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DESCRIPCION
Mejora de las vesiculas de membrana externa bacteriana.
CAMPO TECNICO
Esta invencion esta en el campo de preparacion de vesicula para fines de inmunizacion.
TECNICA ANTERIOR

Uno de los varios enfoques para inmunizar contra infeccion de N. meningitidis es el uso de vesiculas de
membrana externa (VMES). El Instituto Nacional Noruego de Salud Publica [por ejemplo, ref. 1] ha producido una
vacuna eficaz de VME contra serogrupo B pero, aunque esta vacuna es segura y previene la enfermedad MenB, su
eficacia se limita a la cepa usada para hacer la vacuna.

La vacuna “RIVM” se basa en vesiculas que contienen seis serotipos PorA diferentes y ha demostrado ser
inmunogénica en nifios en ensayos clinicos en la fase Il [2].

La Referencia 3 desvela una vacuna contra diferentes serotipos patogénicos del meningococo serogrupo B
basada en VMEs que retienen un complejo proteico de 65 kDa. La Referencia 4 desvela una vacuna que comprende
VMEs de cepas de meningococo creadas genéticamente, con las VMEs que comprenden: al menos una proteina de
membrana externa (PME) de Clase 1 pero que no comprende PME de Clase 2/3. La Referencia 5 desvela VMEs
que comprenden PMEs que tienen mutaciones en sus bucles superficiales y VMEs que comprenden derivados de
lipopolisacarido meningocécico (LPS).

La Referencia 6 desvela composiciones que comprenden VMEs complementadas con proteinas de enlace
de transferina (por ejemplo, TbpA 'y TbpB) y/o Cu, Zn-superéxido dismutasa. La Referencia 7 desvela composiciones
que comprenden VMEs complementadas con varias proteinas. La Referencia 8 desvela preparaciones de vesiculas
de membrana obtenidas de N. meningitidis con un gen fur modificado.

Asi como N. meningitidis del serogrupo B, las vesiculas se han preparado para otras bacterias. La
Referencia 9 desvela un proceso para preparar vacunas basadas en VME para meningococo del serogrupo A. Las
referencias 10 y 11 desvelan vesiculas de N. gonorrhoeae. La referencia 12 desvela preparaciones de vesicula a
partir de N. lactamica. Las vesiculas también se ha preparado de Moraxella catarrhalis [13, 14], Shigella flexneri [15,
16], Pseudomonas aeruginosa [15, 16], Porphyromonas gingivalis [17], Treponema pallidum [18], Haemophilus
influenzae [19 y 20] y Helicobacter pylori [21].

Un inconveniente de las preparaciones de vesicula bacteriana es que los antigenos protectores importantes
no estan presentes. Para retener antigenos tales como NspA en preparaciones de VME, la referencia 20 muestra
gue la expresion de nspA deberia aumentar con el gen eliminado porA y cps simultdneos. Es un objeto de la
invencién proporcionar mas preparaciones de vesiculas mejoradas, junto con procesos para su fabricaciéon. En
particular, es un objeto de la invencién proporcionar vesiculas que retengan importantes componentes
inmunogénicos bacterianos de N. meningitidis.

DIVULGACION DE LA INVENCION
La invencidon proporciona una composicion que comprende vesiculas de membrana externa

meningocdcicas, un adyuvante de hidroxido de aluminio, un tampdén de histidina y cloruro sédico, donde: (a) la
concentracion de cloruro sédico es superior a 7,5 mg/ml; y donde (b) la concentracion de VMEs es inferior a 100

pa/mil.

La concentracion de cloruro sédico es preferentemente superior a 8 mg/ml, y es mas preferentemente
aproximadamente 9 mg/ml.

La concentracion de VMEs es preferentemente inferior a 75 pg/ml, por ejemplo aproximadamente 50 pg/ml.

El tampdn de histidina tiene preferentemente entre pH 6,3 y pH 6,7, por ejemplo pH 6,5.

El adyuvante puede usarse en aproximadamente 3,3 mg/ml (expresado como concentracion AI3+)

La bacteria de la que se preparan las VMEs es N. meningitidis. Dentro de N. meningitidis, puede usarse
cualquiera de los serogrupos A, C, W135 e Y, pero es preferente preparar vesiculas del serogrupo B. Las cepas

preferentes dentro del serogrupo B son MC58, 2996, H4476 y 394/98.

Para reducir la actividad pirogénica, es preferente que la bacteria tenga bajos niveles de endotoxina (LPS).
Las bacterias mutantes adecuadas son conocidas, por ejemplo, Neisseria mutante [23]. Los procesos para preparar
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membranas externas agotadas de LPs de bacterias Gram negativas se desvelan en la referencia 25.

La bacteria puede ser una bacteria de tipo salvaje, o puede ser una bacteria recombinante. Las bacterias
recombinantes preferentes sobreexpresan (en relacion con la cepa de tipo salvaje correspondiente) inmunogenes
tales como NspA, 287, 741, ThpA, TbpB, superéxido dismutasa [6], et. La bacteria puede expresar mas de una
proteina de membrana externa PorA de Clase |, por ejemplo, 2, 3, 4, 5 6 6 o0 subtipos de PorA: P1.7,16; P1.5,2;
P1.19,15; P1.5¢,10; P1.12,13; y P1.7h,4 (por ejemplo, refs. 26,27].

Las vesiculas

Las VMEs se preparan a partir de la membrana externa de bacterias cultivadas. Pueden obtenerse de
bacterias cultivadas en medio de cultivo en caldo o sélido, preferentemente separando las células bacterianas del
medio de cultivo (por ejemplo, mediante filtraciébn o mediante centrifugacién a baja velocidad para formar bolitas de
las células), lisando las células (sin detergente), y separando una fraccion de membrana externa de moléculas
citoplasmaticas (por ejemplo, mediante filtracién, mediante precipitacion diferencial o agregacion de membranas
externas y/o VMEs, mediante métodos de separacion por afinidad usando ligandos que especificamente reconocen
moléculas de membrana externa, o mediante centrifugacion a alta velocidad que forma bolitas de membranas
externas y/o VMES).

Las VMEs pueden distinguirse de microvesiculas (MVs [28] y “VMEs nativas“ (“WVMENs" [66], que son
vesiculas de membrana que ocurren de manera natural que se forman espontdneamente durante el crecimiento
bacteriano y que se liberan en el medio de cultivo. Las MVs pueden obtenerse cultivando Neisseria en medio de
cultivo de caldo, separando las células enteras del medio de cultivo de caldo (por ejemplo, mediante filtracion o
mediante centrifugacién a baja velocidad para formar bolitas solamente de las células y no de las bulas mas
pequefias), y después recogiendo las MVs que estan presentes en el medio agotado de células (por ejemplo,
mediante filtracion, mediante precipitacion diferencial o agregacion de MVs, mediante centrifugacion a alta velocidad
que forma bolitas de MVs). Las cepas para uso en la produccion de MVs pueden seleccionarse generalmente en
base a la cantidad de MVs producidas en cultivo. Las referencias 29 y 30 describen Neisseria con alta produccién de
MV.

Composiciones farmacéuticas inmunogénicas

Para administracién a un paciente, las vesiculas se formulan como composiciones inmunogénicas, y mas
preferentemente como composiciones adecuadas para su uso como una vacuna en humanos (por ejemplo, nifios o
adultos). Las vacunas de la invencién pueden ser profilacticas (es decir, para prevenir la infeccion) o terapéuticas (es
decir, para tratar la enfermedad después de la infeccién), pero tipicamente seran profilacticas.

La composicién de la invencion es preferentemente estéril.
La composicion de la invencién esta preferentemente libre de pirégenos.

La composicion de la invencion tiene generalmente un pH de entre 6,0 y 7,0, mas preferentemente de entre
6,3y 6,9, por ejemplo 6,6+0,2. La composicion esta preferentemente amortiguada en este pH.

Otros componentes adecuados para la administracion humana se desvelan en la referencia 44.
La composicion comprende un adyuvante. El adyuvante es hidréxido de aluminio (incluyendo oxihidroxidos).

Las vesiculas en la composiciéon de la invenciéon estaran presentes en “cantidades inmunolégicamente
efectivas”, es decir, la administracion de esa cantidad a un individuo, bien en una Unica dosis o0 como parte de una
serie, es efectiva para el tratamiento o prevencion de la enfermedad. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y
condicion fisica del individuo a ser tratado, edad, el grupo taxonémico del individuo a ser tratado (por ejemplo,
primate no humano, primate, etc.), la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, el
grado de proteccion deseado, la formulacion de la vacuna, la evaluacion del doctor que lo esta tratando de la
situacion meédica, y otros factores relevantes. Se espera que la cantidad corresponda a un rango relativamente
amplio que puede determinarse mediante ensayos rutinarios. El tratamiento de la dosis puede ser un programa de
una Unica dosis o un programa con multiples dosis (por ejemplo, incluyendo la dosis de revacunacion). La vacuna
puede administrarse junto con otros agentes inmunoreguladores.

Tipicamente, las composiciones de la invencion pueden administrarse directamente al sujeto. Los sujetos a
ser tratados pueden ser animales; en particular, pueden tratarse sujetos humanos. Las vacunas son particularmente
utiles para vacunar a nifios y adolescentes.

La composicion puede comprender vesiculas de mas de un serosubtipo de N. meningitidis [28].
Similarmente, la composicion puede comprender mas de un tipo de vesicula, por ejemplo, MVS y VMEs.
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Asi como las vesiculas, la composicion de la invencion puede comprender mas antigenos. Por ejemplo, la
composicion puede comprender mas de uno de los siguientes antigenos adicionales:

- antigenos de Helicobacter pylori tal como CagA [67 a 70], VacA [71, 72], NAP [73, 74, 75], HopX [por ejemplo, 76],
HOpY [por ejemplo, 76] y/o ureasa.

- un antigeno sacérido de N. meningitidis serogrupo A, C, W135 y/o Y, tal como oligosacarido desvelado en la ref. 77
del serogrupo C [véase también ref. 78] o los oligosacaridos de la ref. 79.

- un antigeno sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, 80, 81, 82].

- un antigeno de virus de hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 83, 84].

- un antigeno de virus de hepatitis B, tal como los antigenos de superficie y/o nicleo [por ejemplo, 84, 85].

- un antigeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (HAF) de B.
pertussis, opcionalmente también en combinacion con pertactina y/o aglutindégenos 2 y 3 (por ejemplo, refs. 86 y 87].
- un antigeno de difteria, tal como un toxoide diftérico (por ejemplo, capitulo 3 de ref. 88] por ejemplo el mutante
CRM;g7 [por ejemplo, 89].

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

- un antigeno sacarido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo 78]

- un antigeno de virus de hepatitis C [por ejemplo 90].

- un antigeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo 91, 92, 93, 94].

- un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo refs. 95 a 101].

- un antigeno de Chlamydia trachomatis [por ejemplo 102].

- un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo 103].

- antigeno(s) de polio [por ejemplo 104, 105] tal como OPV o, preferentemente, IPV.

- antigeno(s) de rabia [por ejemplo 106] tal como virus inactivado liofilizado [por ejemplo 107, RabAvert™].

- antigenos de sarampion, paperas y/o rubeola [por ejemplo, capitulos 9, 10 y 11 de la ref. 108].

- antigeno(s) de influenza (por ejemplo capitulo 19 de ref. 108], tales como proteinas superficiales de hemaglutinina
y/o neuraminidasa.

- un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo 109].

- un antigeno de proteina de Streptococcus agalactiae (estreptococo grupo B) [por ejemplo 110, 111].

- un antigeno sacarido de Streptococcus agalactiae (estreptococo grupo B).

- un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococo grupo A) [por ejemplo 111, 112, 113].

- un antigeno de Staphylococcus aureus [por ejemplo, 114].

- un antigeno de Bacillus antrhacis [por ejemplo 115, 116, 117].

- un antigeno de un virus en la familia flaviviridae (flavivirus género), tal como virus de fiebre amarilla, virus de
encefalitis japonesa, cuatro serotipos de virus del dengue, encefalitis transmitida por garrapata, virus del Nilo
occidental.

- un antigeno pestivirus, tal como virus de fiebre porcina clasica, virus de diarrea viral bovina y/o virus de enfermedad
de la frontera.

- un antigeno de parvovirus, por ejemplo, de parvovirus B19.

- una proteina priénica (por ejemplo, la proteina priénica CJD).

- una proteina amiloide, tal como péptido beta [118]

- un antigeno cancerigeno, tal como los listados en la Tabla 1 de ref. 119 o en las tablas 3 y 4 de la ref. 120.

La composicion puede comprender uno o mas de estos antigenos adicionales.

Los antigenos de proteina toxicos pueden detoxificarse donde sea necesario (por ejemplo, detoxificacion de
toxina pertussis mediante medios quimicos y/o genéticos [87]).

Donde se incluye el antigeno de difteria en la composicién es preferente también incluir antigeno de tétano
y antigenos de pertussis. Similarmente, donde se incluye un antigeno de tétano es también preferente incluir
antigenos de difteria y pertussis. Similarmente, donde se incluye un antigeno de pertussis es también preferente
incluir antigenos de difteria y tétano. Por lo tanto, las combinaciones DTP son preferentes.

Los antigenos de sacarido estan preferentemente en forma de conjugados. Las proteinas transportadoras
para los conjugados incluyen la proteina de membrana externa de N. meningitidis [121], péptidos sintéticos [121,
123], proteinas de choque térmico [124, 125], proteinas de pertussis [126, 127], proteina D de H. influenzae [128],
citoquinas [129], linfoquinas [129], hormonas [129], factores del crecimiento [129], toxina A y B de C. difficile [130],
proteinas para absorcion de hierro [131], etc. Una proteina transportadora preferente es el toxoide de difteria
CRM197 [132].

Los antigenos de serogrupo B de N. meningitidis también pueden afiadirse a las composiciones VME. En
particular, un antigeno de proteina tal como el desvelado en las refs. 133 y 139 puede afadirse.

Los antigenos en la composicion estaran tipicamente presentes en una concentracion de al menos 1 pg/mi
cada uno. En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para obtener una respuesta
inmune contra ese antigeno.
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Métodos de tratar a los pacientes
La invencion proporciona composiciones de la invencion para su uso como medicamentos.

Las composiciones de la invencion pueden usarse en un método para provocar una respuesta inmune en
un paciente, que comprende la administracion a un paciente de una composicién de la invencion. La respuesta
inmune es preferentemente protectora contra enfermedad meningocécica, y puede comprender una respuesta
inmune humoral y/o una repuesta inmune celular. El paciente es preferentemente un nifio.

El método puede provocar una respuesta de revacunacion, en un paciente al que ya se ha sensibilizado
contra N. meningitidis. Los regimenes de sensibilizacidn/revacunacion subcutaneos e intranasales para VMEs se
desvelan en la ref. 65.

La invencidon también proporciona el uso de una vesicula de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para provocar una respuesta inmune en un paciente. El medicamento es una composicion
inmunogénica como se ha definido anteriormente (por ejemplo, una vacuna). El medicamento es preferentemente
para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad causada por una Neisseria (por ejemplo, meningitis,
septicemia, gonorrea, etc.).

Los usos de la invencion pueden implicar la administracion de vesiculas de mas de un serosubtipo de N.
meningitidis [por ejemplo, ref. 28].

Definiciones

Los términos “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 relaciéon con un valor numérico x significa, por ejemplo, x+10%.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicion que esta
“sustancialmente libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Donde sea necesario, la palabra
“sustancialmente” puede omitirse de las definiciones de la invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1 y 2 muestran la presencia/ausencia de (1) proteina “287" y (2) proteina “741” en bacterias
(“TOT”) y vesiculas de membrana externa (“WVME") preparadas a partir de las cepas MC58, H4476 y 394/98 de
N.meningitidis. La flecha muestra la posicién de “287” en la Figura 1 y “741” en la Figura 2.

MODOS PARA REALIZAR LA INVENCION
La preparacién VME

Las VMEs se prepararon bien mediante los métodos “noruegos” de la técnica anterior (cepas H4476 y
394/98) o mediante los siguientes procesos (cepa MC58):

- Las bacterias de 2-5 placas se cosecharon en 10 ml de tampdn 10mM Tris-HCI (pH 8,0) y se eliminaron con
calor a 56°C durante 45 minutos. Las muestras se sometieron después a ultrasonido sobre hielo (ciclo de
trabajo 50 durante 10 minutos con la punta en 6/7) para afectar a las membranas.

- Los restos celulares se retiraron mediante centrifugacion a 5000 g durante 30 minutos a 4°C, o 10000 g
durante 10 minutos.

- El sobrenadante se volvié a centrifugar a 50000 g durante 75 minutos a 4°C.

- La bolita se volvié a suspender en 7 ml de 2% N-lauroil sarcosinato (Sarkosyl) en 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
durante 20 minutos a temperatura ambiente para solubilizar las membranas citoplasmaticas.

- La muestra se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos para retirar las particulas y el sobrenadante se
centrifugé a 75000 g durante 75 minutos a 4°C. La muestra se lavé en 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) y se
centrifugé a 75000 g durante 75 minutos.

- Labolita se volvié a suspender en 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) o agua destilada.

Las composiciones de bacterias y VME se probaron mediante ensayo de transferencia Western para la
presencia de NspA, 287 y 741 (Figuras 1y 2) y los resultados se resumen en la siguiente tabla:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2423019713

Cepa Detergente NspA 287 741
Bacteria VME Bacteria | VME | Bacteria | VME
MC58 - +++ +++ +++ +++ +++ +++
H44/76 + +++ - +++ - +++ +
394/98 + +++ n.d +++ ++ +++ +

A diferencia de los métodos basados en detergente de la técnica anterior, por lo tanto, la ausencia de
detergente da como resultado NspA que se retiene en VMEs y evita la pérdida de 287 y 741.

Formulacién de VMEs preparadas de cepa de Nueva Zelanda de MenB

Las VMEs se prepararon de la cepa 394/98 serogrupo B de N. meningitidis. Estas se formularon de dos
manera diferentes, con componentes que tienen las siguientes concentraciones:

Formulacién “A” Formulacién “B”
VMEs 50 pg/ml 50 pg/ml
Adyuvante de hidroxido de 3,3 pg/ml 3,3 pg/mi
aluminio
Sacarosa 3% --
Tampon de histidina, pH 6,5 -- 5 mM
Cloruro sédico - 9 mg/ml

La formulacién “B” resulté ser inmunolégicamente superior a la formulaciéon “A”. La formulacion “B” difiere de
la desvelada en la referencia 142 por tener la mitad de la concentracion de VME, una mayor concentracién de NaCl
y un pH ligeramente diferente.

Se entenderd que la invencién se ha descrito solamente a modo de ejemplo y pueden hacerse
modificaciones mientras permanezcan dentro del alcance de la invencion.

[1] Bjune et al. (1991) Lancet 338 (8775):1093-1096.

[2] de Klejin et al. (2001) Vaccine 20:352-358.

[3] Patentes de Estados Unidos 5.597.572 y 5.747.653; véase también patente europea 0301992.
[4] Patente europea 0449958 (concedida de WO90/06696)

[5] Patente de Estados Unidos 5.705.161; véase también W094/08021.
[6] Solicitud de patente internacional WO00/25811.

[7] Solicitud de patente internacional WO01/52885.

[8] Solicitud de patente internacional WO98/56901.

[9] Solicitud de patente internacional WO01/91788.

[10] Parmar et al. (1997) Vaccine 15:1641-1651.

[11] Solicitud de patente internacional WO99/59625.

[12] Solicitud de patente internacional WO00/50074.

[13] Patentes de Estados Unidos 5.552.146, 5.981.213 y 5.993.826; véase también W093/03761.
[14] Zhou et al. (1998) FEMS Microbiol Lett 163:223-2288.

[15] Kadurugamuwa y Beveridge (1999) Microbiology 145:2051-2060.
[16] Solicitud de patente internacional WO97/05899.

[17] Kesavalu et al. (1992) Infect. Immun. 60:1455-1464.

[18] Blanco et al. (1999) J Immunol 163:2741-2746.

[19] Solicitud de patente internacional WO01/09350.

[20] Solicitud de patente internacional WO02/09746.

[21] Keenan et al. (1998) FEMS Microbiol Lett 161:21-27.

[22] Patente europea 0011243.

[23] Solicitud de patente internacional WO99/10497.

[24] Solicitud de patente internacional WO02/07763.

[25] Patente europea 0624376.

[26] Claassen et al. (1996) Vaccine 14:1001-1008.

[27] Peeters et al. (1996) Vaccine 14:1009-1015.

[28] Solicitud de patente internacional WO02/09643.

[29] Patente de Estados Unidos 6.180.111.

[30] Solicitud de patente internacional WO01/34642.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2423019713

[31] Martin et al. (1997) J. Exp. Med. 185:1173-1183.

[32] Plante et al. (1999) Infect. Immun. 67:2855-2861.

[33] Cadieux et al. (1999) Infect. Immun. 67:4955-4959.

[34] Moe et al. (1999) Infect. Immun. 67:5664-5675.

[35] Martin et al. (2000) J. Biotechnol. 83:27-31.

[36] Moe et al. (2001) Infect. Immun. 69:3762-3771.

[37] Solicitud de patente internacional WO96/29412.

[38] Solicitud de patente internacional WO00/71725.

[39] Tettelin et al. (2000) Science 287:1809-1815.

[40] Solicitud de patente internacional WO99/57280.

[41] Solicitud de patente internacional WO03/020756 (SEQ IDS 1-22 en particular)
[42] Solicitud de patente internacional WO00/66741.

[43] Solicitud de patente internacional WO01/52885.

[44] Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 edicion, ISBN: 0683306472.
[45] Vaccine design: the subunit and adjuvant approach, eds. Powell & Newman, Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-
44867-X)

[46] WO90/14837.

[471 WO02/26212.

[48] WO98/33487.

[49] WOO00/07621.

[50] W0O99/27960.

[51] WO98/57659.

[52] Solicitudes de patentes europeas 0835318, 0735898 y 0761231.

[53] Krieg (2000) Vaccine 19:618-622; Krieg (2001) Curr opin Mol Ther 2001 3:15-24; W0O96/02555, W098/16247,
W098/18810, W0O98/40100, WO98/55495, WO98/37919 y W0O98/52581 etc.
[54] W099/52549.

[55] WO01/21207.

[56] WO01/21152

[57] WO00/62800.

[58] WO00/23105.

[59] W0O99/11241.

[60] Del Giudice et al. (1998) Molecular Aspects of Medicine, vol. 19, nimero 1.
[61] Vaccine Design... (1995) eds. Powell & Newman. ISBN: 030644867 X. Plenum.
[62] Johnson et al. (199) Bioorg Med Chem Lett 9:2273-2278.

[63] Solicitud de patente internacional WO00/50078.

[64] Singh et al. (2001) J. Cont. Rele. 70:267-276.

[65] Bakke et al. (2001) Infect. Immun. 69:5010-5015.

[66] Katial et al. (2002) Infect. Immun. 70:702-707.

[67] Covacci y Rappuoli (2000) J. Exp. Med. 19:587-592.

[68] W0O93/18150.

[69] Covacci et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5791-5795.

[70] Tummuru et al. (1994) Infect. Immun. 61:1799-1809.

[71] Marchetti et al. (1998) Vaccine 16:33-37.

[72] Telford et al. (1994) J. Exp. Med. 179:1653-1658.

[73] Evans et al. (1995) Gene 153:123-127.

[74] WO96/01272 y WO96/01273, especialmente SEQ ID NO: 6.

[75] WO97/25429.

[76] WO98/04702.

[77] Costantino et al. (1992) Vaccine 10:691-698.

[78] Costantino et al. (1992) Vaccine 17:1251-1263.

[79] Solicitud de patente internacional WO03/007985.

[80] Watson (2000) Pediatr Infect Dis J 19:331-332.

[81] Rubin (2000) Pediatr Clin North Am 47:269-285,v.

[82] Jedrzejas (2001) Microbiol Mol Biol Rev 65:187-207.

[83] Bell (2000) Pediatr Infect Dis J 19:1187-1188.

[84] Iwarson (1995) APMIS 103:321-326.

[85] Gerlich et al. (1990) Vaccine 8 Supl:S63-68 y 79-80.

[86] Gustafsson et al. (1996) N. Engl. J. Med. 334:349-355.

[87] Rappuoli et al. (1991) TIBTECH 9:232-238.

[88] Vaccines (1988) eds. Plotkin & Mortimer. ISBN 0-7216-1946-0.

[89] Del Guidice et al. (1998) Molecular Aspects of Medicine 19:1-70.

[90] Hsu et al. (1999) Clin Liver Dis 3:901-915.

[91] Solicitud de patente internacional WO99/24578.

[92] Solicitud de patente internacional WO99/36544.

[93] Solicitud de patente internacional WO99/57280.

[94] Solicitud de patente internacional WO02/079243.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2423019713

[95] Solicitud de patente internacional WO02/02606.

[96] Kalman et al. (1999) Nature Genetics 21:385-389.

[97] Read et al. (1999) Nucleic Acids Res 28:1397-406.

[98] Shirai et al. (2000) J. Infect. Dis. 181 (Supl 3):S524-S527.
[99] Solicitud de patente internacional WO99/27105.

[100] Solicitud de patente internacional WO00/27994.

[101] Solicitud de patente internacional WO00/37494.

[102] Solicitud de patente internacional WO99/28475.

[103] Ross et al. (2001) Vaccine 19:4135-4142.

[104] Sutter et al. (2000) Pediatr Clin North Am 47:287-308.
[105] Zimmerman y Spann (1999) Am Fam Physician 59:113-118, 125-126.
[106] Dreesen (1997) Vaccine 15 Supl:S2-6.

[107] MMWR Morb Mortal WKkly Rep 1998 Enero 16;47(1):12,19.
[108] Vaccines (1988) eds. Plotkin & Mortimer. ISBN 0-7216-1946-0.
[109] McMichael (2000) Vaccine 19 Supl 1:5S101-107.

[110] Schuchat (1999) Lancet 353(9146):51-6.

[111] Solicitud de patente internacional WO02/34771.

[112] Dale (1999) Infect Dis Clin North Am 13:227-43, viii.

[113] Ferretti et al. (2001) PNAS USA 98: 4658-4663.

[114] Kuroda et al. (2000) Lancet 357(9264):1225-1240; véase también paginas 1218-1219.
[115] J Toxicol Clin Toxicol (2001) 39:85-100.

[116]Demicheli et al. (1998) Vaccine 16:880-884.

[117] Stepanov et al. (1996) J Biotechnol 44:155-160.

[118] Ingram (2001) Trends Neurosci 24:305-307.

[119] Rosenberg (2001) Nature 411:380-384.

[120] Moingeon (2001) Vaccine 19:1305-1326.

[121] EP-A-0372501

[122] EP-A-0378881

[123] EP-A-0427347

[124] WO93/17712

[125] W0O94/03208

[126] WO98/58668

[127] EP-A-0471177

[128] WO00/56360

[129] W0O91/01146

[130] WO00/61761

[131] WO01/72337

[132] Research Disclosure, 453077(Enero 2002)

[133] W099/24578.

[134] WO99/36544.

[135] W0O99/57280.

[136] WO00/22430.

[137] Tettelin et al. (2000) Science 287:1809-1815.

[138] WO96/29412.

[139] Pizza et al. (2000) Science 287:1816-1820.

[140] Current Protocols in Molecular Biology (F.M Ausubel et al., eds. 1987) Suplemento 30.
[141] Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. (1981) 2:482-489.
[142] WO03/009869.



10

15

20

25

ES 2423019713

REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende vesiculas de membrana externa meningocécica, un adyuvante de hidroxido de
aluminio, un tampon de histidina y cloruro sédico, donde: (a) la concentracion de VMEs es inferior a 100 pg/ml; y/o
(b) la concentracién de cloruro sédico es superior a 7,5 mg/ml.
2. La composicion de la reivindicacion 1 donde la concentracion de cloruro sodico es superior a 8 mg/ml.
3. La composicion de la reivindicacion 2 donde la concentracion de cloruro sédico es 9 mg/ml.
4. La composicion de cualquier reivindicacién precedente donde la concentracion de VMEs es inferior a 75 pg/ml.

5. La composicion de la reivindicacion 4 donde la concentracién de VMEs es 50 pg/ml.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde el tampon de histidina tiene entre
pH 6,3y pH 6,7.

7. La composicion de la reivindicacion 6 donde el tampén de histidina tiene pH 6,5.

8. La composicién de cualquier reivindicacién precedente donde el adyuvante esta presente en 3,3 mg/mi
(expresado como concentracion AI3+)

9. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para uso como un medicamento.

10. El uso de una vesicula de membrana externa meningocadcica en la fabricacion de un medicamento para provocar
una respuesta inmune en un paciente, donde el medicamento también comprende un adyuvante de hidréxido de
aluminio, un tampdn de histidina y cloruro sddico, y donde: (a) la concentracion de VMEs es inferior a 100 pug/ml; y/o
(b) la concentracién de cloruro sédico es superior a 7,5 mg/ml.
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FIGURA 1
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