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DESCRIPCION
Vacunacién meningocécica conjugada

Campo técnico

La presente invencion se refiere a vacunas contra Neisseria meningitidis. En particular, se refiere a vacunas basadas
en sacaridos capsulares conjugados de serogrupos meningococicos multiples.

Antecedentes de la técnica

Basandose en el polisacarido capsular del organismo, se han identificado doce serogrupos de N. meningitidis (A, B,
C, H, I, K, L, 29E, W135, X, Y y Z). El grupo A es el patégeno mas frecuentemente implicado en enfermedades
epidémicas en el Africa subsahariana. Los serogrupos B y C son responsables de la inmensa mayoria de casos en
Estados Unidos y en paises mas desarrollados. Los serogrupos W135 e Y son responsables de los casos restantes
en Estados Unidos y en paises desarrollados.

Desde hace muchos afios, se conoce una vacuna tetravalente de polisacaridos capsulares de los serogrupos A, C, Y
y W135 [1,2]. Aunque es eficaz en adolescentes y adultos, induce una escasa respuesta inmunolégica y una corta
duracién de protecciéon y no puede usarse en nifios (por ejemplo ref. 3] porque los polisacaridos son antigenos
independientes de linfocitos T que inducen una débil respuesta inmunoldgica que no puede reforzarse. En esta
vacuna, los polisacaridos no estan conjugados [4].

Las vacunas conjugadas contra el serogrupo C se han aprobado para el uso humano e incluyen Menjugatel [5],
MeningitecOl y NeisVac-CO. Se conocen mezclas de conjugados de los serogrupos A+C [6-8] y se han descrito
mezclas de conjugados de los serogrupos A+C+W135+Y [9-13].

Aungue los conjugados meningocdcicos se conocen bien, aliin no se han adaptado a los programas de inmunizacion
pediatricos existentes, en los que, en paises desarrollados, participa tipicamente: la vacuna contra la hepatitis B al
nacer y, a partir de los 2 meses, todos los conjugados difteria/tétano/tos ferina (D-T-T), H. influenzae de tipo b (Hib),
poliovirus inactivados y conjugados de neumococos a los 2 meses.

Sin embargo, cuando se afiaden vacunas conjugadas a programas de inmunizacion existentes, debe abordarse el
problema de la supresion epitdpica inducida por vehiculo (o “supresion por vehiculo”, como se conoce
generalmente), particularmente la supresion que surge de la sensibilizacion del vehiculo. “La supresion por vehiculo”
es el fenémeno mediante el cual la preinmunizacién de un animal con una proteina de transporte le previene de una
provocacion tardia de una respuesta inmunolégica contra un nuevo epitopo antigénico que esta presente en ese
vehiculo [14].

Como se describe en la referencia bibliografica 15, cuando varios antigenos de vacunas contienen el mismo
componente proteico (usandose como un inmundgeno y/o como una proteina de transporte en un conjugado)
entonces existe la posibilidad de interferencia entre aquellos antigenos. En la referencia bibliografica 15, la
respuesta inmunolégica contra un antigeno, que se conjugé con un vehiculo de anatoxina tetanica (Ta), se suprimié
por inmunidad preexistente contra la Ta.

La referencia bibliografica 16 describe como una combinacion de vacunas contra D-T-T con una vacuna conjugada
Hib afecté de manera adversa cuando el vehiculo para el conjugado Hib era el mismo que el antigeno del tétano de
la vacuna D-T-T. Los autores llegan a la conclusién de que este fenédmeno de “supresion por vehiculo”, que surge de
la interferencia por un vehiculo de proteina comun, debe tenerse en cuenta cuando se introducen vacunas que
incluyen conjugados multiples.

A diferencia de las referencias bibliograficas15 y 16, la referencia bibliografica 17 describe que la sensibilizacion con
anatoxina tetanica no tuvo un impacto negativo sobre la respuesta inmunoldgica contra un conjugado Ta-Hib
administrado posteriormente, pero se ha observado supresion en pacientes con anticuerpos anti-Ta adquiridos por
via materna. Sin embargo, en la referencia bibliografica 18, se describe un efecto de “supresién epitdpico” para un
conjugado peptidico basado en Ta en pacientes que poseian anticuerpos anti-Ta existentes de la vacunacion
antitetanica.

En la referencia bibliogréafica 19, se sugirié que un conjugado que poseia CRM197 (un mutante no toxico de la toxina
diftérica) como vehiculo podia ser ineficaz en nifios que no habian recibido previamente la toxina diftérica como
parte de una vacuna (por ejemplo como parte de una vacuna contra D-T-T o D-T). Este trabajo se desarrolld
posteriormente en la referencia 20, donde se observd que persistia un efecto de sensibilizacién con vehiculo por
inmunizacién D-T para una inmunizacion posterior con conjugados Hib.

En la referencia bibliogréfica 21, los autores descubrieron que la preinmunizacién con una proteina de transporte de
anatoxina tetanica o diftérica reducia el aumento en cuanto a los niveles de anticuerpos anti-Hib después de una
inmunizacioén posterior con el sacarido capsular Hib conjugado a estos vehiculos, afectando de igual modo con IgG1
e 1gG2. Las respuestas contra las partes vehiculo de los conjugados también se suprimieron. Adicionalmente, se
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observd una supresion especifica no epitdpica mas general, ya que se observé que la preinmunizaciéon con un
conjugado afectaba a respuestas inmunes contra las partes del vehiculo y del sacarido de un segundo conjugado
gue se administré cuatro semanas después.

En la referencia 22 se describe el uso de diferentes proteinas de transporte en una sola vacuna neumocdcica
conjugada multivalente, en la que se usan mdultiples vehiculos para evitar la supresion del vehiculo. Los autores
pronostican que, en una vacuna conjugada multivalente, existe una carga maxima de una proteina de transporte que
puede tolerarse sin suscitar interferencia negativa. En la referencia bibliografica 23 se describié que las vacunas
neumocdcicas conjugadas que incluian proteinas de transporte mixtas provocaban, en paralelo a la respuesta anti-
neumocdcica, respuestas de refuerzo involuntarias contra los vehiculos.

En la referencia bibliografica 24, una investigacion sobre si podian administrarse refuerzos bien contra la difteria o el
tétanos con conjugados del serogrupo C meningocécicos monovalentes, se descubrié que las titulaciones contra el
conjugado meningocdcico se reducian cuando el vehiculo era el vehiculo anatoxina tetanica y el paciente habia
recibido inmunizacion previa con una vacuna gue contenia el tétano.

Finalmente, la referencia bibliogréafica 25 describe que “antes de la exposicion a la proteina de transporte se puede
potenciar o suprimir la respuesta del anticuerpo a polisacaridos administrados en conjugados de proteina-sacarido”.
Los conjugados usados en la referencia bibliografica 25 usan, como proteina de transporte, la anatoxina tetanica o el
mutante CRM197.

Por tanto, la situacién con respecto a la sensibilizacion y/o supresién por vehiculo es confusa y continGia sin aclarar
si cualquier conjugado particular experimentara supresién por vehiculo o se beneficiara de un aumento de
sensibilizacion por vehiculo. Las vacunas meningocécicas conjugadas no estaran en una posicion para integrarse o
afadirse a los programas de inmunizacién pediatricos existentes hasta que no se aborde este problema.
Adicionalmente, dado que los conjugados meningocécicos deben administrarse como mezclas tetravalentes (es
decir cuatro conjugados diferentes) entonces la posibilidad de supresion por vehiculo se vuelve incluso mas
arriesgada.

Ademas del problema de sensibilizacion con un vehiculo que tiene un impacto negativo sobre respuestas
inmunoldgicas contra conjugados sacéridos, también puede ocurrir lo contrario, es decir, la inmunizaciéon con un
conjugado puede tener un impacto negativo sobre respuestas inmunoldgicas contra el vehiculo [26].

El documento WO 03/094834 describe composiciones inmunogénicas que comprenden (a) un antigeno sacarido
capsular del serogrupo C de N. meningitidis y (b) un adyuvante de quitosano. Se dice que las composiciones
comprenden preferentemente (c) uno o mas antigenos adicionales y/o (d) uno o mas adyuvantes adicionales. Se
dice que las composiciones son particularmente adecuadas para la administracion en la mucosa, incluyendo la
administracion intranasal. El documento WO 03/094834 también describe composiciones inmunogénicas para
administracion en la mucosa que comprenden sacaridos capsulares de al menos dos de los serogrupos A, C, W135
e Y de N. meningitidis. Se dice que, en las composiciones de la invencién, se prefiere que los sacéridos capsulares
estén conjugados a una proteina (o proteinas) de transporte y/o que sean oligosacaridos. Se dice que los antigenos
de oligosacaridos conjugados son particularmente preferidos.

Divulgacién de la invencion

La referencia bibliografica 27 sugiere que, en las vacunas meningocdécicas conjugadas, la supresion por vehiculo
debe afrontarse con el uso de mas de un tipo de proteina de transporte. En patrticular, la referencia bibliogréfica 27
sugiere que la proteina D de H. influenzae deberia usarse como proteina de transporte para conjugados
meningocdcicos, siendo también una posibilidad la anatoxina tetanica (Ta). Para evitar la supresién epitdpica, la
proteina D es también el vehiculo de eleccién en la referencia bibliografica 28. De manera similar, la referencia
bibliografica 29 sugiere que las fimbrias de Bordetella pertussis deberian usarse como vehiculo para evitar la
supresion por vehiculo en vacunas conjugadas multivalentes. Por otro lado, se ha descubierto que la anatoxina
diftérica (Ta) y sus derivados pueden usarse de manera inocua como vehiculo para conjugados sacéaridos
meningocécicos, incluso cuando se administran conjugados meningococicos multiples al mismo tiempo. Ninguno de
los conjugados del serogrupo C meningocécicos monovalentes estudiados en la referencia bibliografica 24 usan un
vehiculo de Da.

Ademas, la referencia bibliografica 27 también sugiere que las vacunas conjugadas meningococicas deberian
administrarse al mismo tiempo como vacunas D-T-T-Hib (por ejemplo véase el ejemplo 3), de manera que no exista
exposicion previa a la proteina de transporte de los conjugados meningocdcicos. Por otro lado, ahora se ha
descubierto que los conjugados meningocdécicos pueden administrarse a pacientes incluso cuando ya han recibido la
proteina de transporte, bien en forma de un inmundgeno previo (por ejemplo en una inmunizacion contra D-T-T o D-
T) o como una proteina de transporte previa (por ejemplo en una vacuna conjugada Hib o conjugada neumocécica).
El estudio previo de supresién epitdépica inducida por vehiculo en vacunas conjugadas del serogrupo C
monovalentes [24] no consideraba el efecto de ninguna administracion de conjugados anterior.

También contrastando con la referencia bibliografica 27, la capacidad de un paciente para provocar una respuesta
inmunitaria contra un conjugado meningococico, incluso cuando ya ha recibido un conjugado diferente, contrasta con
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la referencia bibliografica 21.

Por tanto la invenciéon proporciona una composicion que comprende: (a) un conjugado (i) del sacarido capsular de N.
meningitidis del serogrupo Ay (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente
reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica; (b) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N. meningitidis
del serogrupo C y (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de
manera cruzada con la anatoxina diftérica; (c) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del
serogrupo W135 y (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de
manera cruzada con la anatoxina diftérica y (d) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del
serogrupo Y y (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de
manera cruzada con la anatoxina diftérica, para su uso en un procedimiento para inmunizar a un paciente contra una
enfermedad ocasionada por Neisseria meningitidis, que comprende la etapa de administrar al paciente la
composicion, en el que el paciente se ha preinmunizado con (a) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que
permanece inmunoldgicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica y/o (b) un conjugado de (i) un
sacarido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis y (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma
gue permanece inmunoldégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica.

La invencion también proporciona el uso de: (a) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del
serogrupo Ay (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactivo de
manera cruzada con la anatoxina diftérica; (b) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del
serogrupo C vy (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactivo de
manera cruzada con la anatoxina diftérica; (c) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del
serogrupo W135 y (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunoldgicamente reactivo de
manera cruzada con la anatoxina diftérica y (d) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N. meningitidis del
serogrupo Y y (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactivo de
manera cruzada con la anatoxina diftérica, en la preparacién de un medicamento para inmunizar a un paciente
contra una enfermedad ocasionada por Neisseria meningitidis en el que el paciente se ha preinmunizado con (a) una
anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la
anatoxina diftérica y/o (b) un conjugado (i) de un sacérido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis y (ii)
una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con
la anatoxina diftérica.

La enfermedad meningocdcica es preferentemente meningitis, mas preferentemente meningitis bacteriana y mas
preferentemente meningitis meningococica. Por lo tanto la invenciéon puede usarse para proteger contra infecciones
meningocécicas que causan meningitis.

Cuando el antigeno de la preinmunizacion es un derivado de una anatoxina diftérica que permanece
inmunolégicamente reactivo de manera cruzada con la Da, entonces el derivado es preferentemente CRM197.

El paciente preinmunizado

El paciente a inmunizar se ha preinmunizado con: (a) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece
inmunol6gicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica y/o (b) un conjugado (i) de un sacarido
capsular de un organismo distinto de Neisseria meningitidis y (ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma que
permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica. La preinmunizacién tipica
habra incluido, un antigeno de anatoxina diftérica; un conjugado de sacarido capsular Hib usando un vehiculo de
anatoxina diftérica o CRM197 y/o un conjugado sacarido capsular neumocécico que usa un vehiculo de anatoxina
diftérica 0 CRM197.

El paciente habra recibido al menos una (por ejemplo 1, 2, 3 0o mas) dosis del antigeno (o antigenos) de
preinmunizacién y esta dosis (o la primera de dosis mdltiples) se habra administrado al paciente la menos seis (por
ejemplo 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 36, 48, 60, 120, 180, 240, 300 o mas) meses antes de la inmunizacién con los
conjugados meningococicos de acuerdo con la invencion. En un grupo de pacientes preferido, la preinmunizacion se
realiza a los 3 afios del nacimiento por ejemplo a los 2 afios del nacimiento, al afio del nacimiento, a los 6 meses del
nacimiento o incluso a los 3 meses, 2 meses 0 1 mes del nacimiento.

El paciente a inmunizar de acuerdo con la invencién sera tipicamente un ser humano. El ser humano tendra
generalmente al menos 1 mes de edad, por ejemplo al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses, al
menos 6 meses, al menos 2 afios, al menos 5 afios, al menos 11 afios, al menos 17 afos, al menos 46 afios, al
menos 55 afios, etc. Un grupo de pacientes preferido tiene al menos 6 meses de edad. Otro grupo de pacientes
preferido es el grupo de 2 a 55 afios de edad y otro grupo de pacientes preferido es el grupo de 11 a 55 afios de
edad. Un conjunto de pacientes preferido adicional es de menos de 11 afios, por ejemplo, de 2 a 11 afios. Sin
embargo, en todos los casos, independientemente de la edad, el paciente se habra preinmunizado como se define
en el presente documento.

Cuando el antigeno de preinmunizacion es una anatoxina diftérica entonces el paciente habra recibido tipicamente la
anatoxina como antigeno ‘D’ en una preinmunizacion D-T-T o D-T. Dichas inmunizaciones se proporcionan
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tipicamente a nifios recién nacidos a los 2, 3 y 4 meses de edad. Cuando la inmunizacién incluye una vacuna anti-
tos ferina, esta vacuna puede ser una vacuna anti-tos ferina celular o de célula completa (‘Pw’), pero
preferentemente es una vacuna anti-tos ferina acelular (‘Pa’). Las vacunas Pa para preinmunizacion generalmente
incluiran uno, dos o tres de los siguientes antigenos de B. pertussis bien conocidos y bien caracterizados: (1)
anatoxina tosferinica (‘TA’), destoxificada por medios quimicos o por mutagénesis dirigida, por ejemplo el mutante
‘9K/129G’ [30]; (2) hemaglutinina filamentosa (‘FHA'); (3) pertactina (conocida también como ‘proteina de membrana
externa de 69 kiloDalton’). Las vacunas anti-tos ferina acelulares también pueden incluir aglutinégeno 2 y/o
aglutindgeno 3. El antigeno ‘T’ en una preinmunizaciéon D-T-T es tipicamente una anatoxina tetanica.

Cuando el antigeno de preinmunizacién es una anatoxina diftérica entonces el paciente también puede, o como
alternativa, haber recibido la anatoxina como proteina de transporte de un conjugado sacarido-proteina. Dichos
conjugados incluyen el conjugado ‘PRP-D’ Hib (véase la Tabla 14-7 o la referencia bibliografica 32], por ejemplo el
producto ProHIBITO.

Cuando el antigeno de preinmunizacién es CDM197 entonces el paciente se habra preinmunizado tipicamente con
un conjugado Hib y/o un conjugado neumocécico multivalente. Dichas inmunizaciones se proporcionan tipicamente
a nifios recién nacidos a los 2, 3 y 4 meses de edad. Los conjugados de Hib que usan un vehiculo CRM197 incluyen
los conjugados ‘HbOC' [Tabla 14-7 de la referencia bibliografica 32] por ejemplo el producto HibTITERO. Los
conjugados neumocdcicos que usan un vehiculo CRM197 incluyen las mezclas 7- valentes de PCV7 por ejemplo la
vacuna PrevNard [31]. El paciente también puede haberse preinmunizado con un conjugado meningococico
(‘MenC’) del serogrupo C. Los conjugados MenC que usan vehiculo CRM197 incluyen Meninvactl/Menjugatel] [5]
y MeningitecO. Preferentemente, sin embargo, el paciente se ha preinmunizado con conjugado Hib y/o
neumocécico, pero no con un conjugado MenC. Si el paciente se ha preinmunizado con un conjugado MenC
entonces la vacuna administrada de acuerdo con la presente invencion puede o no incluir un conjugado del
serogrupo C.

Cuando la preinmunizacion se realiza con un antigeno conjugado entonces el paciente habra recibido casi
inevitablemente una pequefa cantidad de anatoxina diftérica (o derivado) libre como resultado de una contaminacion
de bajo nivel del conjugado (causada, por ejemplo, por hidrélisis del conjugado durante el almacenamiento) pero
esta pequefia cantidad no se habra adecuado tipicamente para proporcionar una respuesta inmunolégica
significativa.

La anatoxina diftérica es una proteina bien conocida y bien caracterizada [véase, por ejemplo, el capitulo 13 de la
referencia bibliografica 32] que puede obtenerse tratando la exotoxina de Corynebacterium diphtheriae ribosilante de
ADP con un producto quimico inactivante, tal como formalina o formaldehido. CRM197 también se conoce bien y
esta bien caracterizado [33-36] y se ha usado ampliamente como un vehiculo en vacunas de sacaridos conjugados.
CRM197 y Da comparten muchos epitopos vehiculo.

El resultado de la preinmunizaciéon es que el sistema inmunolégico del paciente se ha expuesto a antigenos de
preinmunizacién. Para la preinmunizacién con anatoxina diftérica (Da), esto generalmente significa que el paciente
habra provocado una respuesta de anticuerpos anti-Da (tipicamente para proporcionar una titulacion anti-Da > 0,01
Ul/ml) y poseerd memoria de linfocitos B y/o T especifica para Da, es decir, la preinmunizacion con Da es
tipicamente adecuada para suscitar, en el paciente, una respuesta inmunolégica anamnésica anti-Da. Para la
preinmunizacion en la que Da (o derivado) es un vehiculo para un sacéarido dentro de un conjugado entonces la
preinmunizacion habra suscitado una respuesta anti-sacéarido y el paciente poseera memoria especifica de linfocitos
B y/o T para el sacarido es decir la preinmunizaciéon es tipicamente adecuada para provocar una respuesta
inmunolégica anti-sacarido anamnésica en el paciente. La preinmunizacion era preferentemente adecuada para
provocar en el paciente inmunidad protectora, por ejemplo, contra la enfermedad de la difteria.

Por tanto, los pacientes a inmunizar de acuerdo con la presente invencion son distintos de los pacientes en general,
ya que son miembros de un subconjunto de la poblacién general cuyo sistema inmunitario ya ha creado una
respuesta inmunitaria contra antigenos de preinmunizacion, de manera que la inmunizacion de acuerdo con la
presente invencion con un conjugado meningocécico que incluye un vehiculo de anatoxina diftérica (o derivado)
provoca en el subconjunto una respuesta inmunitaria diferente a la de pacientes que no han creado previamente
ninguna respuesta inmunolégica contra los antigenos de preinmunizacion. Los pacientes preferidos son los que se
han preinmunizado con Da (o derivado) como el vehiculo de un conjugado (particularmente de un conjugado Hib).
Los pacientes particularmente preferidos se han preinmunizado con Da (o derivado) como el vehiculo de un
conjugado y también con Da como un inmundgeno no conjugado.

Asi como se ha preinmunizado con una anatoxina diftérica (o derivado), en forma conjugada o no conjugada, el
paciente puede haberse pre-inmunizado con otros antigenos. Dichos antigenos incluyen, pero sin limitacion:
antigeno (o antigenos) de tos ferina - véase anteriormente; anatoxina tetanica - véase anteriormente; Haemophilus
influenzae de tipo B - véase anteriormente; antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg); poliovirus, tal como una
vacuna contra poliovirus inactivada (IPV); Streptococcus pneumoniae - véase anteriormente; virus de la gripe; BCG;
antigenos del virus de la hepatitis A; virus del sarampién; virus de las paperas; virus de la rubeola; virus de la
varicela; etc.
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El paciente puede o no haberse preinmunizado con uno o mas conjugados meningococicos. En algunas
realizaciones preferidas, en el momento en que un paciente recibe por primera vez un conjugado meningocécico,
este ya estaba preinmunizado con Da (o derivado). En otras realizaciones, se administra un conjugado
meningocdcico a un paciente que ya se habia preinmunizado tanto con (i) Da o un derivado como con (ii) un
conjugado meningocécico.

Los conjugados

La invencion inmuniza pacientes con sacaridos conjugados. La conjugacién se usa para potenciar la
inmunogenicidad de sacaridos, ya que los transforma de antigenos T independientes en antigenos T dependientes,
permitiendo de esta manera la sensibilizacion de memoria inmunoldgica. La conjugacién es particularmente Gtil en
vacunas pediatricas [por ejemplo, referencia bibliografica 37] y se conoce bien en la técnica [revisar, por ejemplo, las
referencias bibliograficas 38 a 46].

La composicion usada de acuerdo con la invencién comprende al menos dos conjugados meningocdcicos, en la que
cada conjugado comprende una proteina de transporte de anatoxina diftérica (o derivado) y el sacarido capsular. Los
sacaridos capsulares se seleccionan de los serogrupos A, C, W135 e Y meningococicos, de manera que las
composiciones incluyen sacéaridos de 2, 3 6 4 de estos cuatro serogrupos. Las composiciones especificas
comprenden sacaridos de: serogrupos A y C; serogrupos A y W135; serogrupos A e Y; serogrupos C y W135;
serogrupos C e Y; serogrupos W135 e Y; serogrupos Ay C y W135; serogrupos Ay C e Y; serogrupos Ay W135 e
Y; serogrupos C y W135 e Y; serogrupos Ay C y W135 e Y. Las composiciones mas preferidas son las que incluyen
sacaridos de los cuatro serogrupos.

Los sacaridos capsulares de cada uno de estos cuatro serogrupos estan bien caracterizados. El sacérido capsular
del meningococo del serogrupo A es un homopolimero de (a1->6)-unido a N-acetil-D-manosamina-1-fosfato, con O-
acetilacion parcial en las posiciones C3 y C4. Los grupos acetilo pueden sustituirse con grupos de bloqueo para
impedir la hidrdlisis [47] y dichos sacaridos modificados son aun sacéridos del serogrupo A dentro del significado de
la presente invencion. El sacarido capsular del serogrupo C es un homopolimero de (a2->9)-unido a acido sialico
(acido N-acetil neuraminico, o ‘NeuNAc’). La mayoria de las cepas del serogrupo C tienen grupos O-acetilo en los
restos C-7 y/o C-8 del &cido sialico, pero aproximadamente el 15% de aislados clinicos carece de estos grupos O-
acetilo [48,49]. La estructura del sacéarido se escribe >9)-Neu p NAc 7/8 OAc-(a2->. El sacarido del serogrupo W135
es un polimero de unidades del disacarido acido sialico-galactosa. Al igual que el sacarido del serogrupo C, tiene O-
acetilacion variable, pero en las posiciones 7 y 9 del acido sialico [50]. La estructura se escribe: =>4)-D-
Neup5Ac(7/90Ac)-a-(2->6)-D-Gal-a-(1->. El sacéarido del serogrupo Y es similar al sacarido del serogrupo W135
excepto que las unidades de repeticion del disacarido incluyen glucosa en lugar de galactosa. Al igual que el
serogrupo W135, tiene una O-acetilacién variable en las posiciones 7 y 9 del acido sialico [50]. La estructura del
serogrupo Y se escribe: >4)-D-Neup5Ac(7/90Ac)-a-(2->6)-D-Glc-a-(1->.

Los sacaridos usados de acuerdo con la invencién pueden estar O-acetilados como se ha descrito anteriormente
(por ejemplo con el mismo modelo de O-acetilacion al observado en sacaridos capsulares naturales) o pueden estar
parcial o totalmente des-O-acetilados en una o mas posiciones de los anillos sacéaridos o pueden estar hiper-O-
acetilados con respecto a los sacaridos capsulares originales.

Los sacaridos usados de acuerdo con la invencién son preferentemente mas cortos que los sacaridos capsulares
naturales observados en bacterias. Por lo tanto los sacaridos estan preferentemente despolimerizados,
produciéndose la despolimerizacion después de la purificacién pero antes de la conjugacion. La despolimerizacion
reduce la longitud de la cadena de los sacaridos. Un procedimiento de despolimerizacion preferido implica el uso del
perdxido de hidrégeno [9]. El peréxido de hidrégeno se afiade a un sacarido (por ejemplo, para proporcionar una
concentracion final de H2O; del 1%) y después se incuba la mezcla (por ejemplo, aproximadamente a 55°C) hasta
conseguir una reducciéon deseada de la longitud de cadena. Otro procedimiento de despolimerizacion implica la
hidrélisis acida [10]. Los expertos en la materia conocen otros procedimientos de despolimerizacion. Los sacaridos
usados para preparar conjugados para su uso de acuerdo con la invencion pueden obtenerse mediante cualquiera
de estos procedimientos de despolimerizacion. La despolimerizacion puede usarse para proporcionar una longitud
de cadena 6ptima para la inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de la cadena para el manejo fisico de los
sacaridos.

Las proteinas de transporte tipicas para su uso en conjugados son toxinas 0 anatoxinas bacterianas tales como
toxina diftérica (o su mutante CRMsg7) y toxina tetanica. Otras proteinas de transporte conocidas incluyen la proteina
de membrana externa de N. meningitidis, péptidos sintéticos, proteinas de choque térmico, proteinas de tos ferina,
citocinas, linfocinas, hormonas, factores de crecimiento, proteinas artificiales que comprenden epitopos de linfocitos
T CD4" humanos multiples de diversos antigenos derivados de patégenos, proteina D de H. influenzae, proteina de
superficie neumococica PspA, proteinas captadoras de hierro, toxina A o B de C. difficile, etc. Sin embargo, de
acuerdo con la invencién, los conjugados meningococicos incluyen una proteina de transporte de anatoxina diftérica
(o derivado, tal como CRM197). Se prefiere la conjugacién covalente.

En las composiciones es posible usar mas de una proteina de transporte. Por lo tanto pueden usarse diferentes
proteinas de transporte para diferentes serogrupos, por ejemplo, sacaridos del serogrupo A podrian conjugarse con
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CRM197 mientras que sacaridos del serogrupo C podrian conjugarse con la anatoxina diftérica. También es posible
el uso de mas de una proteina de transporte para un antigeno sacarido particular, por ejemplo, sacaridos del
serogrupo A podrian estar en dos grupos, algunos conjugados con CRM197 y otros conjugados con anatoxina
diftérica. Sin embargo, en general, en la composicién se prefiere el uso de la misma proteina de transporte para
todos los sacaridos meningocdcicos y mas preferentemente para todos los sacéaridos (es decir, incluyendo cualquier
conjugado no meningococico que pudiera estar presente). Se prefiere que las composiciones de la invencién no
incluyan ninguna proteina de transporte de anatoxina tetanica. Cuando la composiciéon incluye una proteina de
transporte de anatoxina diftérica entonces se prefiere que no se incluya ninguna proteina de transporte CRM197.

Una sola proteina de transporte podria transportar mas de un antigeno sacarido [51]. Por ejemplo, una sola proteina
de transporte podria conjugarse con sacaridos de los serogrupos A y C. Para conseguir este objetivo, los sacaridos
pueden mezclarse antes de la reaccidon de conjugacion. Sin embargo, en general, se prefiere tener distintos
conjugados para cada serogrupo. Los conjugados se mezclan preferentemente para proporcionar sustancialmente
una proporcion 1:1:1:1 (medida como masa de sacarido) por ejemplo la masa de cada sacarido de los serogrupos
esta dentro de +10% unos con respecto a otros. Una cantidad tipica de antigeno meningocécico por serogrupo en
una composicion esta entre 1 ug y 20 ug por ejemplo entre 2 y 10 pg por serogrupo o aproximadamente 4 pug. Como
una alternativa para una proporcioén 1:1:1:1, puede usarse una doble dosis del serogrupo A (2:1:1:1).

Se prefieren conjugados con una proporcion sacarido:proteina (p/p) de entre 1:15 (por ejemplo proteina en exceso) y
15:1 (es decir sacarido en exceso), preferentemente entre 1:10 y 10:1, mas preferentemente entre 1.5y 5:1. S e
prefiere el exceso de proteina de transporte. Se prefieren conjugados con una proporcién sacarido:proteina de
aproximadamente 1:12 o aproximadamente 1:6 o aproximadamente 1:3, particularmente cuando el vehiculo es Da
una proporcioén 1:3 es mas preferida.

Los conjugados pueden usarse junto con una proteina de transporte libre [52]. Sin embargo, cuando en una
composicion de la invencion existe una proteina de transporte determinada en forma conjugada y libre, la forma no
conjugada preferentemente no supera el 5% de la cantidad total de la proteina de transporte en la composicion en
su conjunto, y mas preferentemente presente en menos del 2% en peso. De manera similar, es preferente que el
sacarido no conjugado no supere el 15% en peso de la cantidad total de sacarido.

Cuando sea necesario puede usarse cualquier reaccién de conjugacion adecuada, con cualquier engarce adecuado.

El sacarido se activara o se funcionalizara tipicamente antes de la conjugacién. La activacion puede implicar, por
ejemplo, reactivos de cianilacién tales como CDAP (por ejemplo, 1-ciano-4-dimetilamino-piridinio-tetrafluoroborato
[53, 54, etc.]). Otros procedimientos adecuados usan carbodiimidas, hidracinas, ésteres activos, norborano, acido p-
nitrobenzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; véase también la introduccion de la referencia bibliografica
44).

Pueden realizarse enlaces mediante un grupo de engarce usando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo,
los procedimientos descritos en las referencias bibliografica 55 y 56. Un tipo de enlace implica la aminacion
reductora del polisacérido, el acoplamiento del grupo amino resultante con un extremo de un grupo de engarce del
acido adipico y después el acoplamiento de una proteina al otro extremo del grupo de engarce del acido adipico [42,
57, 58]. Otros engarces incluyen B-propionamido [59], nitrofenil-etilamina [60], haluros de haloacilo [61], enlaces
glucosidicos [62], &cido 6-aminocaproico [63], ADH [64], restos C4 a C1» [65] etc. Como una alternativa al uso de un
engarce, puede usarse un enlace directo. Los enlaces directos a la proteina pueden comprender la oxidacion del
polisacarido seguido de aminacién reductora con la proteina, como se describe, por ejemplo, en las referencias
bibliograficas 66 y 67.

Se prefiere un proceso que implique la introduccién de grupos amino en el sacéarido (por ejemplo sustitucion de
grupos =0 terminales con -NH,) seguido por derivatizacién con un diéster adipico (por ejemplo N-hidroxisuccinimido
diéster del acido adipico) y reaccion con la proteina de transporte.

En un procedimiento de conjugacién preferido, un sacarido reacciona con la dihidracida del acido adipico. Para el
serogupo A, en esta etapa también puede afiadirse carbodiimida. Después de un periodo de reaccion, se afade
cianoborohidruro de sodio. Después, el sacarido derivatizado puede prepararse, por ejemplo, por ultrafiltracién.
Después el sacarido derivatizado se mezcla con una proteina de transporte (por ejemplo con una anatoxina
diftérica), y se afiade carbodiimida. Después de un periodo de reaccion, el conjugado puede recuperarse. En la
referencia bibliografica 10 pueden encontrarse detalles adicionales de esta conjugacion. Los conjugados que pueden
obtenerse por este procedimiento son conjugados preferidos para su uso de acuerdo con la presente invencion, por
ejemplo, conjugados que comprenden un vehiculo de anatoxina diftérica y un engarce de acido adipico.

Preferentemente, los conjugados se preparan por separado y después se mezclan. Después de mezclar, la
concentracion de los conjugados mezclados puede ajustarse, por ejemplo, con solucién salina estéril tamponada con
fosfato, sin pirégeno. Antes de mezclar, cada conjugado contiene preferentemente no mas de 15 pg de vehiculo.

El resultado de administrar conjugados meningococicos de acuerdo con la invencion es preferentemente que, para
cada serogrupo administrado, el paciente provoca una respuesta de anticuerpos bactericidas séricos (ABS), siendo
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el aumento de la titulacion de ABS al menos de 4 veces (en comparacion con el paciente pre-inmunizado antes de
recibir los conjugados meningococicos mezclados) y preferentemente al menos de 8 veces. El ensayo de ABS es un
concepto correlativo convencional para la proteccion contra meningococos. En la referencia bibliografica 68 se
proporcionan detalles adicionales de conceptos correlativos serolégicos para vacunas contra meningococos.

Componentes antigénicos adicionales de las composiciones usadas de acuerdo con la invencion

Ademas de conjugados meningocécicos, las composiciones usadas de acuerdo con la invencion pueden incluir
opcionalmente 1, 2, 6 3 de los siguientes antigenos adicionales:

1. Un sacarido capsular conjugado de S. pneumoniae [por ejemplo, capitulo 23 de la referencia bibliografica 32;
referencias bibliograficas 69-71].

Se prefiere incluir sacaridos de mas de un serotipo de S. pneumoniae. Por ejemplo, se usan mucho mezclas de
polisacaridos de 23 serotipos diferentes como vacunas conjugadas con polisacaridos de entre 5 y 11 serotipos
diferentes [72]. Por ejemplo, PrevNar(d [31] contiene antigenos de siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y
23F) conjugandose cada sacarido individualmente con CRM197 por aminacién reductora con 2 ug de cada
sacarido por 0,5 ml de dosis (4 ug de serotipo 6B) y con conjugados adsorbidos sobre un adyuvante de fosfato
de aluminio. Cuando se incluyen conjugados neumocécicos en una composicion para su uso con la presente
invencion, la composicién incluye preferentemente al menos serotipos 6B, 14, 19F y 23F.

2. Un sacérido capsular conjugado de H. influenzae B [por ejemplo capitulo 14 de la referencia bibliografica 32].
La proteina de transporte del conjugado puede ser CRM197, Da, una anatoxina tetanica o un complejo de
membrana externa de N. meningitidis. El resto sacarido del conjugado puede ser un polisacarido (por ejemplo
polirribosilrribitol fosfato (PRP) de longitud completa), pero se prefiere despolimerizar los polisacaridos
capsulares para formar oligosacaridos (por ejemplo con un PM de [ a [b kDa). Un conjugado de Hib preferido
comprende un oligosacarido unido covalentemente a CRM197 mediante un engarce de acido adipico [73,74].
La administracion del antigeno Hib preferentemente da como resultado una concentracion de anticuerpo anti-
PRP de >0,15 pug/ml y méas preferentemente >1 pug/ml. Cuando una composicion incluye un antigeno sacérido
Hib, preferentemente tampoco incluye ningiin adyuvante de hidréxido de aluminio. Si la composicion incluye un
adyuvante de fosfato de aluminio entonces el antigeno Hib puede adsorberse [75] o no [27] al adyuvante. La
prevencion de la adsorcion puede conseguirse seleccionando el pH correcto durante la mezcla de
antigeno/adyuvante, un adyuvante con un punto de carga cero apropiado y un orden de mezcla apropiado para
los diversos antigenos diferentes en una composicion [76].

3. Un antigeno de proteina de Neisseria meningitidis del serogrupo B [por ejemplo referencia bibliografica 77].

La composicion puede comprender uno o mas antigenos de estos adicionales.
Dichos antigenos pueden o no adsorberse a una sal de aluminio.

Si el conjugado meningocdcico se administra en una serie de dosis entonces ninguna, alguna o todas las dosis
pueden incluir estos antigenos extra.

Preferentemente las composiciones que contienen los conjugados meningocécicos no incluyen la anatoxina tetanica.
Preferentemente estas no incluyen antigenos contra tos ferina. Preferentemente estas no incluyen antigenos de
superficie del virus de la hepatitis B. Preferentemente estas no incluyen poliovirus. Una composicién contiene
preferentemente no mas de 50 ug de anatoxina diftérica por conjugado menincocécico y mas preferentemente no
mas de 50 pg de anatoxina diftérica para todos los conjugados meningocécicos recombinados.

La composicion de vacuna

La composicion usada de acuerdo con la presente invencion incluira tipicamente un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Dichos vehiculos incluyen cualquier vehiculo que por si mismo no induzca la produccién de anticuerpos
dafiinos al individuo que recibe la composicion. Los vehiculos adecuados son tipicamente macromoléculas grandes
lentamente metabolizadas tales como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacidos, sacarosa, trehalosa, lactosa y agregados lipidicos (tales como gotas de
aceite o liposomas). Dichos vehiculos son bien conocidos por un experto habitual en la materia. Las vacunas
también pueden contener diluyentes, tales como agua, solucion salina, glicerol, etc. Adicionalmente, pueden existrir
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes del pH y similares.
Un vehiculo tipico es solucion salina fisiolégica estéril tamponada con fosfato sin pirégeno. En la referencia
bibliografica 78 puede encontrarse un andlisis detallado sobre vehiculos y excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Las composiciones usadas de acuerdo con la presente invencién pueden incluir un agente antimicrobiano,
particularmente si se envasan en un formato de dosis mdultiple.

Las composiciones usadas de acuerdo con la presente invencién pueden comprender detergentes, por ejemplo, un
Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Los detergentes generalmente estan presentes a bajos niveles por ejemplo
<0,01%.
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Las composiciones usadas de acuerdo con la presente invencién pueden incluir sales de sodio (por ejemplo cloruro
de sodio y/o fosfato de sodio). Estas pueden usarse para tonicidad. Es tipica una concentracion de 10+2 mg/ml de
NaCl, por ejemplo, aproximadamente de 8,8 mg/ml. Es tipica una concentracion de 1,2 mg/ml de fosfato de sodio.

Las composiciones usadas de acuerdo con la invencién generalmente incluirdn un tampon, por ejemplo, un tampén
fosfato.

Las composiciones usadas de acuerdo con la invenciéon pueden comprender un alcohol de azucar (por ejemplo
manitol) o un disacarido (por ejemplo sacarosa o trehalosa) por ejemplo a aproximadamente 15-30 mg/ml (por
ejemplo 25 mg/ml), particularmente si tienen que liofilizarse o si incluyen material que se ha reconstituido de material
liofilizado. Sin embargo, las composiciones preferidas no estan liofilizadas, es decir, todos los conjugados
meningocécicos estan presentes en forma acuosa, desde la etapa de envasado hasta la etapa de administracién.

Generalmente las composiciones se administraran directamente al paciente. La administracién directa puede
conseguirse por inyeccion parenteral (por ejemplo por via subcutanea, por via intraperitoneal, por via intravenosa,
por via intramuscular o en el espacio intersticial de un tejido) o por administracion rectal, oral, vaginal, topica,
transdérmica, intranasal, ocular, 6tica, pulmonar u otra administracion mucosa. Se prefiere la administracion
intramuscular (por ejemplo en el muslo o el brazo). La inyecciéon puede ser mediante una aguja (por ejemplo una
aguja hipodérmica), pero como alternativa también puede usarse una inyeccion sin aguja. Una dosis tipica
intramuscular es de 0,5 ml.

Los conjugados meningocécicos de serogrupos multiples se administran en mezcla con una sola composicion. La
composicion puede administrarse como una monodosis 0 puede administrarse mas de una vez en un programa de
dosis multiples. Las dosis mdltiples pueden usarse en un programa de inmunizacién primaria y/o en un programa de
inmunizacioén de refuerzo. Un programa de dosis primaria puede continuar con un programa de dosis de refuerzo de
conjugados meningocdécicos. La temporizacion adecuada entre dosis de sensibilizacion (por ejemplo entre 4-16
semanas) y entre la sensibilizacion y el refuerzo, puede determinarse de manera rutinaria. Los conjugados pueden
administrarse convenientemente al mismo tiempo como otras vacunas, por ejemplo, al mismo tiempo como una
vacuna contra D-T-T o al mismo tiempo como una vacuna neumocdcica conjugada o al mismo tiempo como una
vacuna contra la gripe o al mismo tiempo como una vacuna contra MMR o MMRYV. Generalmente estas vacunas se
administraran por separado pero durante la misma consulta médica.

Las infecciones bacterianas pueden afectar diversas areas del cuerpo y por esto las composiciones pueden
prepararse de diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, bien como
suspensiones o como soluciones liquidas. Antes de la inyeccién, también pueden prepararse formas soélidas
adecuadas para solucién o suspension en vehiculos liquidos (por ejemplo una composicion liofilizada). La
composicion puede prepararse para administracion topica, por ejemplo, como una pomada, crema o polvo. La
composicion puede prepararse para administracion oral, por ejemplo, como un comprimido o capsula o como un
jarabe (opcionalmente con sabor). La composicién puede prepararse para administracion pulmonar, por ejemplo,
como un inhalador, usando un polvo fino o un pulverizador. La composicion puede prepararse como un supositorio o
pesario. La composicion puede prepararse para administracion nasal, 6tica u ocular por ejemplo como
pulverizaciones, gotas, gel o polvo [por ejemplo, referencias bibliograficas 79 y 80]. Sin embargo, en general, los
conjugados meningocdcicos se formulan para inyeccion intramuscular.

Las composiciones usadas de acuerdo con la invencién pueden o no incluir un adyuvante de vacuna. Los
adyuvantes que pueden usarse en las composiciones de la invencién incluyen, pero sin limitacion:

A. Composiciones que contienen minerales

Las composiciones adecuadas que contienen minerales para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
sales minerales, tales como sales de aluminio y sales de calcio. La invencion incluye sales minerales tales como
hidroxidos (por ejemplo oxihidroxidos), fosfatos (por ejemplo hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por ejemplo
véanse los capitulos 8 y 9 de la referencia bibliografica 81] o mezclas de diferentes compuestos minerales,
adoptando los compuestos cualquier forma adecuada (por ejemplo gel, cristalina, amorfa, etc.) y prefiriéndose la
adsorcion. Las composiciones que contienen minerales también pueden formularse como una particula de sal
metalica [82].

Particularmente se prefieren los fosfatos de aluminio y un adyuvante tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con
una relacién molar PO4/Al entre 0,84 y 0,92, incluyendo aproximadamente 0,6 ml AP**/ml. Puede usarse una
adsorcion con una dosis baja de fosfato de aluminio, por ejemplo entre 50 y 100 g A% por conjugado por dosis.
Cuando una composicién incluye conjugados de especies bacterianas miltiples no todos los conjugados necesitan
adsorberse

B. Emulsiones oleaginosas

Las composiciones de emulsiones oleaginosas adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
emulsiones de escualeno-agua, tales como MF59 [capitulo 10 de la referencia bibliografica 81; véase también la
referencia bibliografica 83] (Escualeno al 5%, Tween 80 al 0,5% y Span 85 0,5%, formulado en particulas
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submicrométricas usando un microfluidizador). También puede usarse adyuvante completo de Freund (ACF) y
adyuvante incompleto de Freund (AIF).

C. Formulaciones con saponina [capitulo 22 de la referencia bibliografica 81]

Las formulaciones con saponina también pueden usarse como adyuvantes en la presente invencion. Las saponinas
son un grupo heterdlogo de glucésidos de esterol y glucésidos triterpenoides que se encuentran en la madera, hojas,
tallos, raices e incluso flores de una amplia variedad de especies vegetales. La saponina de la madera del arbol
Quillaia saponaria Molina se ha estudiado ampliamente como adyuvantes. La saponina también puede obtenerse en
el mercado procedente de Smilax ornata (sarsaprilla), Gypsophilla paniculata (velo de novia) y Saponaria officianalis
(jabonera). Las formulaciones con adyuvante de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como QS21, asi
como formulaciones lipidicas tales como los ISCOM. QS21 se comercializa como Stimulon[ .

Las composiciones con saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Usando estas técnicas se han
identificado fracciones purificadas especificas incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y QH-C.
Preferentemente, la saponina es QS21. En la ref. 84 se describe un procedimiento de produccion de QS21. Las
formulaciones con saponina también pueden comprender un esterol, tal como colesterol [85].

Las combinaciones de saponinas y colesteroles que pueden usarse para formar particulas Gnicas se denominan
complejos inmunoestimuladores (ISCOM) [capitulo 23 de la referencia bibliografica 81]. Los ISCOM tipicamente
también incluyen un fosfolipido, tal como fosfatidil etinolamina o fosfatidil colina. En los ISCOM puede usarse
cualquier saponina conocida. Preferentemente, los ISCOM incluyen uno o mas de QuilA, QHA y QHC. Los ISCOM
se describen adicionalmente en las referencias bibliograficas 85-87. Opcionalmente, los ISCOM pueden carecer de
detergentes adicionales [88].

En las referencias bibliograficas 89 y 90 puede encontrarse una revisién sobre el desarrollo de adyuvantes basados
en saponina.

D. Virosomas y particulas de tipo virus

Los virosomas Y las particulas de tipo virus (VLP) también pueden usarse como adyuvantes en la invencion. Estas
estructuras generalmente contienen una o mas proteinas de un virus opcionalmente combinadas o formuladas con
un fosfolipido. Generalmente son no-patégenas, no replicantes y generalmente no contienen ningn genoma viral
natural. Las proteinas virales pueden producirse de manera recombinante o aislarse de virus completos. Estas
proteinas virales adecuadas para su uso en virosomas o VLP incluyen proteinas derivadas del virus de la gripe (tales
como Ha o NA), virus de la Hepatitis B (tales como proteinas del nicleo o de la capside), virus de la Hepatitis E,
virus del sarampion, virus Sindbis, Rotavirus, virus de la Enfermedad de Pie y Boca, Retrovirus, virus Norwalk, virus
del Papiloma humano, VIH, fagos de ARN, fago Q (tales como proteinas de cubierta), fago GA, fago fr, fago AP205
y Ty (tal como la proteina pl del retrotransposon Ty). Las VLP se analizan adicionalmente en las referencias
bibliograficas 91-96. Los virosomas se analizan adicionalmente, por ejemplo, en la referencia bibliogréafica 97.

E. Derivados bacterianos o microbianos

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen derivados bacterianos o microbianos, tales como
derivados no toxicos del lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), derivados del lipido A, oligonucleétidos
inmunoestimuladores y toxinas de ADP ribosilantes y sus derivados destoxificados.

Los derivados no téxicos de LPS incluyen monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL). El 3dMPL es
una mezcla de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas. En la referencia bibliografica 98
se describe una forma preferida de “particula pequefia” de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado. Dichas “particulas
pequefias” de 3dMPL son lo suficientemente pequefias para poder esterilizarse por filtracién a través de una
membrana de 0,22 pm [98]. Otros derivados de LPS no tdxicos incluyen miméticos de monofosforil lipido A, tales
como derivados de aminoalquil glucosaminida fosfato por ejemplo RC-529 [99,100].

Los derivados del lipido A incluyen derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174. El OM-174 se
describe, por ejemplo, en las referencias bibliograficas 101 y 102.

Los oligonucledtidos inmunoestimuladores adecuados para su uso como adyuvantes en la presente invencion
incluyen secuencias de nucleotidos que contienen un motivo CpG (una secuencia dinucleotidica que contiene una
ctiosina no metilada unida mediante un enlace fosfato a una guanosina). También se ha demostrado que los ARN
bicatenarios y los oligonucledtidos que contienen secuencias palindromicas o poli(dG) también son
inmunoestimulantes.

Los CpG pueden incluir modificaciones/anédlogos de nucledtidos tales como modificaciones de fosforotioato y
pueden ser bicatenarios o0 monocatenarios. Las referencias bibliograficas 103, 104 y 105 describen posibles
sustituciones de analogos, por ejemplo, la sustitucion de guanina por 2’-desoxi-7-desazaguanosina. El efecto
adyuvante de oligonucledtidos CpG se analiza mas a fondo en las referencias bibliograficas 106-111.
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La secuencia CpG puede dirigirse a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [112]. La secuencia CpG puede
ser especifica para inducir una respuesta inmunolégica Thl, tal como CpG-A ODN o puede ser mas especifica para
inducir una respuesta de linfocito C, tal como CpG-B ODN. Los CpG-A y CpG-B ODN se analizan en las referencias
bibliograficas 113-115. Preferentemente, el CpG es un CpG-A ODN.

Preferentemente el oligonucledtido CpG se construye de manera que el extremo 5 es accesible para el
reconocimiento de receptores Opcionalmente, dos secuencias de oligonucleétidos CpG pueden en sus extremos 3’
para formar “inmunoémeros”. Véase, por ejemplo, las referencias bibliograficas 112 y 116-118.

Las toxinas ADP ribosilantes bacterianas y sus derivados destoxificados pueden usarse como adyuvantes en la
invencion. Preferentemente, la proteina deriva de E. coli (enterotoxina termolabil "TL" de E. coli), célera (“CT") o
tosferina (“PT”). El uso de toxinas ADP ribosilantes destoxificadas como adyuvantes mucoésicos se describe en la
referencia bibliografica 119 y como adyuvantes parenterales en la referencia bibliografica 120. La toxina o anatoxina
esta preferentemente en forma de una holotoxina que comprende ambas subunidades A y B. Preferentemente, la
subunidad A contiene una mutacion destoxificante, preferentemente la subunidad B no estd mutada.
Preferentemente, el adyuvante es un mutante de TL destoxificado tal como LT-K63, LT-R72 y LT-G192. El uso de
toxinas ADP ribosilantes y sus derivados destoxificantes, particularmente LT-K63 y LT-R72, como adyuvantes
pueden encontrarse en las referencias 121-128. La referencia numérica para las sustituciones de aminoacidos se
basa preferentemente en los alineamientos de las subunidades A y B de las toxinas ADP ribosilantes expuestas en
la referencia bibliografica 129.

F. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen citocinas, tales
como interleucinas (por ejemplo IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [130], etc.) [131], interferones (por ejemplo
interferén-y), factor estimulante de colonias de macréfagos y factor de necrosis tumoral.

G. Bioadhesivos y mucoadhesivos

En la invencién también pueden usarse como adyuvantes bioadhesivos y mucoadhesivos. Los bioadhesivos
adecuados incluyen microesferas de acido hialurénico esterificado [132] o mucoadhesivos tales como derivados
reticulados del poli(acido acrilico), poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, polisacaridos y carboximetilcelulosa. El
quitosano y sus derivados también pueden usarse como adyuvantes en la invencion [133].

H Microparticulas

En la invencién también pueden usarse como adyuvantes microparticulas. Se prefieren microparticulas (es decir una
particula con un diametro de (1100 nm a [1150 pm, mas preferentemente (200 nm a [B0 um y mas preferentemente
con un didmetro de (500 nm a (110 um) formadas con materiales que son biodegradables y no toxicos (por ejemplo
un poli(a-hidroxiacido), un poli(acido hidroxibutirico), un poliortoéster, un polianhidrido, una policaprolactona, etc.)
con poli(lactida-co-glicélico), opcionalmente tratadas para tener una superficie cargada negativamente (por ejemplo
con SDS) o una superficie cargada positivamente (por ejemplo con un detergente catidnico tal como CTAB).

I. Liposomas (Capitulos 13 y 14 de la referencia bibliogréafica 81)

En las referencias bibliograficas 134-136 se describen ejemplos de formulaciones adecuadas con liposomas para su
uso como adyuvantes.

J. Formulaciones de polioxietilen éter y polioxietilen éster

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen polioxietilén éter y polioxietilén éster [137]. Dichas
formulaciones incluyen adicionalmente tensioactivos de polioxietilen sorbitan éster en combinacion con un octoxinol
[138] asi como tensioactivos de polioxietilen alquil éter o éster en combinacién con al menos otro tensioactivo no
i6nico tal como octoxinol [139]. Los polioxietilen éteres preferidos se seleccionan del siguiente grupo: polioxietilen-9-
lauril éter (laureth 9), polioxietilen-9-esteoril éter, polioxietilen-8-esteoril éter, polioxietilen-4-lauril éter, polioxietilen-
35-lauril éter y polioxietilen-23-lauril éter.

L. Péptidos de muramilo

Los ejemplos de péptidos de muramilo adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen N-
acetilmuramil-L-treonil-D-isoglutamina  (thr-MDP), N-acetil-normulamil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP) y N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi) etilamina MTP-PE).

K Polifosfaceno (PCPP)

Las formulaciones de PCPP se describen, por ejemplo, en las referencias bibliograficas 140 y 141

M. Compuestos de imidazoquinolona.
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Los ejemplos de compuestos de imidazoquinolona adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion
incluyen Imiquamod y sus homélogos (por ejemplo “Resiquimod 3M”), y se describen mas a fondo en las referencias
bibliograficas 142 y 143.

N. Compuestos de Tiosemicarbazona

En la referencia bibliografica 144 se describen ejemplos de compuestos de tiosemicarbazona, asi como
procedimientos para formular, preparar y seleccionar compuestos adecuados para su uso como adyuvantes en la
invencion. Las tiosemicarbazonas son particularmente eficaces en la estimulacion de células mononucleares de
sangre periférica humana para la produccion de citocinas tales como TNF-a.

O. Compuestos de triptantrina.

En la referencia bibliografica 145 se describen ejemplos de compuestos de triptantrina asi como procedimientos para
preparar, formular y seleccionar compuestos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién. Los
compuestos de triptrantrina son particularmente eficaces en la estimulacion de células mononucleares de sangre
periférica humana para la produccién de citocinas, tales como TNF-a.

La invencion también puede comprender combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, en la invencién pueden usarse las siguientes composiciones de adyuvantes: (1) una
saponina y una emulsion de aceite en agua [146]; (2) una saponina (por ejemplo QS21) + un derivado de LPS no
téxico (por ejemplo 3dMPL) [147]; una saponina (por ejemplo QS21) + un derivado de LPS no téxico (por ejemplo
3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un esterol) [148],
(5) combinaciones de 3dMPL, por ejemplo, con QS21 y/o emulsiones de aceite en agua [149]; (6) SAF, que contiene
escualeno al 10%, Tween 800 al 0,4%, polimero en bloque plurénico L121 al 5% y thr-MDP, microfluidificado en una
emulsién submicronica o sometido a agitacion vorticial para generar una emulsion de mayor tamafio de particula. (7)
el sistema adyuvante RibidJ (RAS), (Ribi Immunochem) que contiene escualeno al 2%, Tween 80 al 0,2 % y uno o
mas componentes de la pared celular bacteriana del grupo que consiste en monofosforil lipido A (MPL), dimicolato
de trehalosa (TDM) y esqueleto de la pared celular (EPC), preferentemente MPL + EPC (Detox[); (8) una o mas
sales minerales (tale como una sal de aluminio) + un derivado de LPS no téxico (tal como 3dMPL); y (9) una o0 mas
sales minerales (tal como una sal de aluminio) + un oligonucleétido inmunoestimulador (tal como una secuencia de
nucleétidos que incluye un motivo CpG).

En el capitulo 7 de la referencia bibliografica 81 se describen otras sustancias que actlan como agente
inmunoestimuladores.

Se prefiere particularmente el uso de un adyuvante de hidréxido de aluminio o de fosfato de aluminio y los
conjugados se adsorben generalmente a estas sales [por ejemplo, los ejemplos 7 y 8 y de la referencia bibliografica
9; el ejemplo J de la referencia bibliografica 10]. También es posible la mezcla con sales de aluminio sin adsorcién
[27, 76]. Otro adyuvante preferido es el fosfato de calcio. Los conjugados pueden mezclarse con los adyuvantes (y
opcionalmente adsorberse a ellos) por separado y después los conjugados pueden mezclarse entre si o los
conjugados pueden mezclarse entre si y después mezclarse con el adyuvante.

El pH de las composiciones usadas de acuerdo con la invencion es preferentemente entre 6 y 8, preferentemente de
aproximadamente 7. Usando un tampdn puede mantenerse estable el pH. Cuando una composicién comprende una
sal de hidroxido de aluminio, se prefiere usar un tampdén de histidina [150]. La composicion puede ser estéril y/o sin
pirégeno. Las composiciones pueden ser isotdnicas con respecto a los seres humanos.

Las composiciones pueden incluir un conservante (por ejemplo, tiomersal, 2-fenoxietanol) o pueden no incluir
conservantes. Las composiciones preferidas de la invencién no incluyen ningdn material mercurico por ejemplo no
tienen tiomersal.

Para evitar interferencias entre antigenos, particularmente antigenos conjugados es posible incluir un polimero
polianionico, tal como poli(acido-L-glutamico) [151].

Las composiciones pueden presentarse en viales o pueden presentarse en jeringas ya rellenas. Las jeringas pueden
suministrarse con o sin agujas. Una jeringa incluird una sola dosis de la composicion, mientras que un vial puede
incluir una sola dosis o dosis mudltiples. Las composiciones inyectables normalmente seran soluciones o
suspensiones liquidas. Como alternativa, pueden presentarse en forma sélida (por ejemplo liofilizada) para su
solucion o suspensién en vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

Las composiciones pueden envasarse en forma monodosis o en forma multidosis. Para las formas multidosis, se
prefieren los viales a las jeringas ya rellenas. Los volumenes de dosificacién eficaces pueden establecerse
rutinariamente, pero una dosis tipica de la composicién para seres humanos para inyeccion tiene un volumen de 0,5
ml.

Cuando una composicién va a prepararse de modo improvisado antes del uso (por ejemplo cuando se presenta un
componente en forma liofilizada) y esta presente como un kit, el kit puede comprender dos viales o puede
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comprender una jeringa ya rellena y un vial usandose los contenidos de la jeringa para reactivar los contenidos de
los viales antes de la inyeccién. Para las composiciones que incluyen un sacarido capsular del serogrupo A el
sacarido del serogrupo A puede estar liofilizado, mientras que el sacarido (o sacaridos) de otro serogrupo (o
serogrupos) puede estar presente en forma liquida.

Las composiciones comprenderan una cantidad inmunoldgicamente eficaz de los conjugados meningocécicos, asi
como cualquier otro componente, seglin sea necesario. Una “cantidad inmunolégicamente eficaz” significa que la
administracion de esa cantidad a un individuo, tanto en una dosis Unica 0 como parte de una serie, provoca una
respuesta inmunitaria anti-meningocdcica protectora en pacientes. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y del
estado fisico del individuo a tratar, de la edad, del grupo taxonémico del individuo a tratar (por ejemplo, primate no
humano, primate, etc.), de la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar anticuerpos, del grado
de proteccion deseado, de la formulacion de la vacuna, de la evaluacion del doctor que trata la situacion médica y de
otros factores relevantes. Se espera que la cantidad estard en un intervalo relativamente amplio que puede
determinarse mediante ensayos rutinarios y una cantidad tipica de cada antigeno meningocécico por dosis es entre
1 pg y 20 pg por serogrupo (medida en términos de sacarido) por ejemplo entre 2 'y 10 ug por serogrupo. Se prefiere
una dosis de aproximadamente 4 ug por serogrupo (es decir un total de 16 pug en una mezcla tetravalente).

Preferentemente la cantidad total de proteina de transporte en una composicién no es mayor de 100 pg/dosis por
ejemplo es <90 pg/dosis, <80 pg/dosis, <70 pg/dosis, <60 pg/dosis, <50 pg/dosis, etc. La cantidad total de proteina
de transporte en una composicién sera generalmente al menos 10 pg/dosis.

Generalidades

El término “comprende” incluye “que incluye” asi como “que consiste en”, por ejemplo un composicion que
“comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional por ejemplo X +Y.

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

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicidon que "sustancialmente
carece" de Y puede carecer completamente de Y. Cuando sea necesario, la palabra "sustancialmente" puede
omitirse de la definicion de la invencion.

MODOS PARA REALIZAR LA INVENCION
Ausencia de supresién por vehiculo usando mezcla de conjugado tetravalente A/C/W135/Y

Las mezclas de conjugados meningocécicos para los serogrupos A+C, C+W+Y o A+C+W+Y pueden prepararse
como se describe en las referencias bibliograficas 9 y 10. Si se desea, estas pueden mezclarse con adyuvantes de
hidréxido de aluminio o de fosfato de aluminio, como también se describe en las referencias bibliograficas 9 y 10.
Estas vacunas tienen CRM197 o anatoxina diftérica (Da) como proteina de transporte, unida covalentemente a los
sacéridos.

Se seleccionaron pacientes que recibieron vacunacion pediatrica contra D-T-T (D-T-Pa o D-T-Pw) incluyendo los
gue recibieron vacunas que contenian D-T-T y otros antigenos (por ejemplo tetravalente D-T-T-Hib , tetravalente D-
T-T-HBsAg, pentavalente D-T-T-Hib-HBsAg, hexavalente D-T-T-Hib-HBsAg-IPV, etc.) para recibir la mezcla de
conjugados que tenia un vehiculo de Da. Esta mezcla tetravalente de conjugados es inmunogénica en seres
humanos [9, 11, 13].

Se seleccionaron pacientes que recibieron vacunacién pediatrica contra Hib (bien como Hib monovalente, con o sin
D-T-Pa o D-T-Pw o como parte de una vacuna de combinacion tal como tetravalente D-T-T-Hib, pentavalente D-T-T-
Hib-HBsAg, hexavalente D-T-T-Hib-HBsAg-IPV) para recibir la mezcla de conjugados que tenia un vehiculo de
CRM197.

Se seleccion6 un grupo de pacientes de control para recibir una de las dos mezclas de conjugados. Los pacientes
de control no habian recibido previamente ni anatoxina diftérica ni CRM197, ni como antigenos individuales ni como
proteinas de transporte en conjugados.

Se evalud la capacidad de los conjugados tetravalentes para provocar una respuesta inmunitaria en los pacientes.
La supresion por vehiculo se indica si los grupos de ensayo muestran respuestas inmunitarias antimeningococicas
significativamente inferiores a las de los pacientes de control y en particular si los conjugados no provocan una
respuesta de ABS util en pacientes.

En el ensayo clinico V52P2, realizado en Finlandia y Alemania con 620 sujetos de 12-16 meses de edad, se
ensayaron cinco formulaciones. Las vacunas usaron vehiculo CRM197 y un adyuvante de fosfato de aluminio [10].
Las dosis de cada serogrupo de sacarido, expresadas como ug de masa de sacarido por 0,5 ml de dosis, fueron las
siguientes:
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Grupo MenA MenC MenW135 MenY
1 10 10 10 10
2 0 10 10 10
3 10 5 5 5
4 5 5 5 5
5 2,5 2,5 2,5 2,5

Los sujetos recibieron una inyecciéon en el momento cero, y después el 25% de los sujetos recibié una segunda
dosis de la vacuna 4 semanas mas tarde.

Los sueros de los pacientes se recogieron 1 mes después de la administracion de la vacuna y se ensayaron en un
ensayo de ABS frente a N. meningitidis para cada serogrupo usando complemento humano. Se evalué el aumento
de la titulacion de ABS con respecto al suero en tiempo cero siendo los criterios 21:4 y 21:8, las titulaciones (MGT)
anti-capsula también se midieron para cada serogrupo. En la siguiente Tabla 1 se muestran los resultados.

Por lo tanto las vacunas trivalentes como las y tetravalentes eran inmunogénicas en nifios pequefios. Los
conjugados son inmunogénicos a dosis de sacaridos tan bajas como 2,5 ug por conjugado. La respuesta inmunitaria
es reforzable, con grandes aumentos de la titulacion de ABS después de la segunda dosis. En este ensayo no se
observo ninguna prueba de supresién por vehiculo.

Carencia de supresién de respuestas anti-Da

Un estudio realizado en Bélgica el afio 1999 [26] demostré en recién nacidos inmunidad modificada contra el
tétanos, que persistia en infancia temprana, después de recibir un tratamiento primario de vacuna contra Hib
conjugada con anatoxina tetanica. Por lo tanto, la proteina de transporte del conjugado tenia un impacto
inmunolégico negativo. Por otro lado, se observo el efecto opuesto en un estudio de vacunas conjugadas
neumocdcicas [152]. La posibilidad de que un conjugado meningocdécico pudiera interferir con la inmunidad contra la
difteria [153] se estudié usando un conjugado de sacarido meningococico de serogrupo C con un vehiculo CRM197
(Menjugate).

Los nifios se dividieron en cinco grupos, lo cuales se inmunizaron durante el primer afio de vida de la siguiente
manera: (1) cuatro dosis de Menjugated; (2) tres dosis de Menjugatel] mas una dosis de una mezcla A/C no
conjugada bivalente; (3) tres dosis de vacuna contra HBsAg después una dosis de Menjugateld; (4) tres dosis de
vacuna contra HBsAg después una dosis de una mezcla A/C no conjugada bivalente; (5) controles que no recibieron
vacunas meningocécicas. Todos los nifios también recibieron tres dosis de vacuna contra la difteria durante los
primeros cuatro meses de vida, pero no recibieron ningin refuerzo preescolar contra la difteria.

Los pacientes recibieron una sola dosis de Mejugatel] a los 4 afios de edad y se realizé un muestreo de sangre
previo- y posterior- ((BO dias) a esta inyeccion de Mejugatell . Los anticuerpos contra difteria se midieron por ELISA
y se evaluaron las concentraciones medias geométricas. También se evalué el porcentaje de sujetos con un nivel de
anticuerpo = 0,1 Ul/ml. Los resultados fueron los siguientes:

Prevacunacion Postvacunacion
Grupo
GMC % 20,1 GMC % 20,1
1 0,35 94% 9,00 100%
2 0,18 87% 8,55 100%
3 0,20 81% 2,82 100%
4 0,10 51% 4,55 99%

Las titulaciones anti-Da basales eran superiores en pacientes que previamente habian recibido Menjugatel] en
comparacion con aquellos que no lo habian recibido (comparense, por ejemplo, los grupos 1 y 4). Un analisis de
regresion simple reveld relaciones lineales significativas entre el nUmero de dosis de Menjugated previas (4,3,1y0
para los grupos 1, 2, 3y 4, respectivamente) y () titulaciones de anti-Da antes de la vacunacioén y (b) titulaciones
anti-Da después de la vacunacion.
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Por lo tanto existe persistencia de inmunidad potenciada contra la difteria a los 4 afios de edad en nifios que
recibieron cuatro dosis de Mejugate] en la infancia. Ademas, existe una tendencia hacia mayores respuestas de
anticuerpos anti-Da después de una dosis de refuerzo de Menjugatel] en pacientes que habian recibido al menos
tres dosis de Menjugatel] siendo nifios. No se encontraron pruebas de interferencia inmunolégica entre conjugados
meningocacicos y difteria.

La mezcla de conjugado A/C bivalente no muestra interferencias con DTT

En Nigeria [154] se administré6 una mezcla de sacaridos capsulares de los serogrupos Ay C [8] a recién nacidos (de
5 a 11 semanas de edad) que no habian recibido previamente la vacuna contra DTT. Los nifios recibieron sacaridos
no conjugados (50 pg de cada serogrupo) o sacaridos conjugados con Da-sin adyuvante (4 ug de cada uno), con
seis programas diferentes:

(1) Cuatro dosis de conjugado: 6 semanas, 10 semanas, 14 semanas, 9 meses.
(2) Tres dosis de conjugado: 6 semanas, 10 semanas, 14 semanas.

(3) Dos dosis de conjugado: 14 semanas, 9 meses.

(4) Una dosis de conjugado: 14 semanas.

(5) Una dosis de conjugado: 9 meses.

(6) Una dosis no conjugada: 9 meses.

Los nifios recibieron vacunas orales contra DTT y contra la polio a las 6, 10 y 14 semanas, con un refuerzo a los 9
meses y las vacunas meningocécicas se administraron al mismo tiempo que estas vacunas existentes. Para evaluar
las respuestas anamnésicas, a los nifios también se les proporcioné una vacuna no conjugada a los 24 meses.

Las respuestas de anticuerpos bactericidas séricos se midieron a las 18 semanas (es decir 4 semanas después de
la tercera vacunacién contra DTT/polio) a los 10 meses (es decir 1 mes después del refuerzo contra DTT/polio a los
9 meses) y 1 semana después de la administracién de material no conjugado a los 24 meses. Los porcentajes de los
pacientes que mostraron un aumento = a 128 veces en titulaciones de ABS fueron los siguientes:

% 18 semanas 10 meses 24Y4
Programa | MenA | MenC | MenA | MenC | MenA | MenC

1) 56 84 89 73 100 95
(2) 56 86 6 9 96 82
(3) 68 64 85 85 100 95
4) 61 57 4 8 100 93
(5) 3 7 62 26 100 99
(6) 2 2 5 11 97 52

Entre los seis grupos no hubo diferencia en cuanto a las respuestas de los anticuerpos contra la anatoxina diftérica

[8].

Por lo tanto no existen pruebas de interferencia resultante del uso de la anatoxina diftérica tanto como antigeno
protector asi como transportador para los conjugados. Por ejemplo, en el grupo 5 los pacientes habian recibido
anatoxina diftérica en vacunas contra DTT a las 6, 10 y 14 semanas antes de recibir la primera dosis de conjugado
meningocdcico, pero mostraron una respuesta ABS anti-meningocdcica de > 99% a los 24 meses.

Impacto no negativo sobre respuestas contra la difteria

Como se ha mencionado anteriormente, los pacientes que reciben vacunas conjugadas meningocécicas al mismo
tiempo que vacunas contra DTT no mostraron reduccion en cuanto a respuestas inmunitarias contra la anatoxina
diftérica. En otro estudio, los conjugados meningocdcicos y DTT se habian administrado en diferentes tiempos. Se
habia seguido un programa de 3 dosis contra DTT a los 2, 3 y 4 meses de edad con una sola dosis de una vacuna
A/C bivalente con sacaridos conjugados a Da o con sacaridos no conjugados. Las respuestas inmunitarias contra la
anatoxina diftérica se midieron por ELISA y las MG (medias geométricas) de los titulos fueron las siguientes:
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Antigenos Pre-inmunizacién Post-inmunizacion
Conjugados 0,05 21,2
No conjugados 0,06 0,06

Los sacaridos no conjugados no produjeron ninguna respuesta anti-Da (como cabria esperar), sin embargo los
sacaridos conjugados dieron como resultado una fuerte respuesta anti-Da. La administracién de estos conjugados
puede por tanto proporcionar inmunidad contra la difteria en pacientes no tratados o puede tomar el lugar de un
refuerzo contra Da.

Se entendera que la invencién anterior se describe s6lo a modo de ejemplo y que pueden realizarse modificaciones
permaneciendo al mismo tiempo dentro del alcance de la invencion que se define en las reivindicaciones adjuntas.

TABLA 1 - Resultados del ensayo V59P2

Grupo A C W135 Y

MGT (1 mes después de 1 dosis)

1 3,9 6,4 7,1 8,9

2 2 6,1 8,3 8,5

3 5,7 5,2 6,9 12

4 3,8 4,5 7,0 9,6

5 3,9 53 7,0 12
MGT (1 mes después de 2 dosis)

Grupo A C W135 Y
1 27 89 22 37
2 2 80 20 57
3 29 76 28 58
4 14 47 20 35
5 17 71 23 52

% de pacientes con ABS > 1:4 (1 mes después de 1 dosis)
1 33 56 57 58
2 0 57 60 61
3 55 49 53 70
4 37 42 54 64
5 40 51 57 67
% de pacientes con ABS 2 1:4 (1 mes después de 2 dosis)
1 100 100 96 96
2 0 100 73 92
3 91 96 95 95
4 84 96 88 96
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5 80 100 80 92
% de pacientes con ABS 2 1:8 (1 mes después de 1 dosis)
1 25 44 46 48
2 0 40 50 49
3 39 34 45 64
4 23 30 44 51
5 26 35 40 60

% de pacientes con ABS 2 1:8 (1 mes después de 2 dosis)

1 92 100 85 93
2 0 100 64 92
3 87 96 95 82
4 60 92 77 92
5 72 92 72 88
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende: (a) un conjugado (i) del sacarido capsular de N Meningitidis del serogrupo Ay
(ii) una anatoxina diftérica o derivado de la misma, que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada
con la anatoxina diftérica; (b) un conjugado (i) del sacarido capsular de N Meningitidis del serogrupo C y (ii) una
anatoxina diftérica o derivado de la misma, que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la
anatoxina diftérica; (c) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N Meningitidis del serogrupo W135 y (ii) una
anatoxina diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la
anatoxina diftérica; y (d) un conjugado (i) del sacarido capsular de N Meningitidis del serogrupo Y y (ii) una anatoxina
diftérica o derivado de la misma, que permanece inmunoldégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina
diftérica, para su uso en un procedimiento para inmunizar a un paciente humano contra una enfermedad ocasionada
por Neisseria meningitidis, que comprende la etapa de administrar la composicion al paciente humano, en el que el
paciente se ha preinmunizado con (a) una anatoxina diftérica o derivado de la misma, que permanece
inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica y/o (b) un conjugado de (i) un sacérido
capsular de un organismo distinto de N. meningitidis y (i) una anatoxina diftérica o derivado de la misma, que
permanece inmunoldgicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica.

2. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 para el uso de la reivindicacién 1, en el que la composicién
comprende: (a) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N. meningitidis del serogrupo A y (ii) una anatoxina
diftérica; (b) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N. meningitidis del serogrupo C y (ii) una anatoxina diftérica;
(c) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo W135 y (ii) una anatoxina diftérica; y (d)
un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo Y y (ii) una anatoxina diftérica, y en el que el
paciente se ha preinmunizado con (a) una anatoxina diftérica y/o (b) un conjugado de (i) un sacéarido capsular de un
organismo distinto de N. meningitidis y (ii) una anatoxina diftérica o CRM197.

3. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 para el uso de la reivindicacién 1, en el que la composicién
comprende: (a) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo A y (i) CRM197; (b) un
conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo C y (ii) CRM197; (c) un conjugado (i) del
sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo W135 y (ii) CRM197; y (d) un conjugado (i) del sacarido capsular
de N. meningitidis del serogrupo Y y (ii) de CRM197, y en el que el paciente se ha preinmunizado con un conjugado
de (i) un sacarido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis y (i) CRM197 o una anatoxina diftérica.

4. El uso de (a) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo A y (ii) de una anatoxina
diftérica o un derivado de la misma, que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la
anatoxina diftérica; (b) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo C y (ii) una anatoxina
diftérica o derivado de la misma, que permanece inmunoldégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina
diftérica; (c) de un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo W135 vy (ii) una anatoxina
diftérica o derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina
diftérica y (d) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo Y y (ii) una anatoxina diftérica o
un derivado de la misma que permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica,
en la fabricacién de un medicamento para inmunizar a un paciente humano contra una enfermedad ocasionada por
N. meningitidis, en el que el paciente se ha preinmunizado con (a) una anatoxina diftérica o derivado de la misma
gue permanece inmunolégicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica y/o (b) un conjugado (i) de
un sacarido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis y (i) una anatoxina diftérica o derivado de la
misma, que permanece inmunoldgicamente reactiva de manera cruzada con la anatoxina diftérica.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el uso es de: (a) un conjugado (i) del sacarido capsular de N.
meningitidis del serogrupo A y (i) una anatoxina diftérica; (b) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N.
meningitidis del serogrupo C y (ii) una anatoxina diftérica; (c) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N.
meningitidis del serogrupo W135 y (ii) una anatoxina diftérica; y (d) un conjugado (i) del sacarido capsular de N.
meningitidis del serogrupo Y y (ii) una anatoxina diftérica, y en el que el paciente se ha preinmunizado con (a) una
anatoxina diftérica y/o (b) un conjugado (i) de un sacarido capsular de un organismo distinto de N. meningitidis y (ii)
una anatoxina diftérica o CRM197.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el uso es de: (a) un conjugado (i) del sacarido capsular de N.
meningitidis del serogrupo A y (ii) CRM197; (b) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del
serogrupo C y (i) CRM197; (c) un conjugado (i) del sacarido capsular de N. meningitidis del serogrupo W135 vy (ii)
CRM197; y (d) un conjugado (i) del sacéarido capsular de N. meningitidis del serogrupo Y y (ii) CRM197, y en el que
el paciente se ha preinmunizado con un conjugado (i) de un sacarido capsular de un organismo distinto de N.
meningitidis y (i) CRM197 o una anatoxina diftérica.

7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso de esta reivindicacion, o el uso de una
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que los conjugados se mezclan para dar una proporcion de 1:1:1:1 o
2:1:1:1 (medida como masa del sacarido).
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8. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 para el uso de esta reivindicacién, o el uso de
una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que cada antigeno meningocdécico por dosis estd comprendido
entre 2y 10 pg por serogrupo (medido en términos de sacarido).

9. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 8, para el uso de esta reivindicacién o el uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en el que el paciente se ha preinmunizado con una vacuna que
comprende una anatoxina diftérica.

10. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 9 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que el paciente se ha preinmunizado con una vacuna que
comprende un conjugado de Hib.

11. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 10 para el uso de esta reivindicacion o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10, en el que el paciente se ha preinmunizado con una vacuna que
comprende al menos un conjugado neumocaocico.

12. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 11 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 11, en el que el paciente se ha preinmunizado al menos seis
meses antes del procedimiento o uso.

13. La composicién de la reivindicacién 12 para el uso de la reivindicacién 12, o el uso de la reivindicacion 12, en el
que el paciente se ha preinmunizado al menos 8 afios antes del procedimiento o uso.

14. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 13 para el uso de esta reivindicacion o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 13, en el que la preinmunizacion se produce durante el afio
siguiente del nacimiento del paciente.

15. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 14 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicacion 4 a 14, en el que los sacéridos en los conjugados meningocdcicos (a) a
(d) se han despolimerizado de manera que son mas cortos que los sacaridos capsulares naturales observados en un
meningococo.

16. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 15 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 15, en el que los conjugados meningocécicos comprenden un
vehiculo de anatoxina diftérica y un engarzador de acido adipico.

17. La composicion de la reivindicacion 16 para el uso de la reivindicacion 16, o el uso de la reivindicacion 16, que
comprende no mas de 60 ug de vehiculo de anatoxina diftérica.

18. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 17 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 17, en el que la composicién o el medicamento comprende
adicionalmente un sacarido capsular conjugado de Streptococcus pneumoniae.

19. Composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 18 para el uso de esta reivindicacion, o el uso de
una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 18, en el que la composicion o el medicamento comprende
adicionalmente un sacarido capsular conjugado de Haemophilus influenzae de tipo B.

20. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 19 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 19, en el que la composicion o el medicamento comprende
adicionalmente un antigeno proteico del serogrupo B de Neisseria meningitidis.

21. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 20 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 20, en el que la composiciéon o el medicamento comprende un
adyuvante de hidréxido de aluminio y/o un adyuvante de fosfato de aluminio.

22. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 7 a 21 para el uso de esta reivindicacion, o el
uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 21, en el que la enfermedad ocasionada por Neisseria meningitidis
meningitis meningocacica.

23. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso de esta reivindicacién, o el uso de
una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en la que:

- el paciente se ha preinmunizado, al menos cinco afios antes del procedimiento o uso, con una vacuna que
comprende una anatoxina diftérica,;

- los conjugados meningocécicos comprenden un vehiculo de anatoxina diftérica y opcionalmente, un
engarzador de &cido adipico;

- los conjugados meningocdécicos estan presentes a razon de 8 pg/ml (medidos como sacérido meningocGcico)
por serogrupo;

- la proporcién en peso de sacérido:vehiculo para cada conjugado es de 1:3;
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- la composicién o medicamento incluye 96 pg/ml de anatoxina diftérica;
- la composiciéon o medicamento incluye 1,2 mg/ml de fosfato de sodio; y
- la composicién o medicamento incluye 8,8 mg/ml de cloruro de sodio.
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