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DESCRIPCION
Vacunas liquidas para mdltiples serogrupos meningocécicos

Campo técnico

La presente invencion se refiere a inmunizaciéon contra meningitis bacteriana, y particularmente a inmunizacion
combinada contra meningitis bacteriana provocada por mdltiples patégenos.

Antecedentes de la técnica

N. meningitidis es un patdbgeno humano Gram-negativo no movil que coloniza la faringe y provoca meningitis (y,
ocasionalmente, septicemia en ausencia de meningitis). Provoca enfermedad tanto endémica como epidémica.
Después de la introduccién de la vacuna conjugada contra Haemophilus influenzae tipo B (Hib), N. meningitidis es la
principal causa de meningitis bacteriana en los Estados Unidos. Un tercer patdgeno responsable de meningitis
bacteriana es Streptococcus pneumoniae, pero estd ahora disponible una vacuna eficaz (PrevNar™ [1]). Como la
vacuna de Hib, la vacuna neumocdcica se basa en antigenos sacéridos capsulares conjugados.

Basandose en el polisacarido capsular del organismo, se han identificado diversos serogrupos de N. meningitidis,
incluyendo A, B, C, H, |, K, L, 29E, W135, X, Y y Z. El serogrupo A es el patégeno implicado con mayor frecuencia
en enfermedad epidémica en el Africa sub-sahariana. Los serogrupos B y C son responsables de la amplia mayoria
de casos en los Estados Unidos y en la mayoria de los paises desarrollados. Los serogrupos W135 y Y son
responsables del resto de los casos en los Estados Unidos y paises desarrollados. Aunque el polisacérido capsular
es un inmundgeno protector eficaz, cada serogrupo requiere un antigeno sacarido separado, y este enfoque no es
adecuado para inmunizar contra el serogrupo B. Por lo tanto, el reciente éxito con vacunas de sacaridos conjugados
contra serogrupo C (Menjugate™ [2], Meningitec™ y NeisVac-C™) no ha tenido ningin impacto en la enfermedad
provocada por los serogrupos A, B, W135 o Y; por el contrario, presentan una presién selectiva hacia la aparicion de
estos serogrupos como causas principales de enfermedad meningocécica.

Se ha conocido durante muchos afios una vacuna tetravalente inyectable de polisacéridos capsulares de los
serogrupos A, C, Y y W135 [3,4] y esta aprobada para su uso humano. Los polisacaridos en esta vacuna no estan
conjugados y estan presentes a una relacién en peso de 1:1:1:1 [5], con 50 pg de cada polisacarido purificado.
Aunque es eficaz en adolescentes y adultos, induce una escasa respuesta inmune y corta duracién de la proteccion
y no puede usarse en nifios [por ejemplo, ref. 6]. Ademds, las vacunas padecen la desventaja de requerir
reconstitucion a partir de formas liofilizadas en el momento del uso.

El documento W0O02/058737 describe una composicion inmunoldgica que comprende dos o mas conjugados de
proteina-polisacérido de polisacéridos capsulares de N. meningitidis serogrupos A, C, W135 y Y. También se
describen la formulacién de vacuna y modos de administracion de las composiciones, y se analizan los problemas
asociados con la escasa inmunogenicidad de los polisacaridos del serogrupo B.

Para el serogrupo B, ha sido dificil encontrar una vacuna. Se han ensayado vacunas basadas en vesiculas de
membrana externa [por ejemplo, ref. 7], pero la proteccion se restringe tipicamente a la cepa usada para realizar la
vacuna.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de una vacuna que proteja contra los serogrupos meningococicos A, C,
W135 y Y en nifios, y también una que no requiera reconstituciéon antes de la administraciéon. Ademas, sigue
existiendo la necesidad de una vacuna que proteja ampliamente contra el serogrupo B.

Divulgacién de la invencion

La invencién satisface todas estas diversas necesidades, y se basa en el hallazgo de que la eficacia de un
conjugado de serogrupo W135 se potencia mediante la adicion de antigenos proteicos derivados de una cepa del
serogrupo B.

Por lo tanto la invencién proporciona una composicion inmundgena acuosa que, después de su administraciéon a un
sujeto, es capaz de inducir una respuesta inmune que es bactericida contra los serogrupos B, C, W135y Y de N.
meningitidis, comprendiendo la composicion: (i) un antigeno sacarido capsular del serogrupo C conjugado; (ii) un
antigeno sacarido capsular del serogrupo W135 conjugado; (iii) un antigeno sacarido capsular del serogrupo Y
conjugado; y (iv) una proteina “NadA” en forma oligomérica, una proteina “741”, una proteina “936”, una proteina
“953” y una proteina “287”. La composicién acuosa también puede inducir una respuesta inmune que es bactericida
contra el serogrupo A de N. meningitidis y por lo tanto puede comprender ademas: (v) un antigeno sacarido capsular
del serogrupo A conjugado.

Los antigenos sacaridos preferidos son oligosacaridos.
Serogrupos C, W135y Y

Se han conocido durante muchos afios técnicas para preparar polisacaridos capsulares a partir de meningococos, y

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2397923 T3

tipicamente implican un procedimiento que comprende las etapas de precipitacion de polisacaridos (por ejemplo,
usando un detergente catiénico), fraccionamiento con etanol, extraccion con fenol frio (para retirar proteinas) y
ultracentrifugacion (para retirar LPS) [por ejemplo, véase ref. 8].

Un procedimiento mas preferido [9] implica precipitacién de polisacaridos seguida de solubilizacion del polisacarido
precipitado usando un alcohol inferior. La precipitacién puede conseguirse usando un detergente catiénico tal como
sales de tetrabutilamonio y cetiltrimetilamonio (por ejemplo, las sales de bromuro), o sales de bromuro de
hexadimetrina y miristiltrimetilamonio. Se prefiere particularmente bromuro de cetiltrimetilamonio (“CTAB”) [10]. La
solubilizacion del material precipitado puede conseguirse usando un alcohol inferior tal como metanol, propan-1-ol,
propan-2-ol, butan-1-ol, butan-2-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-propan-2-ol, dioles, etc., pero el etanol es
particularmente adecuado para solubilizar complejos CTAB-polisacarido. Puede afiadirse etanol al polisacarido
precipitado para proporcionar una concentracion de etanol final (basandose en el contenido total de etanol y agua)
de entre 50% y 95%.

Después de la resolubilizacion, el polisacarido puede tratarse adicionalmente para retirar contaminantes. Esto es
particularmente importante en situaciones en las que incluso una contaminacibn menor no es aceptable (por
ejemplo, para produccién de vacuna humana). Esto tipicamente implicard una o mas etapas de filtracion, por
ejemplo puede usarse filtracion de profundidad, filtracion a través de carbono activado, filtracion por tamafio y/o
ultrafiltracion.

Una vez filtrado para retirar los contaminantes, el polisacérido puede precipitarse para tratamiento y/o procesamiento
adicional. Esto puede usarse convenientemente intercambiando cationes (por ejemplo, mediante la adicion de sales
de calcio o sodio).

Después de la purificacion, los sacaridos capsulares se conjugan con proteinas portadoras como se describe
posteriormente.

Se desvelan procedimientos adicionales y alternativos para purificacion y conjugacion de sacaridos meningocécicos
en las referencias 11y 12.

Como una alternativa a la purificacion, los sacaridos capsulares de la presente invencién pueden obtenerse por
sintesis total o parcial, por ejemplo, se desvela sintesis de Hib en la ref. 13 y sintesis de MenA en la ref. 14.

Uno o mas de los antigenos sacéaridos capsulares del serogrupo C, W135 y Y estan O-acetilados. Cualquier hiper-
acetilacion puede estar en posiciones especificas en el sacarido. Por ejemplo, la mayoria de las cepas del serogrupo
C tienen grupos O-acetilo en las posiciones C-7 y C-8 de los restos de &cido sidlico, pero aproximadamente el 15%
de los aislados clinicos carecen de estos grupos de O-acetilo [15,16]. La acetilacion no parece afectar a la eficacia
protectora (por ejemplo, a diferencia del producto Menjugate™, el producto NeisVac-C™ usa un sacarido des-O-
acetilado, pero ambas vacunas son eficaces). El sacérido del serogrupo W135 es un polimero de unidades de
disacaridos de &acido sialico-galactosa. El sacarido del serogrupo Y es similar al sacarido del serogrupo W135,
excepto que la unidad de repeticion de disacaridos incluye glucosa en lugar de galactosa. Como los sacéridos del
serogrupo C, los sacéridos MenW135 y MenY tienen O-acetilacion variable, pero en las posiciones 7 y 9 del acido
sidlico [17]. Cualquiera de dichas modificaciones quimicas preferentemente tiene lugar antes de la conjugacion, pero
puede como alternativa o adicionalmente tener lugar durante la conjugacion.

Los sacéridos de diferentes serogrupos se purifican preferentemente por separado, y pueden después combinarse,
antes o después de la conjugacion.

Serogrupo A

Las composiciones de la invencién pueden incluir un antigeno sacarido capsular del serogrupo A conjugado. El
sacarido puede purificarse y conjugarse de la misma manera para los serogrupos C, W135 y Y (véase
anteriormente), aunque es estructuralmente diferente, mientras que las capsulas de los serogrupos C, W135y Y se
basan en el &cido sialico (acido N-acetil-neuraminico, NeuAc), la capsula del serogrupo A se basa en N-acetil-
manosamina, que es el precursor natural del acido sialico. El sacarido del serogrupo A es particularmente
susceptible a hidrdlisis, y su inestabilidad en medio acuoso significa que (a) la inmunogenicidad de vacunas liquidas
contra serogrupo A disminuye a lo largo del tiempo, y (b) el control de calidad es mas dificil, debido a la liberaciéon de
productos de hidroélisis de sacaridos a la vacuna.

El sacarido capsular MenA nativo es un homopolimero de N-acetil-D-manosamina-1-fosfato, unido por (a1—6), con
O-acetilacion parcial en C3 y C4. El enlace glucosidico principal es un enlace 1-6 fosfodiéster que implica el grupo
hemiacetal de C1 y el grupo alcohol de C6 de la D-manosamina. La longitud de cadena media es de 93 monémeros.
Tiene la siguiente formula:
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Los inventores han preparado un antigeno sacarido modificado que conserva la actividad inmunégena del sacérido
de serogrupo A nativo pero que es mucho mas estable en agua. Los grupos hidroxilo unidos en los carbonos 3y 4
de las unidades monosacaridas se reemplazan por un grupo de bloqueo [ref. 18].

El nimero de unidades monosacéridas que tienen grupos de bloqueo en lugar de hidroxilos puede variar. Por
ejemplo, todas o sustancialmente todas las unidades monosacaridas pueden tener grupos de bloqueo. Como
alternativa, al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 0 90% de las unidades monosacaridas pueden
tener grupos de bloqueo. Al menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 o 30 unidades monosacaridas pueden tener grupos de bloqueo.

De forma similar, el nimero de grupos de bloqueo en una unidad monosacarida puede variar. Por ejemplo, el
numero de grupos de bloqueo en cualquier unidad monosacarida particular puede ser 1 o 2.

La unidad monosacarida terminal puede tener o no un grupo de bloqueo en lugar de su hidroxilo nativo. Se prefiere
conservar un grupo hidroxilo anomérico libre en una unidad monosacarida terminal para proporcionar un apoyo para
reacciones adicionales (por ejemplo, conjugacion). Los grupos hidroxilo anoméricos pueden convertirse en grupos
amino (-NH2 o NH-E, en los que E es un grupo protector de nitrégeno) por aminacién reductora (usando, por
ejemplo, NaBH3CN/NH4Cl), y pueden después regenerarse después de que otros grupos hidroxilo se hayan
convertido a grupos de bloqueo.

Los grupos de bloqueo para reemplazar grupos hidroxilo pueden ser accesibles directamente mediante una reaccion
de derivatizaciéon del grupo hidroxilo, es decir reemplazando el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo con otro
grupo. Son derivados adecuados de grupos hidroxilo que actian como grupos de bloqueo, por ejemplo, carbamatos,
sulfonatos, carbonatos, ésteres, éteres (por ejemplo, silil éteres o alquil éteres) y acetales. Algunos ejemplos
especificos de tales grupos de bloqueo son alilo, Aloc, bencilo, BOM, t-butilo, tritilo, TBS, TBDPS, TES, TMS, TIPS,
PMB, MEM, MOM, MTM, THP, etc. Otros grupos de bloqueo que no son directamente accesibles y que reemglazan
completamente el grupo hidroxilo incluyen alquilo Ci.12, alquilo Cs.12, arilo Cs.12, arilo Cs.12 - alquilo Ci.s, NR'R (Rl y
R? se definen en el siguiente parrafo), H, F, CI, Br, CO2H CO(alquilo Ci.6), CN, CF3, CCls, etc.

Los grupos de blogueo preferidos son de la férmula: -O-X-Y o -OR® en las que: X es C(0), S(O) o SOy; Y es alquilo
Ci.12, alcoxi Ci.12, cicloalquilo Cs.12, arilo Cs.12 0 arilo Cs.12 - alquilo Ci6, cada uno de los cuales puede sustituirse
opcionalmente con 1, 2 o 3 grupos seleccionados de forma independiente de F, Cl, Br, COzH, CO; (alquilo Ci.6), CN,
CFs 0 CCl3; 0 Y es NR'R?% R' y R? se seleccionan de forma independiente de H, alquilo Ci.12, cicloalquilo Ca.12, arilo
Cs.12, arilo Cs.iz - alquilo C1.6; 0 R* y R? pueden unirse para formar un grupo heterociclico saturado Cs.12; R® es
alquilo Ci.12 0 cicloalquilo Cs.12, cada uno de los cuales puede sustituirse opcionalmente con 1, 2 o 3 grupos
seleccionados de forma independiente de F, Cl, Br, CO2n, CO; (alquilo Ci.6), CN, CFz 0 CCls; 0 R® es arilo Cs12 0
arilo Cs.12 - alquilo Ci.6, cada uno de los cuales puede sustituirse opcionalmente con 1, 2, 3, 4 o 5 grupos
seleccionados de F, CI, Br, CO,H, COz(alquilo C1.6), CN, CFz 0o CClz. Cuando R® es alquilo C1-; o cicloalquilo Cs.12,
esta sustituido tipicamente con 1, 2 o 3 grupos como se ha definido anteriormente. Cuando R! y R? estan unidos
formando un grupo heterociclico saturado Cs.12, se entiende que R! y R? junto con el atomo de nitrégeno forman un
grupo heterociclico saturado que contiene cualquier nimero de atomos de carbono entre 3y 12 (por ejemplo, Cs, C4,
Cs, Cs, C7, Cg, Co, C1o, C11, C12). El grupo heterociclico puede contener 1 o 2 heteroatomos (tales como N, O 0 S)
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distintos del atomo de nitrégeno. Son ejemplos de grupos heterociclicos saturados pirrolidinilo, piperidinilo,
morfolinilo, piperazinilo, imidazolidinilo, azetidinilo y aziridinilo Cs.12.

Pueden prepararse grupos de bloqueo -O-X-Y y -OR® a partir de grupos -OH por procedimientos de derivatizacion
convencionales, tales como reaccion del grupo hidroxilo con un acil haluro, alquil haluro, sulfonil haluro, etc. Por lo
tanto, el atomo de oxigeno en -O-X-Y es preferentemente el atomo de oxigeno del grupo hidroxilo, mientras que el
grupo -X-Y en -O-X-Y preferentemente reemplaza el atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo.

Como alternativa, los grupos de bloqueo pueden ser accesibles mediante una reaccion de sustitucién, tal como una
sustituciéon de tipo Mitsunobu. Se conocen bien estos y otros procedimientos para preparar grupos de bloqueo a
partir de grupos hidroxilo.

Mas preferentemente, el grupo de bloqueo es - OC(O)CF3 [19], o un grupo carbamato -OC(O)NRlRZ, en el que R! y
R? se seleccionan de forma independiente de alquilo C1.6. Mas preferentemente, R! y R? son ambos metilo, es decir
el grupo de bloqueo es -OC(O)NMe,. Los grupos de bloqueo de carbamato tienen un efecto estabilizador en el
enlace glicosidico y pueden prepararse en condiciones suaves.

Los sacaridos MenA modificados preferidos contienen n unidades monosacaridas en las que al menos h% de las
unidades monosacéridas no tienen grupos -OH en ambas posiciones 3 y 4. El valor de h es 24 0 méas (por ejemplo
25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 o0 100) y es preferentemente 50 o
mas. Los grupos -OH ausentes son preferentemente grupos de bloqueo como se ha definido anteriormente.

Otros sacaridos MenA modificados preferidos comprenden unidades monosacéridas en las que al menos s de las
unidades monosacéridas no tienen -OH en la posicion 3 y no tienen -OH en la posicion 4. El valor de s es al menos 1
(por ejemplo, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35,
40, 45, 50, 60, 70, 80, 90). Los grupos -OH ausentes son preferentemente grupos de bloqueo como se ha definido
anteriormente.

Los sacéaridos MenA modificados adecuados para su uso con la invencion tienen la formula:

(IlH
"0—P=0

en la que
n es un nimero entero de 1 a 100 (preferentemente un nimero entero de 5 a 25, mas preferentemente 15-25);
T es de la formula (A) o (B):



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2397923 T3

(A) (B)

cada grupo Z se selecciona de forma independiente de OH o un grupo de bloqueo como se ha definido
anteriormente; y

cada grupo Q se selecciona de forma independiente de OH o un grupo de bloqgueo como se ha definido
anteriormente;

Y se selecciona de OH o un grupo de bloqueo como se ha definido anteriormente;

E es H o un grupo protector de nitrégeno;

y en la que mas de aproximadamente el 7% (por ejemplo, 8%, 9%, 10% o mas) de los grupos Q son grupos de
bloqueo.

Cada uno de los n + 2 grupos Z pueden ser el mismo o diferentes entre si. De forma similar, cada uno de los n + 2
grupos Q pueden ser iguales o diferentes entre si. Todos los grupos Z pueden ser OH. Como alternativa, al menos el
10%, 20, 30%, 40%, 50% o 60% de los grupos Z pueden ser OAc. Preferentemente, aproximadamente el 70% de
los grupos Z son OAc, siendo el resto de los grupos Z OH o grupos de bloqueo como se ha definido anteriormente.
Al menos aproximadamente el 7% de los grupos Q son grupos de bloqueo. Preferentemente, al menos el 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o incluso 100% de los grupos Q son grupos de blogueo.

Son grupos de bloqueo preferidos los grupos aceptores de electrones. Sin desear quedar vinculado por la teoria, se
cree que los enlaces glicosidicos son inestables a hidrélisis debido a la ayuda de un ataque nucledfilo intramolecular
de un grupo hidroxilo sacéarido en el enlace glicosidico (es decir, por formaciéon de un intermedio ciclico). Cuanto
mayor sea la nucleofilia del grupo hidroxilo, mayor sera la tendencia de ataque nucledfilo intramolecular. Un grupo
de bloqueo aceptor de electrones tiene el efecto de deslocalizar el par aislado de oxigeno, reduciendo de este modo
la nucleofilia del oxigeno y reduciendo la tendencia de ataque nucledfilo intramolecular.

Para proteger contra el serogrupo A, por lo tanto, las composiciones acuosas pueden incluir un sacarido modificado
MenA como se ha definido anteriormente.

Las composiciones preferidas de la invencion pueden almacenarse durante 28 dias a 37 °C y, después de ese
periodo, menos de f % de la cantidad total inicial de sacarido MenA conjugado se desconjugara cuando f sea 20, 19,
18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5 0 menor.

Conjugacion covalente

Los sacéaridos capsulares en composiciones de la invencion habitualmente se conjugardn con proteina o proteinas
portadoras. En general, la conjugacién potencia la inmunogenicidad de los sacéridos porque los convierte de
antigenos independientes de T a antigenos dependientes de T, permitiendo de este modo la sensibilizacién para
memoria inmunoldgica. La conjugacion es particularmente Gtil para vacunas pediatricas y es una técnica bien
conocida [por ejemplo revisada en ref. 20 a 29].

Son proteinas portadoras preferidas toxinas o toxoides bacterianos, tales como toxoide diftérico o toxoide del
tétanos, o el mutante de toxina diftérica CRMi97 [30-32]. Otras proteinas portadoras adecuadas incluyen la proteina
de membrana externa de N. meningitidis. [33], péptidos sintéticos [34,35], proteinas de choque térmico [36,37],
proteinas de pertussis [38,39], citocinas [40], linfocinas [40], hormonas [40], factores de crecimiento [40], proteinas
artificiales que comprenden multiples epitopos de linfocitos T CD4" humanos de diversos antigenos derivados de
patdgenos [41] tales como la proteina N19 [42], proteina D de H. influenzae [43,44], neumolisina [45], proteina de
superficie neumocdcica PspA [46], proteinas de captura de hierro [47], toxina A o B de C. difficile [48], toxinas
bacterianas mutantes (por ejemplo, toxina del célera “CT” o toxina labil por calor de E. coli “LT”), tales como una CT
con una sustitucion en Glu-29 [49], etc. Son vehiculos preferidos toxoide diftérico, toxoide del tétanos, proteina D de
H. influenzae y particularmente CRMsg7.

Dentro de una composicién de la invencion, es posible usar mas de una proteina portadora por ejemplo para reducir
el riesgo de supresién de vehiculo. Por lo tanto pueden usarse diferentes proteinas portadoras para diferentes
serogrupos, por ejemplo los sacaridos del serogrupo A podrian conjugarse con CRMsig7 mientras que los sacaridos
del serogrupo C podrian conjugarse con el toxoide del tétanos. También es posible usar mas de una proteina
portadora para un antigeno sacarido particular, por ejemplo los sacaridos del serogrupo A podrian estar en dos
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grupos, con algunos conjugados con CRMig7 y otros conjugados con toxoide del tétanos. En general, sin embargo,
se prefiere usar la misma proteina portadora para todos los serogrupos, siendo CRM97 la eleccién preferida.

Una proteina portadora Unica podria aportar mas de un antigeno sacarido [50]. Por ejemplo, una proteina portadora
Unica podria tener conjugados con ella sacaridos de los serogrupos A y C. Para conseguir este objetivo, los
sacaridos pueden mezclarse antes de la reaccién de conjugacién. En general, sin embargo, se prefiere tener
conjugados separados para cada serogrupo.

Se prefieren conjugados con una relacién sacarido:proteina (p/p) de entre 1:5 (es decir, proteina en exceso) y 5:1
(es decir, sacarido en exceso). Se prefieren relaciones entre 1:2 y 5:1, mientras que se prefieren mas relaciones
entre 1:1,25y 1:2,5. Puede preferirse proteina portadora en exceso para MenA 'y MenC.

Pueden usarse conjugados junto con proteina portadora libre [51]. Cuando esta presente una proteina portadora
dada en forma tanto libre como conjugada en una composicién de la invencién, la forma no conjugada
preferentemente no es méas del 5% de la cantidad total de la proteina portadora en la composicién en total, y mas
preferentemente esté presente en menos del 2% en peso.

Puede usarse cualquier reaccion de conjugacion adecuada, con cualquier engarce adecuado cuando sea necesario.

El sacérido tipicamente se activara o funcionalizarq antes de la conjugacion. La activacion puede implicar, por
ejemplo, cianilar reactivos tales como CDAP (por ejemplo 1-ciano-4-dimetilamino piridinio tetrafluoroborato [52, 53,
etc.]). Otras técnicas adecuadas usan carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano, acido p-nitrobenzoico,
N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; véase también la introduccion de la referencia 27).

Pueden realizarse enlaces mediante un grupo de engarce usando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo,
los procedimientos descritos en las referencias 54 y 55. Un tipo de enlace implica aminacién reductora del
polisacérido, acoplando el grupo amino resultante con un extremo del grupo de engarce de &cido adipico, y
acoplando después una proteina con el otro extremo del grupo de engarce de &cido adipico [25, 56, 57]. Otros
engarces incluyen B-propionamido [58], nitrofenil-etilamina [59], haloacil haluros [60], enlaces glicosidicos [61], acido
6-aminocaproico [62], ADH [63], restos C4 a C12 [64] etc. Como alternativa a usar un engarce, puede usarse enlace
directo. Los enlaces directos a la proteina pueden comprender oxidacion del polisacarido seguido de animacion
reductora con la proteina, como se describe, por ejemplo, en las referencias 65 y 66.

Se prefiere un procedimiento que implica la introduccion de grupos amino en el sacarido (por ejemplo reemplazando
grupos =0 terminales con -NH;) seguido de derivatizacién con un diéster adipico (por ejemplo N-hidroxisuccinimido
diéster de acido adipico) y reaccién con proteina portadora. Otra reaccion preferida usa activacion de CDAP con un
vehiculo de proteina D, por ejemplo para MenA o MenC.

Después de la conjugacion, pueden separarse sacdridos libres y conjugados. Hay muchos procedimientos
adecuados, incluyendo cromatografia hidréfoba, ultrafiltracion tangencial, diafiltracién, etc. [véase también ref. 67 y
68, etc.].

Cuando la composicion de la invencion incluye un oligosacarido conjugado, se prefiere que la preparacion de
oligosacérido preceda a la conjugacion.

Después de la conjugacion, los procedimientos de la invencién pueden incluir una etapa de medir el nivel de
proteina portadora no conjugada. Un modo de realizar esta medicion implica electroforesis capilar [69] (por ejemplo,
en solucion libre), o cromatografia electrocinética micelar [70].

Después de la conjugacion, los procedimientos de la invencién pueden incluir una etapa de medir el nivel de
sacarido no conjugado. Un modo de realizar esta medicion implica HPAEC-PAD [67].

Después de la conjugacion, los procedimientos de la invencién pueden incluir una etapa de separar sacarido
conjugado de sacarido no conjugado. Un modo de separar estos sacaridos es usar un procedimiento que precipita
selectivamente un componente. Se prefiere precipitacion selectiva de sacarido conjugado, para dejar al sacarido no
conjugado en solucién, por ejemplo por un tratamiento de desoxicolato [67].

Después de la conjugacion, los procedimientos de la invencidén pueden incluir una etapa de medir el tamafio
molecular y/o masa molar de un conjugado. En particular, pueden medirse las distribuciones. Un modo de realizar
estas mediciones implica cromatografia de exclusién por tamafio con deteccion por fotometria de dispersion luminica
multiangular y refractometria diferencial (SEC-MALS/RI) [71].

Oligosacéridos

En general se usaran sacaridos capsulares en forma de oligosacéaridos. Estos se forman convenientemente por
fragmentacion de polisacéarido capsular purificado (por ejemplo, por hidrdlisis), lo que habitualmente se seguira de
purificacion de los fragmentos del tamafio deseado.

Se realiza preferentemente fragmentacion de polisacaridos para proporcionar un grado de polimerizacion (GP)
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medio final en el oligosacarido de menos de 30 (por ejemplo entre 10 y 20, preferentemente aproximadamente 10
para el serogrupo A; entre 15 y 25 para los serogrupos W135 y Y, preferentemente aproximadamente 15-20; entre
12 y 22 para el serogrupo C; etc.). El GP puede medirse convenientemente por cromatografia de intercambio i6nico
0 por ensayos colorimétricos [72].

Si se realiza hidrdlisis, el hidrolizado generalmente se cribara para retirar oligosacaridos de longitud corta [73]. Esto
puede conseguirse de diversas formas, tales como ultrafiltracion seguida de cromatografia de intercambio ionico.
Los oligosacaridos con un grado de polimerizacion de menos de o igual a aproximadamente 6 se retiran
preferentemente para el serogrupo A, y los de menos de aproximadamente 4 se retiran preferentemente para los
serogrupos W135yY.

La hidrolisis quimica de sacaridos generalmente implica tratamiento con acido o base en condiciones que son
convencionales en la técnica. Las condiciones para despolimerizacion de sacdaridos capsulares en sus
monosacdridos constituyentes se conocen en la técnica. Un procedimiento de despolimerizacién implica el uso de
perdxido de hidrégeno [11]. El peroxido de hidrégeno se afiade a un sacéarido (por ejemplo para proporcionar una
concentracion de H;0; final de 1%), y la mezcla se incuba después (por ejemplo a aproximadamente 55 °C) hasta
que se ha conseguido una reduccién de longitud de cadena deseada. La reduccion a lo largo del tiempo puede
seguirse retirando muestras de la mezcla y midiendo después el tamafio molecular (medio) del sacarido en la
muestra. Después puede detenerse la despolimerizacion por enfriamiento rapido una vez que se ha conseguido la
longitud de cadena deseada.

Serogrupo B

Las vacunas contra patdgenos tales como virus de hepatitis B, difteria y tétanos contienen tipicamente un antigeno
proteico Unico (por ejemplo, el antigeno de superficie VHB, o un toxoide del tétanos). Por el contrario, las vacunas de
tos ferina acelulares tipicamente contienen al menos 3 proteinas de B. pertussis y la vacuna neumocdcica PrevNar
contiene siete antigenos sacaridos conjugados separados. Otras vacunas tales como vacunas de pertussis
celulares, la vacuna del sarampién, la vacuna inactivada de la polio (IPV) y vacunas OMV meningocdécicas son por
su propia naturaleza mezclas complejas de un gran nimero de antigenos. Si puede inducirse proteccion por un
antigeno Unico, un pequefio nimero de antigenos definidos, o una mezcla compleja de antigenos no definidos,
depende por lo tanto del patégeno en cuestion.

Como se ha mencionado anteriormente, ha sido dificil encontrar una vacuna contra meningococo del serogrupo B.
Las vacunas basadas en OMV muestran eficacia limitada. Ademas, el gran nimero de antigenos no definidos
presentes en una OMV, combinado con su naturaleza variable, significa que las OMV tienen diversos problemas de
control de calidad.

Los inventores han descubierto que puede conseguirse proteccion amplia contra infeccion de serogrupo B, y que
esta puede conseguirse usando un numero pequefio de antigenos polipeptidicos del serogrupo B definidos, y por lo
tanto las composiciones de la invencién incluyen una proteina “Nad A” en forma oligomérica, una proteina “741”, una
proteina “936”, una proteina “953” y una proteina “287”.

Se han presentado secuencias gendmicas para serogrupos meningocécicos A [74] y B [75,76].

La composicion incluye los siguientes cinco antigenos [96]: (1) una proteina “NadA”, en forma oligomérica (por
ejemplo en forma trimérica); (2) una proteina “741”; (3) una proteina “936”; (4) una proteina “953”; y (5) una proteina
“287".

“NadA” (adhesina de Neisseria A) de MenB se desvela como proteina “961” en la referencia 80 (SEC ID 2943 y
2944) y como “NMB1994” en la referencia 75 (véase también nimeros de referencia de GenBank: 11352904 y
7227256). Puede encontrase un estudio detallado de la proteina en la referencia 97. Cuando se usa de acuerdo con
la presente invencion, NadA puede tomar diversas formas. Las formas preferidas de NadA son variantes de
truncamiento o delecion, tales como las desveladas en las referencias 83 a 85. En particular, se prefiere NadA sin su
anclaje de membrana C terminal (por ejemplo delecién de los restos 351-405 para la cepa 2996, para proporcionar
SEC ID N 1 en el presente documento), que en ocasiones se distingue en el presente documento mediante el uso
de un superindice “C” por ejemplo NadA®. La expresion de NadA sin su dominio de anclaje a membrana en E. coli
da como resultado secrecion de la proteina al sobrenadante de cultivo con retirada conjunta de su péptido lider de
23 unidades (por ejemplo para dejar uno de 327 unidades para la cepa 2996 [SEC ID N°: 2 en el presente
documento]). Los polipéptidos sin sus péptidos lider se distinguen en ocasiones en el presente documento mediante
el uso de un superindice “NL”, por ejemplo NadA™" o NadA©™". Los polipéptidos NadA preferidos tienen una
secuencia de aminoacidos que: (a) tiene el 50% o mas de identidad (por ejemplo 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o
mas) con SEC ID N°: 2; y/o (b) comprende un fragmento de al menos n aminoacidos consecutivos de SEC ID N°: 1,
en el que n es 7 o mas (por ejemplo 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o
mas). Los fragmentos preferidos para (b) carecen de uno o mas aminoacidos (por ejemplo 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25 o mas) del extremo C terminal y/o el N terminal de SEC ID N° 1 (por ejemplo NadA©, NadA™"),
NadA(C)(NL)). Otros fragmentos preferidos comprenden un epitopo de SEC ID 1, y un fragmento particularmente
preferido de SEC ID 1 es SEC ID 2. Estas diversas secuencias incluyen variantes de NadA (por ejemplo variantes
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alélicas, homoélogos, ortélogos, paradlogos, mutantes, etc.). Se muestran diversas secuencias de NadA en la Figura 9
de la referencia 98.

La proteina “741” de MenB se desvela en la referencia 80 (SEC ID 2535 y 2536) y como “NMB1870” en la referencia
75 (véase también nimero de referencia de GenBank GI:7227128). La proteina correspondiente en el serogrupo A
[74] tiene el nimero de referencia de GenBank 7379322. 741 es de forma natural una lipoproteina. Cuando se usa
de acuerdo con la presente invencion, la proteina 741 puede tomar diversas formas. Las formas preferidas de 741
son variantes de truncamiento o delecion, tales como las desveladas en las referencias 83 a 85. En particular, el
extremo N terminal de 741 puede suprimirse hasta e incluyendo su secuencia de poliglicina (es decir delecion de los
restos 1 a 72 para la cepa MC58 [SEC ID N°: 3 en el presente documento]), que en ocasiones se distingue en el
presente documento mediante el uso de un prefijo “AG”. Esta delecion puede potenciar la expresion. La delecion
también retira un sitio de lipidaciéon de 741. Las secuencias de 741 tienen una secuencia de aminoacidos que: (a)
tiene 50% o mas de identidad con SEC ID N° 3; y/o (b) comprende un fragmento de al menos un aminoacido
consecutivo de SEC ID N° 3, y comprende un epitopo de 741. Otros fragmentos preferidos carecen de uno o mas
aminoacidos (por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 0 més) del extremo C terminal y/o el N terminal de
SEC ID N°: 3. Estas secuencias incluyen variantes de 741 (por ejemplo variantes alélicas, homdlogos, ortélogos,
paralogos, mutantes, etc.). Pueden encontrase diversas secuencias de 741 en SEC ID 1 a 22 de la referencia 85, en
SEC ID 1 a 23 de la referencia 99 y en SEC ID 1-299 de la referencia 100.

La proteina “936” del serogrupo B se desvela en la referencia 80 (SEC ID 2883 y 2884) y como “NMB2091” en la
referencia 75 (véase también nimero de referencia de GenBank GI:7227353). El gen correspondiente en el
serogrupo A [74] tiene el numero de referencia de GenBank 7379093. Cuando se usa de acuerdo con la presente
invencion, la proteina 936 puede tomar diversas formas. Las formas preferidas de 936 son variantes de truncamiento
o delecidn, tales como las desveladas en las referencias 83 a 85. En patrticular, el péptido lider N-terminal de 936
puede suprimirse (por ejemplo delecion de los restos 1 a 23 para la cepa MC58, para proporcionar 936" [SEC ID
N°: 4 en el presente documento]). Las secuencias de 936 tienen una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene 50% o
mas de identidad con SEC ID N° 4; y/o (b) comprende un fragmento de al menos un aminoacido consecutivo de
SEC ID N° 4, y comprende un epitopo de 936. Otros fragmentos preferidos carecen de uno 0 mas aminoacidos (por
ejemplo 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) del extremo C terminal y/o el N terminal de SEC ID N°: 4. Estas
secuencias incluyen variantes de 936 (por ejemplo variantes alélicas, homologos, ortélogos, paralogos, mutantes,
etc.).

La proteina “953” del serogrupo B se desvela en la referencia 80 (SEC ID 2917 y 2918) y como “NMB1030” en la
referencia 75 (véase también nimero de referencia de GenBank GI1:7226269). La proteina correspondiente en el
serogrupo A [74] tiene el numero de referencia de GenBank 7380108. Cuando se usa de acuerdo con la presente
invencion, la proteina 953 puede tomar diversas formas. Las formas preferidas de 953 son variantes de truncamiento
o delecién, tales como las desveladas en las referencias 83 a 85. En particular, el péptido lider N terminal de 953
puede suprimirse (por ejemplo delecion de los restos 1 a 19 para la cepa MC58, para proporcionar 953 [SEC ID
N°: 5 en el presente documento]. Las secuencias de 953 preferidas tienen una secuencia de aminoacidos que: (a)
tiene el 50% o mas de identidad (por ejemplo 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o mas) con SEC ID N°: 5; y/o (b)
comprende un fragmento de al menos n aminoacidos consecutivos de SEC ID N° 5, en el que n es 7 0 mas (por
ejemplo 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos
preferidos para (b) comprenden un epitopo de 953. Otros fragmentos preferidos carecen de uno o mas aminoacidos
(por ejemplo 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 15, 20, 25 0 mas) del extremo C terminal y/o el N terminal de SEC ID N°: 5.
Estas secuencias incluyen variantes de 936 (por ejemplo variantes alélicas, homologos, ortélogos, paralogos,
mutantes, etc.). Pueden verse formas alélicas de 953 en la Figura 19 de la referencia 82.

La proteina “287” del serogrupo B se desvela en la referencia 80 (SEC ID 3103 y 3104), como “NMB2132” en la
referencia 75 y como “GNA2132” en la referencia 77 (véase también nimero de referencia de GenBank
Gl:7227388). La proteina correspondiente en el serogrupo A [74] tiene el nimero de referencia de GenBank
7379057. Cuando se usa de acuerdo con la presente invencion, la proteina 287 puede tomar diversas formas. Las
formas preferidas de 287 son variantes de truncamiento o delecién, tales como las desveladas en las referencias 83
a 85. En particular, el extremo N terminal de 287 puede suprimirse hasta e incluyendo su secuencia de poliglicina
(por ejemplo delecién de los restos 1 a 24 para la cepa MC58, para proporcionar AG287 [SEC ID N° 6 en el
presente documento]). Esta delecién puede potenciar la expresion. Las secuencias de 287 preferidas tienen una
secuencia de aminoacidos que: (a) tiene 50% o mas de identidad (por ejemplo 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o
més) con SEC ID N°: 6; y/o (b) comprende un fragmento de al menos n amino&cidos consecutivos de SEC ID N°: 6,
en el que n es 7 o mas (por ejemplo 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o
mas). Los fragmentos preferidos para (b) comprenden un epitopo de 287. Otros fragmentos preferidos carecen de
uno o mas aminoacidos (por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del extremo C terminal y/o el N
terminal de SEC ID N°: 6. Estas secuencias incluyen variantes de 287 (por ejemplo variantes alélicas, homologos,
ortélogos, paradlogos, mutantes, etc.). Pueden verse formas alélicas de 287 en las Figuras 5 y 15 de la referencia 82,
y en el Ejemplo 13 y la Figura 21 de la referencia 80 (SEC ID 3179 a 3184).

Los antigenos de MenB preferidos comprenden una secuencia de aminoacidos hallada en una de las cepas 2996,

MC58, 95N477 y 394/98. La proteina 287 es preferentemente de la cepa 2996 o, mas preferentemente, de la cepa
394/98. La proteina 741 es preferentemente de las cepas de serogrupo B MC58, 2996, 394/98 o 95N477, o de la
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cepa de serogrupo C 90/18311. Se prefiere mas la cepa MC58. Las proteinas 936, 953 y NadA son preferentemente
de la cepa 2996. La composicion puede incluir un antigeno particular (por ejemplo 741 o 287) en mas de una forma
variante, por ejemplo la misma proteina, pero de mas de una cepa. Estas proteinas pueden incluirse como proteinas
en tandem o separadas.

En algunas realizaciones, sin embargo, la composicion de la invencién incluye la misma proteina pero de mas de
una cepa. Se ha descubierto que este enfoque es eficaz con la proteina 741. Esta proteina es un antigeno
extremadamente eficaz para inducir respuestas de anticuerpos anti-meningocécicos, y se expresa en todos los
serogrupos meningocécicos. El analisis filogenético muestra que la proteina se divide en dos grupos, y que uno de
estos se divide de nuevo para proporcionar tres variantes en total [101], y aunque el suero inducido contra una
variante dada es bactericida dentro del mismo grupo variante, no es activo contra cepas que expresen una de las
otras dos variantes, es decir hay proteccién cruzada intra-variante, pero no protecciéon cruzada inter-variante [99,
101]. Para eficacia de cepa cruzada maxima, por lo tanto, se prefiere que una composicion incluya mas de una
variante de la proteina 741. Se proporciona una secuencia ejemplar de cada variante en las SEC ID N°: 10, 11y 12
del presente documento, comenzando con un resto de cisteina N terminal con el que se unird covalentemente un
lipido en la forma lipoproteica nativa. Se prefiere por lo tanto que la composicién incluya al menos dos de: (1) una
primera proteina, que comprenda una secuencia de aminoacidos que tenga al menos a% de identidad de secuencia
con SEC ID Ne°: 10 y/o que comprenda una secuencia de aminoacidos que consista en un fragmento de al menos x
aminoacidos contiguos de SEC ID N°: 10; (2) una segunda proteina, que comprenda una secuencia de aminoacidos
que tenga al menos b% de identidad de secuencia con SEC ID N° 11 y/o que comprenda una secuencia de
aminoacidos que consista en un fragmento de al menos y aminoacidos contiguos de SEC ID N°: 11; y (3) una tercera
proteina, que comprenda una secuencia de aminoacidos que tenga al menos ¢% de identidad de secuencia con
SEC ID N°: 12 y/o que comprenda una secuencia de aminoacidos que consista en un fragmento de al menos z
aminoacidos contiguos de SEC ID N°: 12. El valor de a es al menos 85, por ejemplo 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 0 més. El valor de b es al menos 85 por ejemplo 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 99,5 0 mas. El valor de ¢ es al menos 85 por ejemplo 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99, 99,5 0 mas. Los valores de a, b y ¢ no estan relacionados de forma intrinseca entre si. El valor de x es al menos
7, (por ejemplo 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). El valor de y es al menos 7, (por ejemplo 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160,
180, 200, 225, 250). El valor de z es al menos 7, por ejemplo (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). Los valores de
X, Y Y z no estan relacionados de forma intrinseca entre si. Se prefiere que cualquier secuencia de aminoacidos de
741 dada no entre en mas de una de las categorias (1), (2) y (3). Cualquier secuencia de 741 dada entrara por lo
tanto en solamente una de las categorias (1), (2) y (3). Se prefiere por lo tanto que: la proteina (1) tenga menos de
i% de identidad de secuencia con la proteina (2); la proteina (1) tenga menos de j% de identidad de secuencia con la
proteina (3); y la proteina (2) tenga menos de k% de identidad de secuencia con la proteina (3). El valor de i es 60 o
mas (por ejemplo 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, etc.) y es como maximo a. El valor de j es 60 o més (por ejemplo 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, etc.) y es como maximo b. El valor de
k es 60 o mas (por ejemplo 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, etc.) y es como maximo c. Los valores de i, j y k no estan relacionados de forma intrinseca
entre si.

Las composiciones de la invencion incluyen un nimero pequefio (por ejemplo, menos de t antigenos, siendo t 10, 9,
8, 7 0 6) de antigenos de serogrupo B purificados. Se prefiere particularmente que la composicion no incluya
mezclas complejas o indefinidas de antigenos, por ejemplo se prefiere que no incluya vesiculas de membrana
externa en la composicidn. Los antigenos se expresan preferentemente de forma recombinante en un huésped
heterdlogo y después se purifican. Para una composicion que incluya t antigenos MenB, puede haber t polipéptidos
separados pero, para reducir la complejidad aun mas, se prefiere que al menos dos de los antigenos se expresen
como una cadena polipeptidica sencilla (una proteina “hibrida” [ref. 83 a 85]) es decir de modo que los 5 antigenos
formen menos de 5 polipéptidos. Las proteinas hibridas ofrecen dos ventajas principales: en primer lugar, puede
ayudarse a una proteina que puede ser inestable o expresarse de forma escasa por si misma afiadiendo un
compafiero hibrido adecuado que supere el problema; en segundo lugar, la fabricacion comercial se simplifica ya
que solo es necesario emplear una expresion y purificacion para producir dos proteinas Utiles por separado. Una
proteina hibrida incluida en una composicion de la invencién puede comprender dos o mas (es decir, 2, 3, 4 0 5) de
los cinco antigenos enumerados anteriormente. Se prefieren hibridos que consistan en dos de los cinco antigenos.

Dentro de la combinaciéon de cinco antigenos basicos (NadA, 741, 953, 936 y 287), un antigeno puede estar
presente en mas de una proteina hibrida y/o como una proteina no hibrida. Se prefiere, sin embargo, que esté
presente un antigeno como un hibrido o como un no hibrido, pero no como ambos, aunque puede ser util incluir la
proteina 741 como un antigeno tanto hibrido como no hibrido (preferentemente lipoproteico), particularmente cuando
se usa mas de una variante de 741.

Las proteinas hibridas pueden representarse por la formula NHz-A-[-X-L-]»-B-COOH, en la que: X es una secuencia
de aminoéacidos de uno de los cinco antigenos basicos; L es una secuencia de aminoacidos de engarce opcional; A
es una secuencia de aminoacidos N-terminal opcional; B es una secuencia de aminoacidos C-terminal opcional y n
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es2,3,405.

Mas preferentemente, n es 2. Dos hibridos antigénicos para su uso en la invencion comprenden: NadA y 741; NadA
y 936 NadA y 953; NadA y 287; 741 y 936; 741 y 953; 741 y 287; 936 y 953; 936 y 287; 953 y 287. Dos proteinas
preferidas son: X; es una 936 y X, es una 741; X; es una 287 y X, es una 953.

Si un resto -X- tiene una secuencia de péptido lider en su forma natural, esta puede incluirse u omitirse en la
proteina hibrida. En algunas realizaciones, los péptidos lider se suprimiran excepto para el del resto -X- localizado
en el extremo N terminal de la proteina hibrida, es decir el péptido lider de X; se conservara, pero los péptidos lider
de Xz... X, se omitirdn. Esto es equivalente a suprimir todos los péptidos lider y usar el péptido lider de Xi; como
resto -A-.

Para cada n casos de [-X-L-], puede estar presente o ausente la secuencia de aminoacidos de engarce -L-. Por
ejemplo, cuando n = 2 el hibrido puede ser NH2-X3-L1-X2-L>-COOH, NH2-X1-X2-COOH, NH2-X;3-L1-X2-COOH, NH2-X;-
X2-Lo-COOH, etc. La secuencia o las secuencias de aminoacidos de engarce -L- tipicamente serdn cortas (por
ejemplo, 20 o menos aminoéacidos, es decir 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los
ejemplos comprenden secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonacién, engarces de poliglicina (es decir, que
comprenden Gly,enlaquen=2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 o méas), y marcadores de histidina (es decir, His, en la que n =
3,4,5,6,7,8,9, 10 0o mas). Otras secuencias de aminoacidos de engarce adecuadas resultaran evidentes para los
expertos en la materia. Un engarce (til es GSGGGG (SEC ID 9), formandose el dipéptido Gly-Ser a partir de un sitio
de restriccion BamHI, ayudando de este modo a la clonacién y manipulacion, y siendo el tetrapéptido (Gly)s un
engarce de poliglicina tipico. Si Xn+1 €s una proteina AG y L, es un engarce de glicina, esto puede ser equivalente a
que Xn+1 N0 sea una proteina AG y que L, esté ausente.

-A- es una secuencia de aminoacidos N terminal opcional. Esta tipicamente sera corta (por ejemplo, 40 0 menos
aminoacidos, es decir, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15,
14, 13,12, 11,10,9,8,7,6,5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias lider para dirigir el trafico de proteinas o
secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonacion o purificacion (por ejemplo, marcadores de histidina, es decir,
Hispnenlaquen=3,4,5, 6,7, 8,9, 10 o més). Otras secuencias de aminoacidos N terminal adecuadas resultaran
evidentes para los expertos en la materia. Si X; carece de su propia metionina N terminal, -A- es preferentemente un
oligopéptido (por ejemplo, con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos) que proporciona una metionina N terminal.

-B- es una secuencia de aminoéacidos C terminal opcional. Esta tipicamente sera corta (por ejemplo, 40 0 menos
aminoacidos, es decir, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15,
14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias para dirigir el trafico de proteinas,
secuencias peptidicas cortas que facilitan la clonacién o purificacion (por ejemplo, que comprenden marcadores de
histidina, es decir, His, enlaque n =3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas), 0 secuencias que potencian la estabilidad proteica.
Otras secuencias de aminoacidos C terminales adecuadas resultaran evidentes para los expertos en la materia.

Dos proteinas hibridas particularmente preferidas de la invencién son como sigue:

n| A X1 Ly Xz L, | B | SECID Ne:
2 | MA | AG287 | GSGGGG | 953" |- |- |7
2| ™M [936™ | GSGGGG | AG741 |- |- |8

Estas dos proteinas se usan en combinacién con NadA (particularmente con SEC ID N° 2). Por lo tanto una
composicion preferida de antigenos MenB para su uso con la invencién incluye por lo tanto un primer polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 2, un segundo polipéptido que comprende la secuencia de
aminoéacidos SEC ID N°: 7 y un tercer polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 8. Este
es un grupo preferido de antigenos MenB para su uso con la invencién.

Como se ha mencionado anteriormente, las composiciones de la invencién pueden inducir una respuesta de
anticuerpos bactericidas en suero que es eficaz contra dos o tres de los linajes hipervirulentos de MenB A4, ET-5y
linaje 3. Pueden inducir adicionalmente respuestas de anticuerpos bactericidas contra uno o mas de los linajes
hipervirulentos de subgrupo I, subgrupo Ill, subgrupo IV-1 o complejo ET-37, y contra otros linajes, por ejemplo
linajes hiperinvasivos. Estas respuestas de anticuerpo se miden convenientemente en ratones y son un indicador
convencional de la eficacia de vacuna [por ejemplo, véase nota final 14 de la referencia 77]. La actividad bactericida
en suero (SBA) mide la destruccién bacteriana mediada por complemento, y puede ensayarse usando complemento
humano o de cria de conejo. Los patrones de la OMS requieren que una vacuna induzca al menos un aumento de
cuatro veces de SBA en méas del 90% de los receptores.

La composicion no necesita inducir anticuerpos bactericidas contra todas y cada una de las cepas de MenB dentro
de estos linajes hipervirulentos, sino que, para cualquier grupo dado de cuatro o mas cepas de meningococo del
serogrupo B dentro de un linaje hipervirulento particular, los anticuerpos inducidos por la composicién son
bactericidas contra al menos el 50% (por ejemplo, 60%, 70%, 80%, 90% o mas) del grupo. Los grupos preferidos de
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cepas incluiran cepas aisladas en al menos cuatro de los siguientes paises: GB, AU, CA, NO, IT, US, NZ, NL, BR 3/
CU. El suero tiene preferentemente un titulo bactericida de al menos 1024 (por ejemplo, 2*°, 211, 212 213 214 215 216
2", 2'® 0 mas, preferentemente al menos 2, es decir el suero es capaz de destruir al menos el 50% de las
bacterias de ensayo de una cepa particular cuando se diluye 1/1024, como se describe en la referencia 77.

Las composiciones preferidas pueden inducir respuestas bactericidas contra las siguientes cepas de meningococo
del serogrupo B: (i) del grupo A4, la cepa 961-5945 (B:2b:P1.21, 16) y/o cepa G2136 (B :-); (ii) del complejo ET-5, la
cepa MC58 (B:15:P1.7, 16b) y/o cepa 44/76 (B:15:P1.7, 16); (ii)) del linaje 3, la cepa 394/98 (B:4:P1.4) y/o la cepa
BZ198 (B:NT:-). Las composiciones mas preferidas pueden inducir respuestas bactericidas contra cepas 961-5945,
44/76 y 394/98. Las cepas 961-5945 y G2136 son ambas cepas de referencia de MLST de Neisseria [id 638 y 1002
en ref. 102]. La cepa MC58 esta ampliamente disponible (por ejemplo, ATCC BAA-335) y fue la cepa secuenciada
en la referencia 75. La cepa 44/76 se ha usado ampliamente y se ha caracterizado (por ejemplo, ref. 103) y es una
de las cepas de referencia de MLST de Neisseria [id 237 en ref. 102; fila 32 de la tabla 2 en la ref. 104]. La cepa
394/98 se aislo originalmente en Nueva Zelanda en 1998, y ha habido varios estudios publicados que usan esta
cepa (por ejemplo, ref. 105y 106). La cepa BZ198 es otra cepa de referencia de MLST [id 409 en ref. 102; fila 41 de
la Tabla 2 en ref. 104]. La composicidon puede inducir adicionalmente una respuesta bactericida contra la cepa
LNP17592 del serogrupo W135 (W135:2a:P1.5,2), del complejo ET-37. Esta es una cepa Haji aislada en Francia en
2000.

Otros antigenos polipeptidicos de MenB que pueden incluirse en composiciones de la invencion incluyen los que
comprenden una de las siguientes secuencias de aminoacidos: SEC ID N°: 650 de ref. 78; SEC ID N°: 878 de ref.
78; SEC ID N°: 884 de ref. 78; SEC ID N°: 4 de ref. 79; SEC ID N°: 598 de ref. 80; SEC ID N°: 818 de ref. 80; SEC ID
N°: 864 de ref. 80; SEC ID N°: 866 de ref. 80; SEC ID N°: 1196 de ref. 80; SEC ID N°: 1272 de ref. 80; SEC ID Ne°:
1274 de ref. 80; SEC ID N°: 1640 de ref. 80; SEC ID N°: 1788 de ref. 80; SEC ID N°: 2288 de ref. 80; SEC ID Ne°:
2466 de ref. 80; SEC ID N°: 2554 de ref. 80; SEC ID N°: 2576 de ref. 80; SEC ID N°: 2606 de ref. 80; SEC ID N°:
2608 de ref. 80; SEC ID N°: 2616 de ref. 80; SEC ID N°: 2668 de ref. 80; SEC ID N°: 2780 de ref. 80; SEC ID N°:
2932 de ref. 80; SEC ID N°: 2958 de ref. 80; SEC ID N°: 2970 de ref. 80; SEC ID N°: 2988 de ref. 80, o un polipéptido
gue comprende una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene el 50% o mas de identidad (por ejemplo, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 99% o0 mas) con dichas secuencias; y/o (b) comprende un fragmento de al menos n aminoacidos
consecutivos de dichas secuencias, en el que n es 7 0 mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Los fragmentos preferidos para (b) comprenden un epitopo de la
secuencia relevante. Puede incluirse mas de uno (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 mas) de
estos polipéptidos.

M&s componentes antigénicos

También pueden incluirse antigenos no meningocdcicos y no de Neisseria, preferentemente que no disminuyan la
respuesta inmune contra los componentes meningococicos, en composiciones de la invencion. Ref. 107, por
ejemplo, desvela combinaciones de oligosacéridos de los serogrupos de N. meningitidis. B y C junto con el sacarido
Hib. Los antigenos no meningocdcicos particularmente preferidos incluyen:

- un antigeno diftérico, tal como un toxoide diftérico [por ejemplo, capitulo 3 de ref.108].

- un antigeno del tétanos, tal como un toxoide del tétanos [por ejemplo, capitulo 4 de ref. 108].

- holotoxina de pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA) de B. pertussis, opcionalmente también en
combinacion con pertactina y/o aglutindégenos 2 y 3 [por ejemplo, ref. 109 y 110].

- antigeno de pertussis celular.

- un antigeno del virus de la hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 111, 112].

- un antigeno del virus de la hepatitis B, tal como los antigenos de superficie y/o nucleo [por ejemplo, 112, 113],
absorbiéndose el antigeno de superficie preferentemente en un fosfato de aluminio [114].

- antigeno o antigenos de la polio [por ejemplo, 115, 116] tales como IPV.

La mezcla puede comprender uno o mas de estos antigenos adicionales, que pueden detoxificarse cuando sea
necesario (por ejemplo, detoxificacion de toxina de pertussis por medios quimicos y/o genéticos).

Cuando se incluye un antigeno diftérico en la mezcla se prefiere también que incluya antigeno del tétanos y
antigenos de pertussis. De forma similar, cuando se incluye un antigeno del tétanos se prefiere también que incluya
antigenos diftérico y de pertussis. De forma similar, cuando se incluye un antigeno de pertussis también se prefiere
gue incluya antigenos diftérico y del tétanos.

Los antigenos en la mezcla tipicamente estaran presentes a una concentracion de al menos 1 ug/ml cada uno. En
general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para inducir una respuesta inmune contra ese
antigeno. Se prefiere que la eficacia protectora de antigenos sacaridos individuales no se retire combinandolos,
aunque puede reducirse la inmunogenicidad real (por ejemplo, titulos de ELISA).

Como alternativa a usar antigenos proteicos en la mezcla, puede usarse acido nucleico que codifica el antigeno. Los
componentes proteicos de la mezcla pueden por lo tanto reemplazarse por acido nucleico (preferentemente ADN,
por ejemplo, en forma de un plasmido) que codifica la proteina. De forma similar, las composiciones de la invencion
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pueden comprender proteinas que se asemejan a los antigenos sacaridos, por ejemplo, mimoétopos [117] o
anticuerpos anti-idiotipicos. Estos pueden reemplazar componentes sacaridos individuales o pueden
complementarlos. Como ejemplo, la vacuna puede comprender un mimético peptidico del polisacarido capsular
MenC [118] o el MenA [119] en lugar del sacarido en si mismo.

Dos antigenos no meningocécicos preferidos para inclusion en composiciones de la invencién son los que protegen
contra H. influenzae de tipo B (Hib) y contra Streptococcus pneumoniae.

Haemophilus influenzae tipo B (Hib)

Cuando la composicién incluye un antigeno de H. influenzae de tipo B, tipicamente sera un antigeno del sacarido
capsular de Hib. Se conocen bien antigenos sacaridos de H. influenzae b.

Provechosamente, el sacarido de Hib se conjuga covalentemente con una proteina portadora, para potenciar su
inmunogenicidad, especialmente en nifios. La preparacion de conjugados polisacaridos en general, y del
polisacérido capsular Hib en particular, esta bien documentada [por ejemplo, referencias 21-29, etc.]. La invencion
puede usar cualquier conjugado de Hib adecuado. Se han descrito anteriormente proteinas portadoras adecuadas, y
son portadores preferidos para sacaridos de Hib CRMg7 (“HbOC”), toxoide del tétanos (“PRP-T”) y el complejo de
membrana externa de N. meningitidis (“PRP-OMP”).

El resto sacérido del conjugado puede ser un polisacéarido (por ejemplo, polirribosilribitol fosfato de longitud completa
(PRP)), pero se prefiere hidrolizar polisacéridos para formar oligosacéridos (por ejemplo, PM de ~ 1 a 5 kDa).

Un conjugado preferido comprende un oligosacéarido Hib unido covalentemente con CRM1g7 mediante un engarce de
un acido adipico [120, 121]. El toxoide del tétanos también es un vehiculo preferido.

La administracion del antigeno de Hib preferentemente da como resultado una concentracion de anticuerpo anti-
PRP de = 0,15 ug/ml, y mas preferentemente = 1 ug/ml.

Cuando una composicion incluye un antigeno sacérido de Hib, se prefiere que no incluya también un adyuvante de
hidréxido de aluminio. Si la composicion incluye un adyuvante de fosfato de aluminio entonces el antigeno de Hib
puede absorberse en el adyuvante [122] o puede estar no adsorbido [123]. Puede conseguirse prevencion de la
adsorcion seleccionando el pH correcto durante la mezcla de antigeno/adyuvante, un adyuvante con un punto de
carga cero apropiado, y un orden apropiado de mezcla para los diversos antigenos diferentes en una composicion
[124].

Las composiciones de la invencion pueden comprender mas de un antigeno de Hib. Los antigenos de Hib pueden
liofilizarse, por ejemplo, para reconstitucion por composiciones meningocdcicas de la invencion.

Streptococcus pneumoniae

Cuando la composicién incluye un antigeno de S. pneumoniae tipicamente sera un antigeno sacérido capsular que
esté conjugado preferentemente con una proteina portadora [por ejemplo, ref. 125 a 127]. Se prefiere incluir
sacaridos de mas de un serotipo de S pneumoniae. Por ejemplo, se usan ampliamente mezclas de polisacaridos de
23 serotipos diferentes, asi como vacunas conjugadas con polisacaridos de entre 5y 11 serotipos diferentes [128].
Por ejemplo, PrevNar™ [1] contiene antigenos de siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) con cada sacarido
conjugado individualmente con CRMsg7 por aminacioén reductora, con 2 ug de cada sacarido por cada dosis de 0,5 ml
(4 ng de serotipo 6B), y con conjugados adsorbidos en un adyuvante de fosfato de aluminio. Las composiciones de
la invencion preferentemente incluyen al menos los serotipos 6B, 14, 19F y 23F. Los conjugados pueden adsorberse
en un fosfato de aluminio.

Como alternativa a usar antigenos sacaridos de neumococos, la composicion puede incluir uno o0 mas antigenos
polipeptidicos. Estan disponibles secuencias genémicas para varias cepas de neumococos [129,130] y pueden
someterse a vaccinologia inversa [131-134] para identificar antigenos polipeptidicos adecuados [135,136]. Por
ejemplo, la composicion puede incluir uno o mas de los siguientes antigenos: PhtA, PhtD, PhtB, PhtE, SpsA, LytB,
LytC, LytA, Sp125, Sp101, Sp128, Sp130 y Sp130, como se definen en la referencia 137. La composicién puede
incluir mas de uno (por ejemplo, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9 10, 11, 12, 13 o 14) de estos antigenos.

En algunas realizaciones, la composicion puede incluir antigenos tanto sacaridos como polipeptidicos de
neumococos. Estos pueden usarse en mezcla sencilla, o el antigeno sacarido neumocdcico puede conjugarse con
una proteina neumocécica. Las proteinas portadoras adecuadas para tales realizaciones incluyen los antigenos
enumerados en el parrafo anterior [137].

Los antigenos neumocécicos pueden liofilizarse, por ejemplo junto con antigeno de Hib.
Composiciones farmacéuticas

La composicion de la invencion tipicamente, ademas de los componentes mencionados anteriormente, comprendera
uno o mas “vehiculos ‘farmacéuticamente aceptables”, que incluyen cualquier vehiculo que no induzca por si mismo
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la produccion de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicion. Los vehiculos adecuados son
tipicamente macromoléculas grandes que se metabolizan lentamente tales como proteinas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicolicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, sacarosa [138], trehalosa
[139], lactosa y agregados lipidicos (tales como gotas de aceite o liposomas). Tales vehiculos se conocen bien por
los expertos habituales en la materia. Las vacunas también pueden contener diluyentes, tales como agua, solucion
salina, glicerol, etc. Adicionalmente, pueden estar presentes sustancias adyuvantes, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes de pH y similares. La solucién salina fisiolégica tamponada
con fosfato, sin pirégenos, estéril es un vehiculo tipico. Esta disponible un analisis exhaustivo de excipientes
farmacéuticamente aceptables en la referencia 140.

Las composiciones de la invencion estan en forma acuosa, es decir soluciones o suspensiones. La formulacion
liquida de este tipo permite que las composiciones se administren directamente desde su forma envasada, sin
necesidad de reconstitucion en un medio acuoso, y son por lo tanto ideales para inyeccion. Las composiciones
pueden presentarse en frascos, o pueden presentarse en jeringas previamente cargadas. Las jeringas pueden
proporcionarse con o sin agujas. Una jeringa incluird una dosis Unica de la composicion, mientras que un frasco
puede incluir una dosis Unica o mdltiples dosis.

Las composiciones liquidas de la invencion también son adecuadas para reconstituir otras vacunas a partir de una
forma liofilizada por ejemplo para reconstituir antigenos Hib o DTP liofilizados. Cuando deba usarse una
composicion de la invencion para dicha reconstitucion extemporanea, la invencion proporciona un kit, que puede
comprender dos frascos, o puede comprender una jeringa previamente cargada y un frasco, usandose los
contenidos de la jeringa para reactivar los contenidos del frasco antes de la inyeccion.

Las composiciones de la invencién pueden envasarse en forma de dosis unitaria o en forma de dosis multiple. Para
formas de dosis multiple, se prefieren frascos a jeringas precargadas. Pueden establecerse de forma rutinaria
volimenes de dosificacion eficaces, pero una dosis humana tipica de la composicion para inyeccion tiene un
volumen de 0,5 ml.

El pH de la composicion esta preferentemente entre 6 y 8, preferentemente aproximadamente 7. Puede mantenerse
pH estable mediante el uso de un tampén. Si una composicién comprende una sal de hidréxido de aluminio, se
prefiere usar un tampon de histidina [141]. La composicion puede ser estéril y/o sin pirégenos. Las composiciones de
la invencién pueden ser isotdnicas con respecto a seres humanos.

Las composiciones de la invencién son inmunogénicas, y son mas preferentemente composiciones de vacuna. Las
vacunas de acuerdo con la invencion pueden ser profilacticas (es decir para prevenir infeccién) o terapéuticas (es
decir para tratar infeccidn), pero tipicamente seran profilacticas. Las composiciones inmunogénicas usadas como
vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz de antigeno o antigenos, asi como cualquier otro
componente, segun se necesite. Por “cantidad inmunolégicamente eficaz”, se entiende que la administracion de ese
compuesto a un individuo, en una dosis Unica 0 como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o prevencion.
Esta cantidad varia dependiendo de la salud y condicion fisica del individuo a tratar, la edad, el grupo taxonémico del
individuo a tratar (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la capacidad del sistema inmune del individuo
para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccién deseado, la formulacién de la vacuna, la evaluacién por parte del
médico tratante de la situacién médica, y otros factores relevantes. Se espera que la cantidad quede en un intervalo
relativamente amplio que puede determinarse a través de ensayos rutinarios.

Dentro de cada dosis, la cantidad de un antigeno sacarido individual generalmente estara entre 1 y 50 ug (medido
como masa de sacarido), por ejemplo aproximadamente 1 ug, aproximadamente 2,5 pg, aproximadamente 4 g,
aproximadamente 5 pug o aproximadamente 10 pg.

Cada sacarido puede estar presente sustancialmente en la misma cantidad por dosis. Sin embargo, la relacion (p/p)
de sacarido MenY: sacérido MenW135 puede ser mayor de 1 (por ejemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 o mayor) y/o la
relacién (p/p) del sacarido MenY: sacarido MenC puede ser menor de 1 (por ejemplo, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 0 menor).

Las relaciones preferidas (p/p) para sacaridos de serogrupos A:C:W135:Y son: 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2:1:1:1; 4:2:1:1;
8:4:2:1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2:1; 2:2:1:1; 4:4:2:1; 2:2:1:2; 4:4:1:2; y 2:2:2:1. Las relaciones preferidas (p/p) para
sacaridos de los serogrupos C:W135:Y son: 1:1:1; 1:1:2; 1:1:1; 2:1:1; 4:2:1; 2:1:2; 4:1:2; 2:2:1; y 2:1:1. Se prefiere
usar una masa sustancialmente igual de cada sacarido.

Las composiciones preferidas de la invencién comprenden menos de 50 pg de sacarido meningocdcico por dosis.
Otras composiciones preferidas comprenden < 40 ug de sacarido meningocécico por dosis. Otras composiciones
preferidas comprenden < 30 pg de sacarido meningocécico por dosis. Otras composiciones preferidas comprenden <
25 pg de sacarido meningocécico por dosis. Otras composiciones preferidas comprenden < 20 pg de sacarido
meningocécico por dosis. Otras composiciones preferidas comprenden < 10 ug de sacarido meningocécico por dosis
pero, idealmente, las composiciones de la invencion comprenden al menos 10 ug de sacarido meningocécico total
por dosis.
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Las composiciones de la invencion pueden incluir un antimicrobiano, particularmente cuando se envasan en formato
de dosis mdltiple.

Las composiciones de la invencion pueden comprender detergente, por ejemplo un Tween (polisorbato), tal como
Tween 80. Los detergentes estan presentes generalmente a niveles bajos, por ejemplo < 0,01%.

Las composiciones de la invencion pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro sédico) para proporcionar
tonicidad. Es tipica una concentracion de 10 + 2 mg/ml de NaCl.

Las composiciones de la invencion generalmente incluirdn un tampoén. Es tipico un tampon de fosfato.

Las composiciones de la invencién generalmente se administraran junto con otros agentes inmunorreguladores. En
particular, las composiciones incluiran habitualmente uno o mas adyuvantes. Tales adyuvantes incluyen, pero sin
limitacion:

A. Composiciones gue contienen minerales

Las composiciones que contienen minerales adecuadas 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
hidréxidos (por ejemplo, oxihidréxido), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por ejemplo,
véase capitulos 8 y 9 de ref. 142], o mezclas de diferentes compuestos minerales, tomando los compuestos
cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), y prefiriéndose la adsorcion. Las composiciones
gue contienen minerales también pueden formularse como una particula de sal metélica [143].

B. Emulsiones de aceite

Las composiciones de emulsion de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
emulsiones de escualeno-agua, tales como MF59 [capitulo 10 de ref. 142; véase también ref. 144] (escualeno 5%,
Tween 80 0,5% y Span 85 0,5%, formulados en particulas submicrométricas usando un microfluidificador). También
pueden usarse adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA).

C. Formulaciones de saponina. [Capitulo 22 de ref. 142]

También pueden usarse formulaciones de saponina como adyuvantes en la invencién. Las saponinas son un grupo
heterdlogo de glicosidos de esterol y glicésidos triterpenoides que se encuentran en la corteza, hojas, tallos, raices e
incluso flores de una amplia serie de especies vegetales. La saponina de la corteza del arbol Quillaia saponaria
Molina se ha estudiado ampliamente como adyuvante. La saponina también puede obtenerse comercialmente de
Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophilla paniculata (velo de novia) y Saponaria officinalis (jabonera). Las
formulaciones adyuvantes de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como QS21, asi como
formulaciones lipidicas, tales como ISCOM. QS21 se comercializa como Stimulon™.

Se han purificado composiciones de saponina usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado fracciones purificadas
especificas usando estas técnicas, incluyendo QS7, QS17, QS18 QS21, QH-A, QH-B y QH-C. Preferentemente, la
saponina es QS21. Se desvela un procedimiento de produccion de QS21 en ref. 145. Las formulaciones de saponina
también pueden comprender un esterol, tal como colesterol [146].

Las combinaciones de saponinas y colesterol pueden usarse para formar particulas Unicas llamadas complejos
inmunoestimuladores (ISCOM) [capitulo 23 de ref. 142]. Los ISCOM tipicamente incluyen también un fosfolipido tal
como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Puede usarse cualquier saponina conocida en ISCOM.
Preferentemente, el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC. Se describen adicionalmente ISCOM en ref.
146-148. Opcionalmente, los ISCOM pueden estar desprovistos de detergente adicional [149].

Puede encontrarse una recapitulacion del desarrollo de adyuvantes basados en saponina en ref. 150 y 151.

D. Virosomas y patrticulas de tipo viral

También pueden usarse virosomas y particulas de tipo viral (VLP) como adyuvantes en la invencion. Estas
estructuras generalmente contienen una o mas proteinas de un virus opcionalmente combinadas o formuladas con
un fosfolipido. Estas son generalmente no patdgenas, no replicativas y generalmente no contienen nada del genoma
viral nativo. Las proteinas virales pueden producirse de forma recombinante o aislarse de virus completos. Estas
proteinas virales adecuadas para su uso en virosomas o VLP incluyen proteinas derivadas de virus de la gripe (tales
como HA o NA), virus de hepatitis B (tales como proteinas del ndcleo o la capsida), virus de hepatitis E, virus de
sarampién, virus Sindbis, rotavirus, virus de glosopedia, retrovirus, virus Norwalk, virus del papiloma humano, VIH,
fagos de ARN, fago Q-beta (tal como proteinas de la cubierta), fago GA, fago fr, fago AP205 y Ty (tal como proteina
pl de retrotransposén Ty). Se analizan VLP adicionalmente en las ref. 152-157. Se analizan adicionalmente
virosomas en, por ejemplo, la ref. 158
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E. Derivados bacterianos o microbianos

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencién incluyen derivados bacterianos o microbianos tales como
derivados no toéxicos de lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), derivados de lipido A, oligonuclettidos
inmunoestimuladores y toxinas que ribosilan ADP y derivados detoxificados de los mismos.

Los derivados no toxicos de LPS incluyen monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL es
una mezcla de monofosforil lipido A 3 des-O-acilado con 4, 5 o0 6 cadenas aciladas. Una forma de “particula
pequefa” preferida de monofosforil lipido A 3 des-O-acilado se desvela en ref. 159. Tales “particulas pequeinas” de
3dMPL son suficientemente pequefias para esterilizarse por filtracién a través de una membrana de 0,22 pum [159].
Otros derivados de LPS no toxicos incluyen miméticos de monofosforil lipido A, tales como derivados de aminoalquil
glucosaminida fosfato, por ejemplo RC-529 [160.161].

Los derivados de lipido A incluyen derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174. OM-174 se
describe por ejemplo en las ref. 162 y 163.

Los oligonucleétidos inmunoestimuladores adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
secuencias de nucleétidos que contienen un motivo CpG (una secuencia dinucleotidica que contiene una citosina no
metilada unida por un enlace fosfato con una guanosina). También se ha demostrado que los ARN bicatenarios y
oligonucleétidos que contienen secuencias palindrémicas o poli({dG) son inmunoestimuladores.

Los CpG pueden incluir modificaciones/analogos de nucleétidos tales como modificaciones de fosforotioato y
pueden ser bicatenarios 0 monocatenarios. Las referencias 164, 165 y 166 desvelan posibles sustituciones
analogas, por ejemplo reemplazo de guanosina con 2’-desoxi-7-desazaguanosina. El efecto adyuvante de
oligonucledtidos CpG se analiza adicionalmente en las ref. 167-172.

La secuencia CpG puede dirigirse a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [173]. La secuencia CpG puede
ser especifica para inducir una respuesta inmune de Thi, tal como ODN CpG-A, o puede ser méas especifica para
inducir una respuesta de linfocitos B, tal como ODN CpG-B. Se analizan ODN CpG-A y CpG-B en las ref. 174-176.
Preferentemente, la CpG es un ODN CpG-A.

Preferentemente, el oligonucledtido CpG se construye de modo que el extremo 5’ sea accesible para reconocimiento
del receptor. Opcionalmente, dos secuencias oligonucleotidicas CpG pueden estar unidas en sus extremos 3’ para
formar “inmunémeros”. Véase, por ejemplo, ref. 173 y 177-179.

Las toxinas bacterianas que ribosilan ADP y derivados detoxificados de las mismas pueden usarse como
adyuvantes en la invencion. Preferentemente, la proteina deriva de E. coli (enterotoxina labil por calor de E. coli
“LT”), colera (“CT”) o pertussis (“PT”). El uso de toxinas que ribosilan ADP detoxificadas como adyuvantes de
mucosa se describe en ref. 180 y como adyuvantes parenterales en ref. 181. La toxina o toxoide esta
preferentemente en forma de una holotoxina, que comprende subunidades tanto A como B. Preferentemente, la
subunidad A contiene una mutacién detoxificante; preferentemente la subunidad B no esta mutada.
Preferentemente, el adyuvante es un mutante de LT detoxificado tal como LT-K63, LT-R72 y LT-G192. El uso de
toxinas que ribosilan ADP y derivados detoxificados de las mismas, particularmente LT-K63 y LT-R72, como
adyuvantes puede encontrarse en las ref. 182-189. La referencia numérica para sustituciones de aminoacidos se
basa preferentemente en los alineamientos de las subunidades A y B de toxinas que ribosilan ADP expuestas en ref.
190, incorporada especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad.

F. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen citocinas, tales
como interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [191], etc.) [192], interferones (por ejemplo,
interferon-y), factor estimulante de colonias de macrofagos y factor de necrosis tumoral.

G. Bioadhesivos y Mucoadhesivos

También pueden usarse bioadhesivos y mucoadhesivos como adyuvantes en la invencién. Los bioadhesivos
adecuados incluyen microesferas de acido hialuronico esterificado [193] o mucoadhesivos tales como derivados
reticulados de poli(acido acrilico), alcohol polivinilico, polivinil pirrolidona, polisacaridos y carboximetilcelulosa.
También pueden usarse quitosan y derivados del mismo como adyuvantes en la invencion [194].

H. Microparticulas

También pueden usarse microparticulas como adyuvantes en la invencion. Se prefieren microparticulas (es decir
una particula de ~100 nm a ~150 um de didmetro, mas preferentemente de ~200 nm a ~30 um de diametro, y mas
preferentemente de ~500 nm a ~10 um de diametro) formadas a partir de materiales que sean biodegradables y no
toxicos (por ejemplo, un poli(a-hidroxi &cido), un é&cido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.), con poli(lactida-co-glicolido), opcionalmente tratadas para tener una superficie cargada
negativamente (por ejemplo, con SDS) o una superficie cargada positivamente (por ejemplo, con un detergente
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catiénico, tal como CTAB).

|. Liposomas (capitulos 13 y 14 de ref. 142)

Se describen ejemplos de formulaciones de liposomas adecuadas para su uso como adyuvantes en ref. 195-197.

J. Formulaciones de polioxietilén éter y polioxietilén éster

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen polioxietilén éteres y polioxietilén ésteres [198].
Tales formulaciones incluyen ademas tensioactivos de polioxietilén sorbitan éster en combinacién con un octoxinol
[199] asi como tensioactivos de polioxietilén alquil éteres o éster en combinacién con al menos un tensioactivo no
i6nico adicional tal como un octoxinol [200]. Los polioxietilén éteres preferidos se seleccionan del siguiente grupo:
polioxietilén-9-lauril éter (laureth 9), polioxietilén-9-esteoril éter, polioxietilén-8-esteoril éter, polioxietilén-4-lauril éter,
polioxietilén-35-lauril éter y polioxietilén-23-lauril éter.

K. Polifosfaceno (PCPP)

Se describen formulaciones de PCPP, por ejemplo, en ref. 201 y 202.

L. Péptidos de muramilo

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

M. Compuestos de imidazoquinolona.

Los ejemplos de compuestos de imidazoquinolona adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién
incluyen imiquamod y sus homadlogos (por ejemplo, “Resiquimod 3M”), descritos adicionalmente en las ref. 203 y
204.

La invencién puede también comprender combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, pueden usarse las siguientes composiciones de adyuvante en la invencion: (1) una
saponina y una emulsion de aceite en agua [205]; (2) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no
toxico (por ejemplo, 3dMPL) [206]; (3) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no toxico (por
ejemplo, 3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un
esterol) [207]; (5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua [208]; (6)
SAF, que contiene escualano 10%, Tween 80™ 0,4% polimero en bloque de pluronic 5% L121 y thr-MDP,
microfluidificado en una emulsion submicrométrica o agitado en vértex para generar una emulsion de mayor tamafio
de particulas. (7) sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem) que contiene escualeno 2%, Tween 80 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 (CWS), preferentemente MPL + CWS (Detox™); y (8)
una o mas sales minerales (tal como una sal de aluminio) + un derivado no téxico de LPS (tal como 3dMPL).

Se desvelan otras sustancias que actian como agentes inmunoestimuladores en el capitulo 7 de la ref. 142.

Se prefiere particularmente el uso de adyuvantes de sales de aluminio, y se adsorben generalmente antigenos en
tales sales. Los conjugados Menjugate™ y NeisVac™ MenC usan un adyuvante de hidréxido, mientras que
Meningitec™ usa un fosfato. Es posible en composiciones de la invencién adsorber algunos antigenos en un
hidréxido de aluminio pero tener otros antigenos en asociacién con un fosfato de aluminio. En general, sin embargo,
se prefiere usar solamente una sal Unica por ejemplo un hidréxido o un fosfato, pero no ambas. Preferentemente se
evita el hidroxido de aluminio como un adyuvante, particularmente si la composicién incluye un antigeno de Hib. Se
prefieren por lo tanto composiciones que no contengan hidréxido de aluminio. En su lugar, pueden usarse fosfatos
de aluminio, y un adyuvante tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con una relacion molar de PO4/Al entre 0,84
y 0,92, incluido a 0,6 mg de AR**/ml. Puede usarse adsorcion con una dosis baja de fosfato de aluminio por ejemplo
entre 50 y 100 ug de A% por conjugado por dosis. Cuando se usa un fosfato de aluminio y se desea que no se
adsorba un antigeno en el adyuvante, esto se favorece incluyendo iones de fosfato libres en solucién (por ejemplo,
mediante el uso de un tampon fosfato).

No es necesario que se adsorban todos los conjugados, es decir algunos o todos pueden estar libres en solucién.
El fosfato célcico es otro adyuvante preferido.
Procedimientos de tratamiento

La invencién también proporciona un procedimiento para inducir una respuesta de anticuerpos en un mamifero, que
comprende administrar una composicion farmacéutica de la invencién al mamifero.

La invencion proporciona un procedimiento para inducir una respuesta inmune en un mamifero que comprende la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2397923 T3

etapa de administrar una cantidad eficaz de una composicion de la invenciéon. La respuesta inmune es
preferentemente protectora y preferentemente implica anticuerpos. El procedimiento puede inducir una respuesta de
refuerzo.

El mamifero es preferentemente un ser humano. Cuando la vacuna es para uso profilactico, el ser humano es
preferentemente un nifio (por ejemplo, un nifio en edad de empezar a caminar o un bebé) o un adolescente; cuando
la vacuna es para uso terapéutico, el ser humano es preferentemente un adulto. Una vacuna pretendida para nifios
también puede administrarse a adultos por ejemplo para evaluar la seguridad, dosificacion, inmunogenicidad, etc.

La invencién también proporciona una composicion de la invencién para su uso como un medicamento. El
medicamento es preferentemente capaz de inducir una respuesta inmune en un mamifero (es decir, es una
composicion inmunogénica) y es mas preferentemente una vacuna.

La invencién también proporciona el uso de (i) un antigeno sacarido capsular de serogrupo C conjugado; (ii) un
antigeno sacérido capsular de serogrupo W135 conjugado; (iii) un antigeno de sacarido capsular de serogrupo Y
conjugado; (iv) una proteina “NadA” en forma oligomérica, una proteina “741”, una proteina “936”, una proteina “953”
y una proteina “287”; y, opcionalmente, (v) un antigeno sacarido capsular de serogrupo A conjugado, en la
fabricacion de un medicamento para inducir una respuesta inmune en un mamifero

Estos usos y procedimientos son preferentemente para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad provocada
por una Neisseria (por ejemplo, meningitis, septicemia, bacteremia, gonorrea, etc.). Se prefiere la prevencion y/o
tratamiento de meningitis bacteriana y/o meningocdcica.

Un modo de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica supervisar la infeccion por Neisseria después
de la administracion de la composicién de la invencion. Un modo de comprobar la eficacia del tratamiento profilactico
implica supervisar las respuestas inmunes frente a los cinco antigenos bésicos después de la administracion de la
composicion. La inmunogenicidad de las composiciones de la invencion puede determinarse administrandolas a
sujetos de ensayo (por ejemplo, nifios de 12-16 meses de edad, o modelos animales [209]) y determinando después
los pardmetros convencionales incluyendo anticuerpos bactericidas en suero (SBA) y titulos de ELISA (GMT) de IgG
anticpsula total y de alta avidez. Estas respuestas inmunes generalmente se determinaran aproximadamente 4
semanas después de la administracion de la composicién, y se compararan con los valores determinados antes de
la administraciéon de la composicion. Se prefiere un aumento de SBA de al menos 4 veces u 8 veces. Cuando se
administra mas de una dosis de la composicién, puede realizarse mas de una determinacion después de la
administracion.

Las composiciones preferidas de la invencion pueden conferir un titulo de anticuerpo en un paciente que es superior
al criterio para seroproteccion para cada componente antigénico para un porcentaje aceptable de sujetos humanos.
Se conocen bien antigenos con un titulo de anticuerpo asociado por encima del cual se considera que un huésped
esta seroconvertido frente al antigeno, y tales titulos estan publicados por organizaciones tales como la OMS.
Preferentemente méas del 80% de una muestra de sujetos estadisticamente significativa esta seroconvertido, mas
preferentemente mas del 90%, aliin mas preferentemente mas del 93% y mas preferentemente 96-100%.

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

La invencion puede usarse para inducir inmunidad sistémica y/o mucosa.

El tratamiento de dosificacién puede ser un programa de dosis Unica o un programa de dosis mdltiples. Pueden
usarse dosis miltiples en un programa de inmunizacién primario y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo.
Un programa de dosis primaria puede seguirse de un programa de dosis de refuerzo. La eleccién del momento
adecuado entre dosis de sensibilizaciéon (por ejemplo, entre 4 y 16 semanas), y entre sensibilizaciéon y refuerzo,
puede determinarse de forma rutinaria.

Las infecciones por Neisseria afectan a diversas areas del cuerpo y por lo tanto las composiciones de la invencién
pueden prepararse en diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, bien
como soluciones o bien como suspensiones liquidas. La composicion puede prepararse para administracion
pulmonar por ejemplo como un inhalador, usando un polvo fino o una pulverizacion. La composicion puede
prepararse como un supositorio o pesario. La composicién puede prepararse para administracion nasal, otica u
ocular, por ejemplo como pulverizacion, gotas, gel o polvo [por ejemplo, ref. 210 y 211]. Se ha notificado éxito con la
administracion nasal de sacaridos neumocdcicos [212.213], polipéptidos neumocdécicos [214], sacaridos de Hib
[215], sacéaridos de MenC [216] y mezclas de conjugados de sacaridos de Hib y MenC [217].
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Estabilidad en el almacenamiento

Las composiciones de la invencién aportan estabilidad mejorada, particularmente para el componente sacarido del
serogrupo A. La invencién proporciona un procedimiento para preparar una composicion de vacuna, que comprende
las etapas: (1) mezclar (i) un antigeno sacarido capsular del serogrupo C conjugado, (ii) un antigeno sacarido
capsular del serogrupo W135 conjugado, (iii) un antigeno de sacarido capsular del serogrupo Y conjugado y (iv) una
proteina “NadA” en forma oligomérica, una proteina “741”, una proteina “936”, una proteina “953” y una proteina
“287”; (2) almacenar la composicion resultante de la etapa (1) durante al menos 1 semana; (3) preparar una jeringa
que contenga la composicién almacenada de la etapa (2), lista para inyeccion a un paciente; y opcionalmente (4)
inyectar la composicion al paciente.

La etapa (1) puede también implicar mezclar (v) un antigeno sacarido capsular de serogrupo A conjugado. También
puede implicar mezclar (vi) un antigeno de Hib conjugado. También puede implicar mezclar (vii) un antigeno
neumocécico. La etapa (2) preferentemente implica al menos 2 semanas, 4 semanas, 6 semanas, 8 semanas, 10
semanas, 12 semanas 0 mas de almacenamiento. La etapa de almacenamiento (2) puede ser o no por debajo de
temperatura ambiente (por ejemplo, a 10 £ 10 °C).

La invencién también proporciona un procedimiento para preparar una composicion de vacuna, que comprende las
etapas de: (1) mezclar (i) un antigeno sacérido capsular del serogrupo C conjugado, (ii) un antigeno sacérido
capsular del serogrupo W135 conjugado, (iii) un antigeno sacéarido capsular del serogrupo Y conjugado y (iv) una
proteina “NadA” en forma oligomérica, una proteina “741”, una proteina “936”, una proteina “953” y una proteina
“287”; y (2) extraer un volumen de dosis unitaria de los antigenos mezclados; y (c) envasar la dosis unitaria extraida
en un recipiente sellado de forma hermética.

La etapa (1) también puede implicar mezclar (v) un antigeno sacérido capsular del serogrupo A conjugado. También
puede implicar mezclar (vi) un antigeno de Hib conjugado. También puede implicar mezclar (vii) un antigeno
neumocdacico. El recipiente sellado herméticamente puede ser un frasco o una jeringa.

La invencion proporciona un recipiente sellado de forma hermética que contiene una composicion de la invencion.
General

La expresion “que comprende” significa “que incluye”, asi como “que consiste”, por ejemplo una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

El término “aproximadamente” en relacién con un valor numérico x significa, por ejemplo, x + 10%.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo una composicion que esta “sustancialmente
sin” Y puede estar completamente sin Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede omitirse de la
definicion de la invencion.

Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos significan que,
cuando se alinean, ese porcentaje de aminoacidos son iguales al comparar las dos secuencias. Esta alineamiento y
el porcentaje de homologia o identidad de secuencia puede determinarse usando programas informaticos conocidos
en la técnica, por ejemplo los descritos en la seccion 7.7.18 de la referencia 218. Se determina un alineamiento
preferido por el algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman usando una bldsqueda de hueco afin con
una penalizacion de hueco abierto de 12 y una penalizacion de extension de hueco de 2, matriz BLOSUM de 62. El
algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman se ensefia en la referencia 219.

El término “alquilo” se refiere a grupos alquilo en formas tanto lineales como ramificadas. El grupo alquilo puede
estar interrumpido con 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados de -O-, -NH- o -S-. El grupo alquilo también puede estar
interrumpido con 1, 2 o 3 dobles y/o triples enlaces. Sin embargo, el término “alquilo” habitualmente se refiere a
grupos alquilo que no tienen interrupciones de heteroatomos o interrupciones de doble o triple enlace. Cuando se
hace referencia a alquilo C1.12, se entiende que el grupo alquilo puede contener cualquier nimero de atomos de
carbono entre 1y 12 (por ejemplo, C1, Cy, C3, C4, Cs, Cs, C7, Cg, Cg, C10, C11, C12). De forma similar, cuando se hace
referencia a alquilo Ci.s, se entiende que el grupo alquilo puede contener cualquier nimero de atomos de carbono
entre 1y 6 (por ejemplo, Cy, Cz, Cs, C4, Cs, Cé).

El término “cicloalquilo” incluye grupos cicloalquilo, policicloalquilo y cicloalquenilo, asi como combinaciones de estos
con grupos alquilo, tales como grupos cicloalquilalquilo. El grupo cicloalquilo puede interrumpirse con 1, 2 0 3
heteroatomos seleccionados de -O-, -NH- o -S-. Sin embargo, el término “cicloalquilo” se refiere habitualmente a
grupos cicloalquilo que no tienen interrupciones de heteroatomos. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen
grupos ciclopentilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, ciclohexilmetilo y adamantilo. Cuando se hace referencia a cicloalquilo
Cs.12, se entiende que el grupo cicloalquilo puede contener cualquier nimero de atomos de carbono entre 3y 12 (por
ejemplo, C3, C4, Cs, Cg, C7, Cg, Cg, C1o, C11, Clz).

El término “arilo” se refiere a un grupo aromatico, tal como fenilo o naftilo. Cuando se hace referencia a arilo Cs.12, se
entiende que el grupo arilo puede contener cualquier nimero de atomos de carbono entre 5y 12 (por ejemplo, Cs,
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Ce, C7, Cs, Co, Ci0, Cu1, C12).
La expresion “arilo Cs.12 - alquilo C1.¢” se refiere a grupos tales como bencilo, feniletilo y naftilmetilo.

Los grupos protectores de nitrogeno incluyen grupos sililo (tales como TMS, TES, TBS, TIPS), derivados de acilo
(tales como ftalimidas, trifluoroacetamidas, metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo (Boc),
benciloxicarbonilo(Z o Cbz),9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc),2-(trimetilsilil)etoxi carbonilo,2,2,2-tricloroetoxicarbonilo
(Troc)), derivados de sulfonilo (tales como B-trimetilsililetanosulfonilo (SES)), derivados de sulfenilo, alquilo Ci-12,
bencilo, benzhidrilo, tritilo, 9-fenilfluorenilo, etc. Un grupo protector de nitrégeno preferido es Fmoc.

Las secuencias incluidas para facilitar clonacién o purificacién, etc., no contribuyen necesariamente a la invencién y
pueden omitirse o retirarse.

Se apreciara que pueden existir anillos de azlUcares en forma abierta y cerrada y que, aunque se muestran formas
cerradas en las formulas estructurales del presente documento, las formas abiertas también estan abarcadas por la
invencion.

Pueden prepararse polipéptidos de la invencion por diversos medios (por ejemplo, expresion recombinante,
purificacién de cultivo celular, sintesis quimica (al menos en parte), etc.) y en diversas formas (por ejemplo, nativa,
fusiones, no glicosilada, lipidada, etc.). Se preparan preferentemente en forma sustancialmente pura (es decir,
sustancialmente sin otras proteinas de N. meningitidis. o célula huésped). Aunque la expresion del polipéptido puede
tener lugar en Neisseria, se prefiere un huésped heterélogo. El huésped heterdlogo puede ser procariota (por
ejemplo, una bacteria) o eucariota. Es preferentemente E. coli, pero otros huéspedes adecuados incluyen Bacillus
subtilis, Vibrio cholerae, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Neisseria lactamica, Neisseria cinerea,
Mycobacteria (por ejemplo, M. tuberculosis), levadura, etc.

Puede prepararse &cido nucleico de acuerdo con la invencion de muchas maneras (por ejemplo, por sintesis
quimica (al menos en parte), de bibliotecas gendmicas o de ADNc, del organismo en si mismo, etc.) y puede tomar
diversas formas (por ejemplo, monocatenaria, bicatenaria, vectores, sondas, etc.). Preferentemente se preparan en
forma sustancialmente pura (es decir, sustancialmente sin otros acidos nucleicos de N. meningitidis o la célula
huésped). El término “acido nucleico” incluye ADN y ARN, y también sus analogos, tales como los que contienen
cadenas principales modificadas (por ejemplo, fosforotioatos, etc.), y también acidos péptido nucleicos (PNA) etc. La
invencion incluye acido nucleico que comprende secuencias complementarias de las descritas anteriormente (por
ejemplo para fines de exploracion o antisentido).

Después del serogrupo, la clasificacion meningocdécica incluye serotipo, serosubtipo y después inmunotipo, y la
nomenclatura convencional enumera serogrupo, serotipo, serosubtipo e inmunotipo, cada uno separado por dos
puntos, por ejemplo B:4:P1.15:1.3,7,9. Dentro del serogrupo B, algunos linajes provocan enfermedad con frecuencia
(hiperinvasivos), algunos linajes provocan formas méas graves de la enfermedad que otros (hipervirulento) y otros
apenas provocan enfermedad en absoluto. Se reconocen siete linajes hipervirulentos, concretamente los subgrupos
I, Iy IV-1, complejo ET-5, complejo ET-37, grupo A4 y linaje 3. Estos se han definido por electroforesis enzimatica
multilocus (MLEE), pero también se ha usado tipificacion multilocus de secuencia (MLST) para clasificar
meningococos [ref. 104].

Modos para llevar a cabo la invencién

Proteina hibrida AG287-953

Se digiri6 ADN que codificaba proteina 287 de la cepa 394/98 del serogrupo B meningocdcico y proteina 953 de la
cepa 2996 del serogrupo B meningocécico y se ligd, junto con una secuencia de engarce corta, para proporcionar un
plasmido que codificara la secuencia de aminoacidos SEC ID 7. El plasmido se uso para transfectar E. coli y se
cultivaron bacterias para expresar la proteina. Después de crecimiento adecuado, se recogieron las bacterias y se
purificé la proteina. A partir del cultivo, las bacterias se centrifugaron y el sedimento se homogeneiz6 en presencia
de tampdn acetato 50 mM (pH 5) con una relacién de volumen de sedimento:tampdn de 1:8. Se realizo lisis usando
un homogeneizador de alta presion (AVESTIN, 4 ciclos a 96,50 MPa). Después de la lisis, se afadié urea a una
concentracion final de 5 M, seguido de agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente. El pH se redujo de 6 a 5
usando tampdn acetato 200 mM (pH 4) + urea 5 M. La mezcla se centrifugdé a 16800 g durante 60 minutos a 2-8 °C.
El sobrenadante se recogié y se filtr6 por SARTOBRAN P (SARTORIUS 0,45-0,22 um). La proteina en el
sobrenadante filtrado fue estable durante al menos 30 dias a -20 °C y durante al menos 15 dias a 2-8 °C.

La proteina se purificd adicionalmente en una columna de intercambio cationico (SPFF, Amersham Biosciences) con
elucion usando NaCl 350 mM + acetato 50 mM + urea 5 M pH 5,00. La mayoria de las impurezas estaban presentes
en el flujo continuo. Un lavado antes de la eluciéon usando una concentracion de NaCl menor (180 mM) elimind
provechosamente dos proteinas de E. coli contaminantes.

El material eluido se ajusté a pH 8 (usando TRIS/HCI 200 mM + urea de 5 M pH 9) y se purifico adicionalmente en

una columna de Q Sepharose HP (Amersham) con elucion usando NaCl 150 mM + TRIS/HCI 20 mM pH 8,00 en
urea 5 M. De nuevo, un lavado antes de la elucién con sal reducida (90 mM) fue Util para eliminar impurezas.
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El material eluido filtrado de la columna Q HP se diluy6 1:2 usando PBS pH 7,0 (NaCl 150 mM + fosfato potasico 10
mM, pH 7,00) y después se diafiltré frente a 10 volimenes de PBS pH 7,0 por ultrafiltracion tangencial. Al final de la
diafiltracion el material se concentr6 1,6 veces hasta aproximadamente 1,2 mg/ml de proteinas totales. Usando una
membrana de punto de corte 30.000 Da (membrana de celulosa regenerada de 50 cm?, Millipore PLCTK 30) fue
posible dializar el material con un rendimiento de aproximadamente el 90%.

Proteina hibrida 936 -4G741

Se digirid ADN que codificaba la proteina 936 de la cepa 2996 del serogrupo B meningocdécico y proteina 741 de la
cepa MC58 del serogrupo B meningocécico y se ligd, junto con una secuencia de engarce corta, para proporcionar
un plasmido que codificara la secuencia de aminoacidos SEC ID 8. El plasmido se us6é para transfectar E. coli y las
bacterias se cultivaron para expresar la proteina. La proteina recombinante no se secretd, sino que permanecié
soluble dentro de las bacterias.

Después de un crecimiento adecuado, las bacterias se centrifugaron para proporcionar una pasta hiumeda y se
trataron como sigue:

- Homogeneizacién por sistema de alta presion en presencia de fosfato sédico 20 mM pH 7,00.

- Centrifugacion y clarificacién por filtracion ortogonal.

- Cromatografia en columna cationica (Flujo Rapido de SP Sepharose), con elucién por NaCl 150 mM en fosfato
sédico 20 mM pH 7,00.

- Cromatografia en columna anidnica (Q Sepharose XL) con recogida de flujo continuo.

- Cromatografia en columna hidréfoba (Flujo Rapido de Fenil Sepharose 6 Sub Alto) con elucion por fosfato
sddico 20 mM, pH 7,00.

- Diafiltracién frente a PBS pH 7,4 con un punto de corte de 10 Kd.

- Filtracion esterilizante final y almacenamiento a -20 °C

La proteina en el material final fue estable durante al menos 3 meses tanto a -20 °C como a 2-8 °C.

Proteina NadA™©

Se digiri6 ADN que codificaba la proteina NadA de la cepa 2996 del serogrupo B meningocdcico para retirar la
secuencia que codificaba su extremo C terminal, para proporcionar un plasmido que codificara la secuencia de
aminoéacidos SEC ID 1. El plasmido se us6 para transfectar E. coli y las bacterias se cultivaron para expresar la
proteina. La proteina recombinante se secret6 al medio de cultivo, y el péptido lider estaba ausente en la proteina
secretada (SEC ID 2). El sobrenadante se traté como sigue:

- Concentracion 7X y diafiltracion frente a tampén TRIS/HCI 20 mM pH 7,6 por UF de flujo cruzado (punto de
corte 30 Kd).

- Cromatografia en columna anidnica (Q Sepharose XL), con elucién por NaCl 400 mM en TRIS/HCI 20 mM pH
7,6.

- Etapa de cromatografia en columna hidré6foba (Flujo Rapido de Fenil Sepharose 6 Sub Alto), con elucion por
NaCl 50 mM en TRIS/HCI pH 7,6.

- Cromatografia en columna ceramica de hidroxiapatita (HA Macro. Prep) con elucién por fosfato sédico 200 mM
pH 7,4.

- Diafiltracién (punto de corte 30 Kd) frente a PBS pH 7,4

- Filtracion esterilizante final y almacenamiento a -20 °C

La proteina en el material final fue estable durante al menos 6 meses tanto a -20 °C como a 2-8 °C.

La proteina NadA es susceptible de degradacién, y pueden detectarse formas truncadas de NadA por transferencia
de western o por espectrometria de masas (por ejemplo, por MALDI-TOF) que indican una pérdida de PM de hasta
10 kDa. Los productos de degradacion pueden separarse de NadA nativa por filtracion en gel (por ejemplo usando
columna TSK 300SWXL, precolumna TSKSWXL, TOSOHAAS). Dicha filtracién proporciona tres picos: (i) un primer
pico con tiempo de retencion 12,637 minutos y PM aparente 885,036 Da; (ii) tiempo de retencion 13,871 minutos y
PM aparente 530,388 Da; (iii) tiempo de retencién 13,871 minutos y PM aparente 530,388 Da. El andlisis de
dispersion de la luz de los tres picos revela valores de PM reales de (i) 208500 Da, (ii) 98460 Da, (iii) 78760 Da. Por
lo tanto el primer pico contiene agregados de NadA, y el tercer pico contiene productos de degradacion.

Como el peso molecular predicho de NadA™©
antigeno deseado.

es 34,113 Da, el pico (ii) contiene una proteina trimérica, que es el

Combinaciones antigénicas

Se inmunizaron ratones con una composicion que comprendia las tres proteinas y, para fines de comparacion, las
tres proteinas también se ensayaron de forma individual. Se usaron diez ratones por grupo. La mezcla fue capaz de
inducir altos titulos bactericidas frente a diversas cepas:
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Cepa meningocécica ©oo9m P
2996 ®) | MC58 ™ | NGH38 | 394/98 ® | H44/76 ® | F6124 ™ | Bz133 ™ | c11™
(1) 32000 | 16000 | 130000 | 16000 32000 8000 16000 8000
(2) 256 131000 128 16000 32000 8000 16000 <4
(3) 32000 8000 — — — 8000 — 32000
Mezcla | 32000 | 32000 | 65000 16000 260000 65000 >65000 | 8000

“ n

indica que esta cepa no contiene gen de NadA

Observando ratones individuales, la mezcla triple indujo titulos bactericidas altos y uniformes frente a las tres cepas
de serogrupo B de las que derivan los antigenos individuales:

nuamero 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2996 32768 | 16384 | 65536 | 32768 | 32768 | 65536 | 65536 | 32768 | 65536 | 8192
MC58 65536 | 32768 | 65536 | 65536 | 65536 | 8192 | 65536 | 32768 | 32768 | 65536
394/98 65536 | 4096 | 16384 | 4096 | 8192 | 4096 | 32768 | 16384 | 8192 | 16384

Combinacion y comparacién con OMV

5 En experimentos adicionales, los antigenos (20 ug de cada antigeno por dosis) se administraron en combinacién con
10 ug de OMV preparados a partir de la cepa H44/76 (Noruega) o cepa 394/98 (Nueva Zelanda). Los controles
positivos fueron el mAb anti SEAM-3 capsular para el serogrupo B o sacaridos capsulares conjugados con CRM197
para otras cepas. La mezcla casi siempre proporcioné mejores titulos que OMV sencillos, y la adicién de la mezcla a
los OMV casi siempre potencioé significativamente la eficacia de los OMV. En muchos casos la mezcla de antigenos

10 alcanzo6 o superd la respuesta vista con el control positivo.
Ensayos de linajes hipervirulentos
Los siguientes antigenos se ensayaron frente a una diversidad de cepas de serogrupo B a partir de una diversidad
de linajes hipervirulentos:
(a) NadA™D©
15 (b) AG287-953
(c) 936-AG741
(d) Una mezcla de (a), (b) y (c)
(e) OMV preparados a partir de la cepa H44/76 (Noruega)
(f) OMV preparados a partir de la cepa 394/98 (Nueva Zelanda)
20 (g9) Una mezcla de AG287 y (e)
(h) Una mezcla de (d) y (e)
(i) Una mezcla de (d) y (f)
Se usé SEAM-3 como un control positivo.
Los resultados fueron como sigue, expresados como el porcentaje de cepas en el linaje hipervirulento indicado en el
25 que el titulo bactericida en suero super6 1024:
nimerodecepas | (@) | (b) | (c) | (d) | () | () | (@) | (h) @i | S-3
A4 4 50 | 50 | 0 | 100 | 25 | 25| 25| 100|100 | +
ET-5 8 25 | 75|88 100 | 71 |14 | 71 100|100 | +
Linaje 3 13 0O | 75|15 93 | 8 |8 | 8 | 92 | 93 +
ET-37 4 11122 0 | 33| 0| 0] 0] 22 ] 25 +

Frente a cepas de referencia particulares, los titulos bactericidas fueron como sigue:
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Las composiciones (d), (h) e (i) inducen por lo tanto respuestas de anticuerpos bactericidas frente a una amplia
diversidad de cepas de meningococos del serogrupo B dentro de los linajes hipervirulentos A4, ET-5 y linaje 3. Los
titulos usando las composiciones (h) e (i) fueron generalmente mayores que con (d), pero la cobertura de cepas
dentro de los linajes hipervirulentos A4, ET-5 y linaje 3 no fueron mejores.

La cobertura de cepas no tipificadas también fue alta con las composiciones (d), (h) e (i).
Combinaciéon con conjugados meningocécicos y/o Hib

La triple composiciéon de MenB se combina con una mezcla de conjugados oligosacaridos para los serogrupos C,
W135y Y, para proporcionar una vacuna que contiene los siguientes antigenos:

Componente | Cantidad por cada 0,5 ml de dosis

Conjugado de serogrupo C | 10 pg de sacarido + 12,5-25 ug CRMig7

Conjugado de serogrupo W135 | 10 ug de sacarido + 6,6-20 ug CRMig7

Conjugado de serogrupo Y | 10 ug de sacarido + 6,6-20 ug CRMig7

AG287-953 | 20 pg de polipéptido

936-AG741 | 20 ug de polipéptido

NadA | 20 ug de polipéptido

Se prepara una vacuna similar, que incluye conjugado de MenA (10 pug de sacérido + 12,5-33 pg de CRMig7) y/0 un
conjugado de HbOC Hib (10 pg de sacarido + 2-5 ng de CRMsgy).

En una serie de ensayos, se combinaron conjugados de los serogrupos C, W135y Y, con cada conjugado presente
a 40 pg/ml (medido como sacérido). Para almacenaje antes de su uso con antigenos de MenB los conjugados
combinados se liofilizaron [-45 °C durante 3 horas, -35 °C durante 20 horas a vacio de 6,65 Pa, 30 °C durante 10
horas a 6,65 Pa, 30 °C durante 9 horas a 16,63 Pa] en presencia de 15 mg de sacarosa, tampon fosfato 10 mM (pH
7,2). El volumen final antes de la liofilizacién fue de 0,3 ml. Después de resuspension en 0,6 ml de solucidn acuosa,
por lo tanto, los sacéaridos estaban presentes a 12 ug por serogrupo. La liofilizacion se us6 solamente por
conveniencia, y ni la eficacia ni la estabilidad durante el almacenamiento normal del producto final requieren
liofilizacion.

Se prepar6 un segundo lote de material de la misma manera, pero incluyendo también el conjugado del serogrupo A
en la misma dosificacion de sacéridos que para los serogrupos C, W135y Y.

Se prepar6 un tercer lote de material de la misma manera (serogrupos A, C, W135 y Y), pero incluyendo también un
conjugado de Hib-CRM;i97 a la misma dosificacion de sacéaridos que para los meningococos.

Para comparacion, se prepararon preparaciones liofilizadas de los conjugados del serogrupo A y C. El material de
MenA se liofilizd con 15 mg de sacarosa para proporcionar una dosis de 12 ug de sacéarido después de
reconstitucion, como se ha descrito anteriormente. El material de MenC se liofilizd6 con 9 mg de manitol para
proporcionar una dosis de 12 ug de sacarido después de reconstitucion.

Estos materiales se combinaron con 600 pl de la mezcla de serogrupo (d) (o, como un control, es decir grupos 2y 3,
en una composicion idéntica pero sin los antigenos), para proporcionar ocho composiciones:

Componentes 1 2 3 4 5 6 7 8
NadA™© yg/dosis 20 20 20 20 20 20
936-741 pg/dosis 20 20 20 20 20 20
287-953 pg/dosis 20 20 20 20 20 20
MenA-CRM pg/dosis* 2.4 2,4 2.4 2,4 2,4
MenC-CRM png/dosis* 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
MenW-CRM ng/dosis* 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
MenY-CRM pug/dosis* 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
Hib-CRM pg/dosis* 2,4 2,4
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(continuacion)

Componentes 1 2 3 4 5 6 7 8
Hidroxido de aluminio mg/dosis 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Histidina mM 10 10 10 10 10 10 10 10

Sacarosa mg/dosis mg/dosis 3 3 3 3 3 3

Manitol mg/dosis 1,8
Fosfato potésico pH 7,2 mM 3 3 3 3 3 3
Fosfato sodico pH 7,2 mM 3

Cloruro sédico mg/dosis 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8

* La cantidad mostrada es de sacarido

Estas composiciones se administraron por via intraperitoneal en un volumen de 200 pul a ratones CD/1 (8 por grupo)
los dias 0, 21 y 35, con una extraccion de sangre final el dia 49. El dia 49 se ensayaron los sueros en ensayos de
SBA frente a una diversidad de cepas meningocdcicas en los serogrupos A, B, C, W135 y Y. Los resultados fueron:
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Por lo tanto los antigenos proteicos meningocécicos siguen siendo eficaces incluso después de la adicion de los
antigenos sacaridos meningocécicos y de Hib conjugados. De forma similar, los conjugados meningocdcicos
conservan la eficacia incluso después de la adicion de los antigenos proteicos. De hecho, los datos sugieren que la
adicion de los antigenos proteicos a los conjugados potencia la eficacia anti-MenW135 (comparar grupos 2 y 7).
Ademas, hay un nivel de reactividad cruzada, en particular para el serogrupo Y, ya que los antigenos proteicos solos
proporcionan un buen titulo anti-MenY [consUltese referencia 220], al igual que los grupos 4y 5.

Los datos también indican que la adicién de un conjugado de Hib a conjugados meningocécicos (comparar grupos 2
y 3) potencia la actividad anti-W135.

Uso de sacéarido MenA modificado

Se purifico polisacarido capsular de MenA y se hidrolizé para proporcionar oligosacarido MenA. El polisacarido (2 g)
se hidrolizé a 50 °C en tampo6n de acetato so6dico 50 mM, pH 4,75, a una concentracion de polisacarido de 10 mg/ml
durante aproximadamente 4 horas [73]. Después de la hidrélisis, la solucién se sec6 por evaporacion rotatoria.

El oligosacarido se activo usando el siguiente esquema de reaccion:

O O

DMSO I
Sacc—OH  + )I\ - Sac¢—0_c_m
\J!" =

RIR’NH

0]
I
Sacc—O—C—NR'R?

Sacc = resto de sacarido

El oligosacérido se disolvi6 en DMSO para proporcionar una concentracién de sacarido de 10 mg/ml. De acuerdo
con una relacion molar de oligosacéaridos:CDI que es 1:20, se afiadieron después 21,262 g de CDI y la mezcla de
reaccion se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. El compuesto de MenA-CDI resultante se purificé por
precipitacion selectiva en una mezcla de acetona:DMSO 80:20 (v/v) seguido de centrifugacion. Se calculé que la
eficacia de la reaccion de activacion era de aproximadamente 67,9% determinando la relacién de imidazol libre e
imidazol unido.

En la segunda etapa de reaccion, el oligosacarido MenA-CDI se solubiliz6 en DMSO a una concentracion de
sacéarido de aproximadamente 10 mg/ml. De acuerdo con una relacion molar de unidad de MenA-CDI:DMA que es
de 1:100, se afiadieron 36,288 g de clorhidrato de dimetilamina al 99% (es decir R! y R® = Me) y la mezcla de
reaccion se agitd durante 16 horas a temperatura ambiente. El producto de reaccion se liofilizé y se volvié a
solubilizar en solucion de agua 10 mg/ml.

Para retirar el reactivo de reaccion de bajo peso molecular (en particular la dimetilamina (DMA)) de la preparacion de
oligosacarido, se realizé una etapa de dialisis a través de una membrana de PCPM de 3,5 kDa (Spectra/Por ). Se
llevaron a cabo cuatro etapas de didlisis: (i) 16 horas frente a 2 | de cloruro sédico 1 M (factor de dialisis 1:20), (ii) 16
horas frente a 2 | de cloruro sédico 0,5 M (factor de didlisis 1:20), (iii) y (iv) 16 horas frente a 2 | de WFI (factor de
dialisis 1:20). Para mejorar la purificacion se realizé también una etapa de diafiltracion a través de una membrana de
PCPM de 1 kDa (Centricon ).

El producto de MenA-CDI-DMA purificado se tamponé a pH 6,5 en L-histidina 25 mM (Fluka ).

Para preparar conjugados del sacarido de MenA modificado (MenA-CDI-DMA), el procedimiento global fue como
sigue:

- hidrolisis del polisacéarido para proporcionar fragmentos oligosacaridos

- seleccion por tamafio de los fragmentos oligosacaridos

- aminacion reductora de grupos aldehido terminales en los oligosacaridos seleccionados por tamafio
- proteccion de grupos -NH> terminales por grupos Fmoc antes de la reaccién de CDI

- desproteccion intrinseca de grupos -NH- durante la reaccion de DMA

- activacion de grupos -NN3 terminales por SIDEA (acido N-hidroxisuccinimida adipico)
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- unién covalente con proteina CRMig7

El conjugado de oligosacarido MenA modificado fue mucho mas resistente a hidroélisis que su homoélogo natural a
temperaturas elevadas. Después de 28 dias a 37 °C, por ejemplo, el porcentaje de sacarido liberado es de 6,4%
para el oligosacarido modificado frente al 23,5% para el antigeno natural. Ademas, los titulos inducidos por los
oligosacaridos modificados no son significativamente menores que los obtenidos usando las estructuras de azlcares
nativos.

El conjugado de MenA modificado se combina con conjugados de MenC, MenW135 y MenY como un sustituto para
el conjugado de oligosacarido no modificado. Esta mezcla tetravalente se mezcla con los tres polipéptidos de MenB
para proporcionar una vacuna eficaz contra los serogrupos A, B, C, W135 y Y de N. meningitidis en una dosis Unica.

Combinaciones neumocécicas

Las tres proteinas de MenB combinadas se mezclan con conjugados de sacaridos neumocdcicos para proporcionar
una concentracion final de 2 pg/dosis de cada uno de los serotipos neumocdcicos (doble para el serotipo 6B). La
vacuna reconstituida contiene por lo tanto los siguientes antigenos:

Componente | Cantidad por cada 0,5 ml de dosis

Conjugado de serogrupo A | 5 ug de sacarido + 6,25-16,5 ug de CRMig7

Conjugado de serogrupo C | 5 ug de sacarido + 6,25-12,5 ug de CRMg7

Conjugado de serogrupo W135 | 5 ug de sacarido + 3,3-10ug de CRM;g7

Conjugado de serogrupo Y | 5 ug de sacarido + 3,3-10 ug de CRMig7

Conjugado de serotipo 4 de neumococo | 2 ug de sacarido + 2,5 pg de CRMjo7

Conjugado de serotipo 9V de neumococo | 2 ug de sacarido + 2,5 ug de CRMig7

Conjugado de serotipo 14 de neumococo | 2 ug de sacérido + 2,5 ug de CRMig7

Conjugado de serotipo 18C de neumococo | 2 ug de sacarido + 2,5 ug de CRMyg7

Conjugado de serotipo 19F de neumococo | 2 ug de sacérido + 2,5 ug de CRMyg7

Conjugado de serotipo 23F de neumococo | 2 ug de sacérido + 2,5 ug de CRMig7

Conjugado de serotipo 6B de neumococo | 4 ug de sacérido + 5 ug de CRMig7
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEC ID 1 - NadA de la cepa 2996, con delecion en el extremo C-terminal

MKHFPSKVLTTAILATFCSGALAATNDDDVKKAATVATIAAAYNNGOE INGFKAGETIYDIDEDGTITKKDATAA
DVEADDFEGLGLKKVVTNLTKTVNENKQNVDAKVKAAESEIEKLTTKLADTDAALADTDAALDATTNALNKLGE
NITTFAEETKTNIVKIDEKLEAVADTVDKHAEAFNDIADSLDETNTKADEAVKTANEAKQTAEETKQNVDAKVK
AAETAAGKAEAAAGTANTAADKAEAVAAKVTDIKADIATNKDNTAKKANSADVYTREESDSKFVRIDGLNATTE
KLDTRLASAEKSIADHDTRLNGLDKTVSDLRKETRQGLAEQAALSGLFQPYNVG

SEC ID 2 - NadA de la cepa 2996, con delecién en el extremo C-terminal y péptido lider procesado

ATNDDDVKKAATVAIAAAYNNGQEINGFKAGETIYDIDEDGT ITKKDATAADVEADDFKGLGLEKRVVINLTKTV
NENKQNVDARVKAAESEIEKLTTKLADTDAALADT DAALDATTNALNKLGENITTFAEETKTNIVKIDEKLEAV
ADTVDKHAEAFNDIADSLDETNTKADEAVKTANEAKQTAEETKONVDAKVKAAETAAGKAEARAGTANTAADKA
EAVAAKVTDIKADIATNKDNIAKKANSADVYTREESDSKIVRIDGLNATTEKLDTRLASAEKSIADHDTRLNGL
DKTVSDLREKETRQGLAEQAATLSGLFQPYNVG

SEC ID 3 - 4G741 de la cepa MC58

VAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLOSLTLDQSVRENEKLKLARQGAEKT YGNGDSLNTGKLENDKVSRFDFIRQ
IEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHT SFDKLPEGGRATYRGT
AFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGG
KAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ

SEC ID 4 - 936 de la cepa MC58 con péptido lider procesado

VSAVIGSAAVGAKSAVDRRTTGAQTDDNVMALRIETTARSYLRONNQTKGYTPQISVVGYNRHLLLLGQVATEG
EKQFVGQIARSEQAAEGVYNYITVASLPRTAGDIAGDTWNT SKVRATLLGISPATQARVKIVTYGNVTYVMGIL

TPEEQAQITQKVSTTVGVQKVITLYQNYVOR
SEC ID 5 - 953 de la cepa MC58 con péptido lider procesado

ATYKVDEYHANARFATDHENTSTNVGGFYGLTGSVEFDQAKRDGKIDITIPIANLOSGSQHFTDHLKSADIFDA
AQYPDIRFVSTKFNFNGKKLVSVDGNLTMHGKTAPVKLKAEKFNCYQSPMEKTEVCGGDFSTTIDRTKWGMDYL
VNVGMTKSVRIDIQIEAAKQ

SEC ID 6 - AG287 de la cepa MC58

SPDVKSADTLSKPAAPVVSEKETEAKEDAPQAGSQGQGAPSAQGSQDMAAVSEENTGNGGAVTADNPKNEDEVA
ONDMPONAAGTDSSTPNHT PDPNMLAGNMENQATDAGE SSQPANQPDMANAADGMQGDDP SAGGONAGNTAAQG
ANQAGNNQAAGSSDPIPASNPAPANGGSNFGRVDLANGVLIDGPSQNITLTHCKGDSCSGNNFLDEEVQLKSEF
EKLSDADKISNYKKDGKNDKFVGLVADSVOMKGINQYIIFYKPKPTSFARFRRSARSRRSLPAEMPLIPVNQAD
TLIVDGEAVSLTGHSGNIFAPEGNYRYLTYGAEKLPGGSYALRVQGEPAKGEMLAGAAVYNGEVLHFHTENGRP
YPTRGRFAAKVDFGSKSVDGIIDSGDDLHMGTOKFKAAIDGNGFKGTWTENGSGDVSGKEYGPAGEEVAGKYSY
RPTDAEKGGFGVFAGKKEQD

SEC ID 7 - hibrido 287-953
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MASPDVKSADTLSKPAAPVVSEKETEAKEDAPQAGSQGQGAPSAQGGODMAAVSEENTGNGGAAAT DRPKNEDE
GAQNDMPONAADTDSLTPNHT PASNMPAGNMENQAPDAGESEQPANQPDMANTADGMOGDDPSAGGENAGNTAA
QGTNQAENNQTAGSQONPASSTNPSATNSGGDFGRTNVGNSVVIDGPSONITLTHCKGDSCSGNNFLDEEVQLKS
EFEKLSDADKISNYKKDGKNDGKNDKFVGLVADSVOMKGINQYITFYKPKPTSFARFRRSARSRRSLPAEMPLI
PVNQADTLIVDGEAVSLTGHSGNIFAPEGNYRYLTYGAEKLPGGSYALRVQGEPSKGEMLAGTAVYNGEVLHFH
TENGRPSPSRGRFAAKVDFGSKSVDGIIDSGDGLHMGTQKFKAAI DGNGFKGTWTENGGGDVSGKFYGPAGEEV
AGKYSYRPTDAEKGGFGVFAGKKEQDGSGGGGATYKVDE YHANARFAIDHENT STNVGGEYGLTGSVEFDQAKR

DGKIDITIPVANLQSGSQHFTDHLKSADI FDAAQYPDIRFVSTKFNFNGKKLVSVDGNLTMHGKTAPVKLKAEK

FNCYQSPMAKTEVCGGDFSTTIDRTKWGVDYLVNVGMTKSVRIDIQIERAKQ*
SEC ID 8 - hibrido 936-741

MVSAVIGSAAVGAKSAVDRRTTGAQTDDNVMALRIETTARSYLRONNQTKGYTPQISVVGYNRHLLLLGQVATE
GEKQFVGQIARSEQAAEGVYNYITVASLPRTAGDIAGDTWNT SKVRATLLGISPATQARVKIVTYGNVTYVMGI
LTPEEQAQITQKVSTTVGVOKVITLYONYVQRGSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDQSVREN
EKLKLARQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVSRFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQDS
EHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPEGGRATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKQGNGKIEHLKSPELNV
DLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQAEKGSYSLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ*

SECID 9 - engarce

GSGGGG
SEC ID 10 - secuencia 741

CSSGGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKGLQSLTLDOSVRKNEKLKLAAQGAEKTYGNGDSLNTGKLKNDKVS
REDFIRQIEVDGOLITLESGEFQVYKQSHSALTAFQTEQIQODSEHSGKMVAKRQFRIGDIAGEHTSFDKLPEGG
RATYRGTAFGSDDAGGKLTYTIDFAAKOGNGKIEHLKSPELNVDLAAADIKPDGKRHAVISGSVLYNQAEKGSY

SLGIFGGKAQEVAGSAEVKTVNGIRHIGLAAKQ
SEC ID 11 - secuencia 741

CS5S5GGGGVAADIGAGLADALTAPLDHKDKSLOSLTLDOSVREKNEKLKLAAQGAEKT YGNGDSLNTGKLKNDKVS
RFDFIRQIEVDGQLITLESGEFQIYKQDHSAVVALQIEKINNPDKIDSLINQRSFLVSGLGGEHTAFNQLPDGK
AEYHGEAFSSDDAGGKLTYTIDFAAKQOGHGKIEHLET PEQONVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYGSEEKGTYH
LALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQ

SEC ID 12 - secuencia 741

CSSGGGGSGGGGVAADIGTGLADALTAPLDHKDKGLKSLTLEDST PONGTLT LSAQGAEKT FKAGDKDNSLNTG
KLENDKISRFDFVQKIEVDGQTITLASGEFQIYKONHSAVVALQIEKINNPDKTDSLINQRSFLVSGLGGEHTA
FNOLPGGKAEYHGKAFSSDDPNGRLHYSIDFTKKQGYGRIEHLKTLEQNVELAAAELKADEKSHAVILGDTRYG
SEEKGTYHLALFGDRAQEIAGSATVKIGEKVHEIGIAGKQ
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmunogénica acuosa que, después de su administracion a un sujeto, es capaz de inducir una
respuesta inmune que es bactericida frente a los serogrupos B, C, W135 y Y de N. meningitidis, comprendiendo la
composicion: (i) un antigeno sacarido capsular del serogrupo C conjugado; (ii) un antigeno sacarido capsular del
serogrupo W135 conjugado; (iii) un antigeno sacarido capsular del serogrupo Y conjugado; y (iv) una proteina
“NadA” en forma oligomérica, una proteina “741”, una proteina “936”, una proteina “953” y una proteina “287”,

en la que:

la NadA tiene una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene 50% o mas de identidad con SEC ID N°: 2; y/o (b)
comprende un fragmento de al menos 7 aminoacidos consecutivos de SEC ID N° 1 y que comprende un
epitopo de SEC ID N°: 1;

la 741 tiene una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene 50% o mas de identidad con SEC ID N°: 3; y/o (b)
comprende un fragmento de al menos 7 amino&cidos consecutivos de SEC ID N° 3 y que comprende un
epitopo de SEC ID Ne°: 3;

la 936 tiene una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene 50% o mas de identidad con SEC ID N°: 4; y/o (b)
comprende un fragmento de al menos 7 aminoacidos consecutivos de SEC ID N° 4 y que comprende un
epitopo de SEC ID Ne°: 4;

la 953 tiene una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene 50% o mas de identidad con SEC ID N°: 5; y/o (b)
comprende un fragmento de al menos 7 aminoacidos consecutivos de SEC ID N° 5 y que comprende un
epitopo de SEC ID Ne: 5;

la 287 tiene una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene 50% o mas de identidad con SEC ID N°: 6; y/o (b)
comprende un fragmento de al menos 7 aminoacidos consecutivos de SEC ID N° 6 y que comprende un
epitopo de SEC ID N° 6; y

uno o mas de los antigenos sacéaridos capsulares del serogrupo C, W135y Y estan O-acetilados.

2. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende: un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID N°: 2; un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 7; y un
tercer polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 8.

3. La composicion de la reivindicacién 1 o reivindicacion 2, que comprende ademas: (v) un antigeno sacérido
capsular del serogrupo A conjugado.

4. La composicién de cualquier reivindicacién precedente, en la que los sacéridos estan conjugados con una
proteina portadora seleccionada de: toxoide diftérico, toxoide del tétanos, proteina D de H. influenzae y CRM1g7.

5. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas un antigeno sacarido que
protege frente a H. influenzae de tipo B (Hib).

6. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas un antigeno que protege contra
Streptococcus pneumoniae.

7. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, que comprende un adyuvante de fosfato de aluminio.
8. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, envasada en un recipiente sellado herméticamente.
9. La composicion de la reivindicacion 8, en la que el recipiente es un frasco o una jeringa.

10. La composicion de cualquier reivindicacion precedente, para su uso como un medicamento.

11. Una composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en un procedimiento para inducir
una respuesta de anticuerpos en un mamifero.
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