anti-PSC IgG y
anti-PSY igG); 20.15‘ microgramos/mililitro 'y 21.0
microgramos/mililitro para el polisacarido-de -poli-ribosi|-ribiti|-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, vy 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 indiées de seroprotecciéon/seropositividad y
las concentraciones/titulaciones medias geométricas (GMCs/GMTs)
con intervalos de confianza del 95 por ciento (95% CIl) 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 vacunacion; para anti-difteria, anti-HBs, anti-Polio 1, anti-Polio
2, y anti-Polio 3 un mes después de la vacunacion. También se
calculé la respuesta de la vacuna (aparidiénvde anticuerpos en
sujetos inicialmente seronegativos, o cuando menos mantenimiento

de las concentraciones de anticuerpos en los sujetos inicialmente
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seropositivos) con un intervélo de confianza del 95 por ciento para
anti-PT, anti-PRN, y anti-FHA, un mes después de la vacunacion.
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

_MenjugateMR, 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 MenjugateM® (menos) Ioé grupos de
HibMenCY y HibMenC, para el porcentaje de sujetés arriba de los
cortes especificados, o con u.na respuesta de vacuna con su intervalo
de confianza del 95 por ciento asintético estandarizado, (2) las

MR sobre los

proporciones de GMC 6 GMT del grupo de Me'njugate
grupos de HibMenCY y HibMenC con su intervalo de confianza del 95
por ciento. Se hicieron las mismas comparaciones p.ara 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 incidéncias globales de los sintomas locales y
generales solicitados por grupo de acuerdo con el tipo de sintoma,
su intensidad, y su relacién con la vacunacion (como porcentajes de
los sujetos que reportaron sintomas generales, locales, vy
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.

Para los sintomas de Grado 3, se proporcionaron establecimiento

(09
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<48 horas, atencion médica, duracién, relaciéon con la vacunacién, y
resultados. Se describieron. completamente los Eventos Adversos
Severos.

indices de seroproteccién/seropositividad y GMC/Ts (cohorte de

ATP para la inmunogenicidad).

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

Grupo N%015 LL- UL =1 LL UL GMC LL UL

Hib MenCY 2.5/5/5 | 67 1000 946 1000 98.5. 920 1000|901 725 1.2

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 7b. SBA-MenC (Titulacién)

Grupo N %18 LL UL 1128 LL UL | GMT LL uL

HoMenCY255/5 |70 1000 949 1000 | 957 880 91 |10058 7735 13080

HbMenCY51010 | 67 1000 946 1000 | 940 854 983 | 10208 7997 13260

Hib MenCY 5/5/5 71 1000 949 1000 | 944 862 984 | 9069 6913 11808

Hib MenC 74 1000 951 1000 | 959 886 992 | 8710 6773 11200

MenugateR | 71 1000 949 1000 | 1000 949 1000 | 36576 20788 42488
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Tabla 7c. Anti-PSC (microgramos/mililitro)

Grupo N %03 LL UL |22 LL UL GMC LL UL
HbMenCY 2555 | 69 1000 948 1000 1000 948 1000 | 2170 1836 2565
HbMenCY510/10 | 66 1000 946 7100.0 1000 946 1000 | 2726 2326 3195
bHib MenCY 5/5/5 70 1000 949 1000 | 1000 949 1000 1802 1649 2193
Hib MenC 74 1000 951 1000 | 1000 951 1000 | 2108 1824 24.35.
MenjugateMR 71 1000 949 1000 | 1000 949 1000 | 3849 3364 4405
Tabla 7d. SBA-M.enY (Titulacién)
Grupo N %18 LL UL 21128 LWL UL GMT LL UL
Hib MenCY 2.55/5 69 971 899 996 928 839 97.6 476.7. 3511 6312
HbMenCYS51010 |66 970 895 996 864 757 . 936 4371 320 59348
Hib MenCY §5/5 71 986 924 1000 958 881 991 6353 5015 8048
HbMenC 74 216 129 327 135 6.7A 235 93 | 63 137
Menjugate\' R 71197 112 309 | 99 41 193 75 54 104
Tabla 7e. Anti-PSY (microgramos/mililitro)
Grupo N %03 LL- UL | 22 L UL GMC LL UL
HibMenCY 2.5/5/5 69 1000 9481000 | 1000 948 1000 2686 . 286 3156
HbMenCY 510110 66 1000 94.6 1000 | 1000 946 1000 3702 3184 4304
Hib MenCY 5/5/5 70 1000 9491000 | 1000 949 1000 23.57 1994 2786
Hib MenC 74 81 30 168 41 08 114 019 015 025

W\
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Menjugate“'~ 71 56 16 138 | 14 00 76 017 015 019
Tabla 7f. Anti-tétanos (IU/ml) -
Grupo N %20.1 LL UL GMC LL uL

Hib MenCY 2.5/5/5 68 1000 947 1000 | 3.06 263 3.55

Hib MenCY 5/10/10 | 67 100.0 946 100.0 3.25 2.88 3.68

Hib MenCY 5/5/5 70  100.0 949 1000 | 297 259  3.41
Hib MenC 74 100.0 95.1 1000 | 3.15 273 364
Menjugate™? 71 1000 949 1000 | 1.66  1.39 1.97

Grupo Hib-MenCY 2.5/5/5: Hib-MenCY (2.5/5/5) + InfanrixM" 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)+ InfanrixlMR h_exa.

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

N

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

especificado.

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

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

Conclusidn

Los conjugados de polisacaridos MenC e Y produjeron una

HZ
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buena respuesta inmune en todos los sujetos, produciendo el 100 por
ciento de los sujetos respuestas de mas de 0.3 microgramos/mililitro
contra MenC y MenY.

Ejemplo 6 - Estudio clinico en fase Il que compara tres

formulaciones-de MenACWY-TT con la vacuna conjugada del

oligosacarido MenC-CRM197 Meningitec

Este ejemplo reporta un estudio controla'do de intervalo de
dosis, en fase I, abierto (parcialmente ciego), de seléccién aleatoria,
para evaluar la inmunogenicidad de tres formulaciones diferentes de
los serogrupos meningocécicos A, C, W-135, Y, vacuna conjugada de
toxoide de tétanos (MenACWY-TT), de GlaxoSmithKline Biologicals,
en ’comparacién con una vacuna conjugada de oligosacérido MenC-
CRM197 (MeningitecM?), cuando se da como una dosis a nifios de 12
a 14 meses de edad.

El estudio clinico fue un estudio de multiples centros,
controlado, abierto (parcialmente doble-ciego*), en donde los sujetos
elegibles de 12 a 14 meses de edad se seleccionaron aleatoriamente
(1:1:1:1) para uno de cuatro grupos paralelos de 50 sujetos, para
recibir una sola dosis primaria en la Cita 1 como sigue:

Forma 1T: MenACWY-TT en una dosis de 2.5 microgramos del

polisacarido MenA conjugado con el toxoide de tétanos (TT), 2.5

“microgramos del polisacarido MenC conjugado con el toxoide de

tétanos, 2.5 microgramos del polisacarido MenW conjugado con el
toxoide de tétanos, y 2.5 microgramos del polisacarido MenY

conjugado con el toxoide de tétanos.
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Forma 2T: MenACWY-TT en una dosis de 5 microgramos del
polisacarido MenA conjugado con el toxoide de tétanos, 5

microgramos del polisacarido MenC conjugado con el toxoide de

tétanos, 5 microgramos del polisacarido MenW conjugado con el

toxoide de tétanos, y 5 microgramos del polisacarido MenY
conjugado con el toxoide de fétanos.

Forma 3T: MenACWY-TT en una dosis de 2.5 microgramos del
polisacarido MenA conjugado con el toxoide de tetanos, 10
microgramos del polisacarido MenC conjugado con el toxoide de
tétanos, 2.5 microgramos del polisacarido MenW conjugado con el
toxoide de tétanos, y 2.5 microgramos del polisacarido MenY
conjugado con el toxoide de tétanos.

Ctrl T: 10 microgramos del oligosacarido MenC conjugado con
12.5 a 25 microgramos de CRM197 (Meningitec).

*Las tres diferentes formulaciones de MenACWY-TT se administraron
de una manera doble-ciega.

Programa/sitio de vac_unacién: Se admihi_stré una sola dosis
de vacuna intramuscularmente en el deltoide izduierdo en la Cita 1
(Mes de Estudio 0) de acuerdo con la asignacién aleatoria. Todas las
vacunas candidatas fueron suministradas como un granulo liofilizado
en un frasco de una sola dosis (0.5 mililitros después de la
reconstitucion con el diluyenfe de suero sumihistrado).

Inmunogenicidad: Medicidon de. las titulaciones/
concentraciones de anticuerpos contra los componentes del antigeno

de la vacuna meningocdcica en las muestras de sangre obtenidas

Y
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antes de la dosis de la vacuna en estudio (mes O0), vy

aproximadamente 1 mes después de la dosis de la vacuna en estudio

(mes 1) en todos los sujetos. Determinacién de las titulaciones de

anticuerpos bactericidas contra »N.' meningitidis serogrupos A, C, W-
135, e Y (SBA-MenA, SBA-MenC, SBA-MenW, y SBA-MenY)
mediante una prueba bactericida (cortes de ensayo: una dilucién de
1:8 y 1:128), y medicion ELISA de los anticuerpos contra N.
meningitidis serogrupos A, C, W-135, e Y (ahti-PSA, anti-PSC, anti-
PSW, y anti-PSY, cortes de ensayo >0.3 microgramos/mililitro y >2
microgramos/mililitro), y toxoide de tétanos (anti-tétanos, corte de
ensayo de 0.1 Unidades |ntefnacionales/mililitro).

Resultados

Respuesta de anticuerpos en términos del pbrcentaje de
respondentes a SBA-MenA, SBA-MenC, SBA-MenW, y SBA-MenY, un
mes después de la vacunacion (él punto final primario), como se
muestra en la Tabla 8. Una respuesta se define como mayor que, 0
igual a, un aumento de cuatro veces para los sujetos seropositivos, o
seroconversién para los sujetos seronegativos antes de |la

vacunacion.

)



87

Tabla 8. Respuestas a la vacuna para el anticuerpo SBA un mes

después de la vacunacién

Anticuerpo Grupo N % LL UL
SBA-MenA | Forma 1T 42 61.9 | 456 76.4
Forma 2T 39 82.1 66.5 92.5
Forma 3T 40 62.5 458 77.3
Meningitec"® | 36 11.1 3.1 26.1
SBA-MenC | Forma 1T 46 |978 88.5 99.9
Forma2T |43 1000 . |918 [1000
Forma 3T 44 955 | 845 99.4
Meningitec"® | 49 - 1918 80.4 97.7
SBA-MenW | Forma 1T 45 100.0 92.1 100.0
Forma 2T 43 97.7 87.7 99.9
Forma 3T 45 100.0 92.1 100.0
Meningitec™® | 46 152 6.3 28.9
SBA-MenY Forma 1T 47 - 197.9 88.7 99.9
Forma 2T 44 88.6 o 75.4 96.2
Forma 3T 45 93.3 81.7 98.6
Meningitec"® | 49 4.1 0.5 - | 14.0

La Tabla 9 muestra los nimeros de sujetos que alcanzaron
titulaciones de SBA sobre los puntos de corte de 1:8 y 1:128, asi

como GMTs.
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Tabla 9. indices de seropositividad y GMTs para los

anticuerpos SBA un mes después de la vacunacidn

Grupo N 21:8 21:128
5 % LL | UL % LL UL GMT
SBA- Forma 1T 46 | 100 92.3 | 100 100 923 100 1457.3
MenA Forma 2T 45 1100 92.1 100 978 | 882 999 | 1776.9

Forma 3T 48 [ 979 | 889 [999 979 |889 99.9 | 1339.5

Meningitec™® | 41 |51.2° | 351 |67.1 |43.9 |285 60.3 | 428

10 SBA- Forma 1T 47 | 979 |887 (999 |787 |643 |893 |2813

MenC | Forma 2T 45 | 100 921 | 100 |844 | 705 935 | 428.6
Forma 3T 47 1957 |855 995 |851 |71.7 93.8 4784

Meningitec"® | 50 |94.0 |83.5 |98.7 |620 |47.2 75.3 | 200.1

SBA- Forma 1T 47 1100 925 | 100 100 92.5 100 2529.1
15 MenW | Forma 2T 45 | 100 92.1 | 100 100 92.1 100 2501.6
Forma 3T 48 | 100 926 | 100 979 |889 99.9 | 2300.2

Meningitec™® | 48 | 271 | 153 {418 |63 |13 172 |94

SBA- Forma 1T 47 | 100 | 925 |100 100 |92.5 100 | 1987.4

MenY Forma 2T 45 | 100 92.1 100 | 100 921 1_00 2464.8
Forma 3T 48 | 100 92.6 | 100 97.9 58.9 99.9 | 2033.7
2 Meningitec"® | 40 | 49.0 | 344 |637 |286 |166 433 1250
La vacunacion con las tres formulaciones del conjugado de
polisacarido ACWY-TT condujo a buenas respuestas de SBA contra
MenA, Me_nC, MenW, y MenY, teniendo del 95 al 100 por Ciento de
25

los sujetos titulaciones mayores de 1:8. En particular, las
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formulaciones 5/5/5/5 y 2.5/10/2.5/2.5 de los conjugados de
polisacaridos produjeron una respuesta mas alta contra MenC que la
vacuna de oligosacarido Meningitec"?, como se ve por una
proporcién mas alta de los sujetos que tuvieron una titulacién mayor

de 1:128 y las lecturas de GMT.

Tabla 10. indices de seropositividad y GMCs para los

anticuerpos anti-polisacarido un mes después de la vacunacion

20.3 22ug/
[ Hg GMC
Grupo N g/ml ml
% uL % UL pg/mi
LL LL
Anti- Forma 1T 47 (936 (825 (987 |68.1 52.9 809 | 235

MenA Forma 2T 45 | 100 921 | 100 64.4 | 48.8 781 | 3.1
Forma 3T 48 |958 |857 |995 |375 |240 526 | 1.65

Meningitec"® |50 |10.0 |33 |218 |20 |0.1 106 |0.18

Anti- Forma 1T 47 | 100 92,5 | 100 100 92.5 100 9.57
MenC | Forma 2T 45 | 100 921 | 100 100 92.1 100 12.53
Forma 3T 47 | 100 92.5 | 100 979 | 887 99.9 | 19.29

Meningitec'™ | 49 |98.0 |89.1 |99.9 | 939 |83.1 98.7 | 7.95

Anti- Forma 1T 47 1100 92.5 | 100 809 |66.7 90.9 | 4.56
MenW | Forma 2T 45 | 100 921 | 100 93.3 | 817 98.6 |6.83
Forma 3T 48 938 |828 [987 |729 |582 84.7 | 2.88

Meningi’tecMR 50 {00 |00 7.1 0.0 0.0 71 0.15

Anti- Forma 1T 47 | 100 {925 | 100 979 | 887 99.9 890

MenY | Forma 2T 45 (100 {921 | 100 100 921 100 12.78

A8
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20.3p 22ug/
GMC
Grupo N g/ml mi
% UL % UL Hg/mil
LL LL

Forma 3T 47 | 979 |88.7 |99.9 |87.2 |743 95.2 | 5.67

MeningitecNIR 50 {20 |01 10.6 | 0.0 0.0 71 0.15

Las tres formulaciones de la vacuna conjugada de polisacarido
ACWY-TT produjeron buenas respuestas inmunes contra MenA,
MenC, MenW, y MenY, alcanzando entre el 93 por ciento y el 100 por
ciento de los sujetos titulaciones mayores de 0.3
microgramos/mililitro. Se lograron lecturas mas altas de GMC
utilizando las formulaciones 5/5/5/5 y 2/5/10/2.5/2.5 de la vacuna
conjugada de polisacarido ACWY-TT en comparacién con
Meningitec"R.

Ejemplo 7 - Comparacién de la inmunogenicidad de los

conjugados de polisacaridos MenY nativo y dimensionado

Los ratones (DBA hefnbras/Z de 6 a 8 semanaé) recibieron dos
inyecciones, con dos semanas de separapién, de PSY-TT, por' la via
subcutanea. Se tomaron muestras de sangre 14 dias después de la
segunda inyeccion, con el objeto de llevar a cabo el ELISA anti-SPY
y el SBA utilizando la cepa MenY S1975. Por inyeccion, los ratones
recibieron 1 microgramo de PSY-TT (formulacién no adsorbida lyo).

Se utilizaron los conjugados descritos en la Tabla 11.
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Tabla 11
Conjugados ENYTTO12 ENYTTO014 ENYTTO15 bis
Microfluidizacién de PSY No Si (40 ciclos) Si (20 ciclos)
Proporcién de TT/PS 171 11 11

Resultados

Los resultados (Figura 1) muestran una tendencia hacia una
inmunogenicidad mas alta para los conjugados preparados utilizando
el PSY dimensionado. La Figura 1A muestra los resultados de GMC
obtenidos en un ELISA para los antisueros reproducidos contra los
conjugados preparados a partir del MenY nativo (ENYTTO012), el
MenY microfluidizado . 40 ciclos (ENYTTO014), y el MenY
microfluidizado - 20 ciclos (ENYTT015). Las GMCs mas altas se
obtuvieron cuando se preparé MenY-TT a partir de MenY
microfluidizado.

Se obtuvieron resultados similares cuando se evaluaron los
antisueros mediante el ensayo de SBA (Figura 1B). Nuevamente, se
alcanzaron valores mas altos de GMT utilizando los conjugados
preparados a partir de MenY microfluidizado.

Ejemplo 8 - Estudio clinico que evalua el efecto de un enlazante

en MenA en una vacuna conjugada de MenACWY

Se administré una sola dosis de diferentes formulaciones de la

vacuna de MenACWY a adolescentes de 15 a 19 afios de edad en

\ 20
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cinco grupos de 25 sujetos, en un estudio de selecciéon aleatoria de
1:1:1:1:1. Las formulaciones probadas fueron:

F1 - MenACWY conjugado con toxoide de tétanos, conteniendo
el conjugado de MenA un espaciador de AH-5/5/5/5 microgramos.

F2 - MenACWY conjugado con toxoide de tétanos, conteniendo
el conjugado de MenA un espaciador d'e AH-2.5/5/2.5/2.5
microgramos.

F3 - MenACWY conjugado con toxoide de tétanos, conteniendo

el conjugado de MenA un espaéiador de AH-5/5/2.5/2.5 microgramos.

F4 - MenACWY conjugado con toxoide de tétanos, sin
espaciador en ningun conjugado - 5/5/5/5 microgramos. |

Grupo de control - Mencevax"® ACWY.

En el dia 30 después de Ia.inoculacién, se tomd una muestra de
sangre de los pacientes.

Las muestras de sangre se utilizaron para evaluar el porcentaje

de los respondentes SBA-MenA, SBA-MenC, SBA-MenW135 y SBA-

MenY un mes después de la dosis de vacuna. Una respuesta a la
vacuna se defini6 como 1) para los sujetos inicialmente
seronegativos - una titulaciéon de anticuerpo después de la vacuna de
>1/32 en un mes, 6 2) para los sujetos inicialmente seropositivos -
una titulacién de anticuerpo >4 veces la titulacion de anticuerpo
antes de la vacunacién.

Resultados _e

Como se muestra en la Tabla 13, el uso de un espaciador en el

conjugado de MenA condujo a una mayor respuesta inmune contra

2\
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MenA. El porcentaje de respondente se elevd desde el 66 por ciento
hasta el 90-95 por ciento cuando se agrego6 el espaciador de AH.
Esto se reflej6 en un aumento en SBA GMT desde 4,335 hasta
10,000, y un aumento en GMC desde 5 hasta 20-40. De una manera
sorprendente, el uso de un espaciador de AH también condujo a una
mayor respuesta inmune contra MenC, como se ve por un aumento
en el porcentaje de respondentes y un aumento en SBA GMT.
También se pudo ver un aumento en SBA GMT contra MenY (6742-

7122 y contra MenW (4621-5418) cuando se introdujo un espaciador.

Tabla 12
% de
Anti-PSA GMC
Formulacion respondentes a SBA-MenA GMT
' pg/mi ELISA
SBA MenA
F1 5AH/5/5/5 90.9_ 9805 20.38
F2 2.5AH/5/2.5/2.5 75 8517 29.5
F3 5AH/5/2.5/2.5 95.5 10290 ~ 47.83
F4 5/5/5/5 66.7 4335 5.46
Mencevax™ 85.7 8022 27.39

\zZ
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% de
Anti-PSC GMC
Formulaciéon respondentes a SBA-MenC GMT
pg/ml ELISA
SBA MenC
F1 5AH/5/5/5 69.6 3989 12.11
F2 2.5AH/5/2.5/2.5 81.8 3524 12.78
F3 5AH/5/2.5/2.5 81.8 3608 8.4
F4 5/5/5/5 73.9 2391 8.84
Mencevax™ 90.0 5447 38.71
% de
' Anti-PSW GMC
Formulacion respondentes a | SBA-MenW GMT
Hg/mi ELISA
SBA MenW
F1 5AH/5/5/5 95 5418 9.65
F2 2.5AH/5/2.5/2.5 85 4469 14.55
F3 5AH/5/2.5/2.5 95.5 4257 6.39
F4 5/5/5/5 95.5 4621 10.7
Mencevax™ 2714 13.57

86.4
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% de
Anti-PSY GMC
Formulacién respondentes a SBA-MenY GMT
Hg/ml ELISA
SBY MenY
F1 5AH/5/5/5 91.3 7122 , . 16.3
F2 2.5AH/5/2.5/2.5 87.5 5755 ' 12.52
F3 5AH/5/2.5/2.5 80 5928 8.88
F4 5/5/5/5 91.3 6742 13.88
Mencevax™ 91.7 : 4854 21.02

Ejemplo 9 - Estudio clinico gue evaltua el efecto de un enlazante

en _conjugados de MenA y MenC en una vacuna conjugada de

MenACWY

Se administré una sola dosis de diferentes formulaciones de
vacuna MenACWY a adolescentes de 15 é 19 afios de edad en cinco
grupos de 24 sujetos, en un estudio de seleccién aleatoria de
1:1:1:1:1. Las formulaciones probadas fueron:

F1 - MenACWY conjugado_con toxoide de tétanos, conteniendo
los conjugados de MenA vy MenC un espaciador de AH-2.5/2.5/2.5/2.5
microgramos.

F2 - MenACWY conjugado con toxoide de tétanos, conteniehdo
los conjugados de MenA y MenC un espaciador de AH-5/5/2.5/2.5
microgramos.

F3 - MenACWY conjugado con toxoide de tétanos, conteniendo

los conjugados de MenA y MenC un espaciador de AH-5/5/5/5
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microgramos.

F4 - MenACWY conjugado con toxoide de tétanos, conteniendo
el conjugado MenA un espaciador de AH-5/5/5/5 microgramos.

Grupo de control - Mencevax"® ACWY.

En el dia 30 después de la inoculacién, se tomé una muestra de
sangre de los pacientes.

Las muestras de sangre se utilizaron para evaluar el porcentaje
de respondentes a SBA-MenA, SBA-MenC, SBA-MenW135, y SBA-
MenY, un mes después de la dosis de vacuna. Una respuesta a la
vacuna se defini6 como 1) para los sujetos inicialmente
seronegativos - una titulacion de anticuerpo después de la
vacunacion de >1/32 en uh ‘mes, 6 2) para los sujetos inicialmente
seropositivos - una titulacién de anticuerpo de >4 veces la titulacion

de anticuerpo antes de la vacunacion.

Resultados

La introduccién de un espaciador de AH en el conjugado de
MenC condujo a un aumento en la respuesta inmune contra MenC,
como se muestré en la Tabla 14. Esto se dehuestra por un aumento
en SBA GMT desde 1943 hasta 4329, y vun aumento en anti-PSC
GMC desde 7.65 hasta 13.13. Se mantuvieron buenas respuestas

inmunes contra MenA, MenW, y MenY.

\ 25
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Tabla 13
% de
_ Anti-PSA GMC
Formulacion respondentes
: SBA-MenA GMT | pg/ml ELISA
a SBA MenA
F1 2.5AH/2.5AH/2.5/2.5 75 8417 20.23
F2 5AH/5AH/2.5/2.5 72 6299 16.07
F3 5AH/5AH/5/5 87 9264 27.26
F4 5AH/5/5/5 77.3 9632 20.39
Mencevax™® 78.3 8284 12.93
% de
Anti-PSC GMC
Formulacion respondentes , :
SBA-MenC GMT | ug/ml ELISA
a SBA MenC
F1 2.5AH/2.5AH/2.5/2.5 88 3619 12.82
F2 5AH/5AH/2.5/2.5 88 2833 13.32
F3 5AH/5AH/5/5 95.8 4329 13.13
F4 5AH/5/5/5 95.8 1943 7.65
Mencevax'® 91.7 1567 16.55
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% de
Anti-PSW GMC
Formulacién respondentes
SBA-MenW GMT | pg/ml ELISA
a SBA MenW
F1 2.5AH/2.5AH/2.5/2.5 - 100 5656 7
F2 5AH/5AH/2.5/2.'5 96 4679 5.4
F3 5AH/5AH/5/5 91.3 4422 4,45
F4 5AH/5/5/5 88 4947 7.67
Mencevax*R 96 3486 11.93
% de:
Anti-PSY GMC
Formulacion respondentes
: SBA-MenY GMT | upg/ml ELISA
a SBY MenY
F1 2.5AH/2.5AH/2.5/2.5 75 3891 17.81
F2 5AH/5AH/2.5/2.5 92 3968 11.96
F3 5AH/5AH/5/5 79.2 2756 9.51
F4 5AH/5/5/5 80 3914 16.76
Mencevax™R 88 3056 21.41

\ 27
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunogénica, la cual comprende
cuando menos dos sacaridos capsulares de N. meningitidis
diferentes, en donde uno o mas se seleccionén a pa‘rtir de un
primer grupo que consiste en MenA, MenC, MenY, y MénW, los
cuales se conjugan a través de un enlazante con una proteina
portadora, y uno o mas sacaridos diferentes se seleccionan a
partir de un segundo grupo.que consiste en MenA, MenC, MenY,
y MenW, los cuales se co_njugan directamente coh proteina(s)
portadora(s). | |

2. La composiciéh inmunogénica de la reivindicacién 1,
la cual comprende cuando menos dos sacéridos capsulares de
N. meningitidis diferentes, en donde uno o mas se seleccionan a
partir de un primer grupo que consiste en MenA y MenC, los
cuales se conjugan a través de un enlazante con proteina(s)
portadora(s), y uno o mas sacaridos diferentes se selecbionan a
partir de un segundo grupo que consiste en MenC, MenY y
MenW, los cuales se conjugan directamente con proteina(s)
portadora(s).

3. La composicién -inmunogéniéa de la reivindicacion 2,
la cual comprendve el sacarido capsular MenA conjugado a
través de un enlazante con una proteina portadora, y el

sacarido capsular MenC. directamente conjugado con una
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proteina portadora.

4, La composicién inmunogénica de la reivindicacién 2,
la cual comprende el sacarido capsular MenC conjugado a
través de un enlazante con una prOtel’né portadora, y el
sacarido capsular MenY conjugado directamente con una
proteina portadora.

5. La composicién inmunog_énica de la reivindicacién 2,
la cual comprende los }s*acéridos capsUIarés MénA y MenC
conjugados a través d'e un enlazante con proteina(s)
portadora(s), y los sacaridos capsulares. MenY y MenW
conjugados directamente con proteina(s) portadora(s).

6. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 2,
la cual comprende el sacarido capsular MenA conjugado a
través de un enlazante ‘con una pro.tél’na" portadora, y los
sacaridos capsulares MenC, MenY, y MenW conjugados
directamente con proteina('s) portadora.(s). |

7. Una composiciéon inmunogénica, la cual comprende
cuando menos dos sac_éridos diferentes conjugados por
separado con el mismo tipo de proteina po»rtado'ra, en donde
uno o mas sacaridos se conjugan con la proteina portadora por
medio de un primer tipo de grupo quimico sobre la proteina
portadora, y uno o mas sacaridos se conjugan con la proteina

portadora por medio de un segundo tipo de grupo quimico sobre

192.9
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la proteina portadora.

8. La composicién inmunogénica de Ié reivindicacién 7,
en donde el uno o mas sacaridos conjugados con la proteina
portadora por medio del primer tipo de grupé quimico sobre la
proteina portadora, son diferentes del. uno o mas sacaridos
conjugados con la proteina portadora pdr medio del segundo
tipo de grupo quimico. sobre la proteina portadora.

9. Una composicién inmunogénica de la reivindicaciéon 7

'u 8, la cual comprende cuando menos dos sacaridos diferentes

conjugados por separado con la misma proteina portadora, en
donde uno 6 mas sacér:idos se conjugan. con la proteina
portadora por medio de un grupo _carboxilo'sobre la proteina
portadora, y uno o mas sacaridos se conjugan con la proteina
portadora por medio de un grupo émino sobre la proteina
portadora. |

10. Una composicion inrhunogénica de las
reivindicaciones 7 a 9, en donde el primero y segundo tipos de
grupos quimicos sobre la prqteina portadora, estan presentes
sobre epitopos separados de células-B y/o de células-T sobre la
proteina portadora.

11. Una composi.cién inmunogénica . de las
reivindicaciones 7 a 10, en donde los sacéridos se seleccionan

a partir del grupo que consiste en: sacarido capsular del
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serogrupo A de N. meningitidis (MenA), sacarido capsular del
serogrupo C de N. meningitidis (MenC); sacarido capsular del
serogrupo Y de N. meningitidis (MehY)’-, sacarido capsular del
serogrupo W de N. meningitidis (MenW), sacarido capsular del
grupo | de Streptococcus grupo B, sacarido capsUIar del grupo Il
de Streptococcus grupo B, sacarido capsular del grupo Il de
Streptococcus Grupo B, sacéarido capsular del grupo IV de
Streptococcus grupo B, éacérido capsular_ del grupo V de
Streptococcus grupo B, sacarido capsular tipo 5 de
Staphylococcus aureus, sacarido capsular tipo 8 de
Staphylococcus aureus, sacarido Vi de Salmonella typhi, LPS de
N. meningitidis (tal como L3 y/o L2), LPS de M. catarrhalis, LPS
de H. influenzae, y de cualquiera de los sacaridos
neumococicos capsulares, tales como de'los:serotipos: 1, 2, 3,
4, 5, 6A, 6B, 7F, 8 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, ‘158, 17F, 18C,
19A, 19F, 20, 22F, 23F, 6 33F. |

12. La composiciéon inmunogénica de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde cada sacarido capsular de
N. meningitidis se conjuga con una’ proteina portadora
independientemente seleccionada a 'partir. del grupo que
consiste en TT, DT, CRM197, fragmento C de TT, y proteina D.

13. La composicion inmunogénica de'cualquiera de las

reivindicaciones anteriores; en donde cada sacarido capsular de

|31
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N. meningitidis se conjuga con la rhis_ma protel’na portadora
seleccionada a partir del grupo que consiste en TT, DT,
CRM197, fragmento C de T_T, y proteina D. |

14. La compos}icién inmunogénica de ‘cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde cada sacarido capsular de
N. meningitidis se conjuga ’coh TT.

15. La composicién inmunogénica de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en dénde cada sa‘ca’rido capsular de
N. meningitidis se conjuga por sepafado con una proteina
portadora separada.

16. La composicién inmunogéni.ca de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en donde cuando menos uno, dos, o
tres conjugados de sacaridos capsulares de N. meningitidis, se
conjugan directamente con una proteina portadora.'

17. La composiciéon inmunogénica de la reivindicaciéon 16,
en donde MenW y/o MenY, MenW y/o MénC, MenY y/o MenC, o
MenW y/o MenY, se conjugan directamente con una proteina
portadora.

18. La compdsicién inmunogénica de Ié reivindicacién 16
6 17, en donde cuando menos uno, dos, o tres conjugados de

sacarido de N. meningitidis se conjugan direétamente mediante

la quimica de CDAP.
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19. La composicién'inmunogénica de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18, en donde cuando menos uno, dos, o
tres sacaridos capsulares de N. meningitidis, se conjugan con la
proteina portadora por medio de un enlazante.

20. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacién 19,
en donde el enlazante es bifuncional.

21. La composiciéon inmu,noéénica de 4cualquiera de las
reivindicacio.nes anteriores, la cual com'prende sacaridos
capsulares de N. meningitidis a partir_de cuando menos dos de
los serogrupos A, C, W135, e Y, conjugados con una proteina
portadora, para producir u'n conjugado de sacarido capsular de
N. meningitidis, en donde el tamafio promedio de cada sacarido
de N. meningitidis es mayor de 50 kba, 75 kDa, 100 kDa, 110
kDa, 120 kDa, 6 130 kDa.

22. La composicion inmunogénica de cualquiera, de las
reivindicaciones anterioreé, la cual comprende ademas un
sacarido capsular de H. influenzae b (Hib) conjugado con una
proteina portadora, seléccionéndose opcionalmente esta
proteina portadora a partir del grupo que cdnsiste en TT, DT,
CRM197, fragmento C de TT, y proteina D.

23. La composiciéh inmunogénica de la reivindicacion 22,
la cual compre.nde un conjugado de sacarido de Hib, y cuando

menos dos conjugados de sacaridos bacterianos adicionales, en

135



10

15

20

25

105

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

24. Una vacuna, Ié cual comprende l|la composicion
inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

25. Un kit de vacuna para su administracion concomitante
o en secuencia, el cual comprende dos composiciones
inmunogénicas multivalenfes para cbnferir proteccién en un
hospedero. contra una enfermedad causada por Bordetella
pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae,
Haemophilus inf/uenzaé, y Neisseria meningitidis,
comprendiendo este kit un primer recipiente que comprehde:

toxoide de tétanos (TT),

toxoide de difteria (DT), y

componentes de tosferina de células enteras o acelulares,
y un segundo recipiente qu-e comprende:

la composicion inmunogénica de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23.

26. Un proceso para la elaboracién.de la vacuna de la
reivindicacién 24, el cual. comprende elv paso de mezclar la
composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones

1 a 23, con un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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