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DESCRIPCION
Vacunacién multiple incluyendo meningococo del serogrupo C
CAMPO TECNICO
Esta invencion esta en el campo de inmunizar pacientes contra patdgenos multiples.
ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Las vacunas que contienen antigenos de mas de un organismo patogénico dentro de una Unica dosis se
conocen como vacunas "multivalentes” o "combinadas". Se han aprobado varias vacunas combinadas para uso
humano en la UE y en USA, incluyendo vacunas trivalentes para proteger contra la difteria, el tétano y la tosferina
(vacunas "DTP") y vacunas trivalentes para proteger contra el sarampion, las paperas y la rubeola (vacunas "MMR").

Las vacunas combinadas ofrecen a los pacientes la ventaja de recibir un nimero reducido de inyecciones,
qgue lleva a la ventaja clinica de cumplimiento aumentado (por ejemplo ver capitulo 29 de la referencia 1),
particularmente para la vacunacion pediatrica. Al mismo tiempo, sin embargo, presentan dificultades de fabricacion
debido a factores que incluyen: incompatibilidad fisica y bioquimica entre los antigenos y otros componentes;
interferencia inmunoldgica; y estabilidad. Varias vacunas combinadas se divulgan en las referencias 2 a 10.

En el 2005, un estudio ampliamente divulgado [11] informé que la inmunogenicidad de la vacuna conjugada
sacarida capsular del serogrupo C (‘MenC') de la N.meningitidis era disminuida cuando se administraba con un
sacérido conjugado de S.pneumoniae 9-valente como una vacuna combinada. Ademads, se vieron respuestas
disminuidas a tanto el conjugado tipo b (‘Hib") de la H.influenzae co-administrada como al toxoide de la difteria co-
administrado. Los autores concluyeron que la vacuna combinada 'Pnc9-MenC' "puede no ser un reemplazo
adecuado para las vacunas glicoconjugadas de MenC o neumocécica individuales". Ademas, sugirieron que la
incompatibilidad podia no estar ligada a la naturaleza combinada de los antigenos, y que es "posible que la
administracion de las vacunas de forma separada pueda tener el mismo efecto".

Por lo tanto sigue habiendo una necesidad para una inmunizaciéon que pueda proteger contra el MenC y el
neumococo sin pérdida significativa de la inmunogenicidad de estos dos componentes. Hay una necesidad adicional
para una inmunizacién que pueda proteger contra el MenC, el neumococo, difteria y Hib sin pérdida significativa de
la inmunogenicidad de estos cuatro componentes. De forma mas general, sigue habiendo una necesidad para
integrar la inmunizacién contra el MenC en los programas de inmunizacion existentes.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidon proporciona un kit para el uso en un método de desarrollar una respuesta inmune en un
paciente, en donde el kit comprende un primer componente inmunogénico, un segundo componente inmunogénico y
un tercer componente para la administracion en sitios diferentes en sustancialmente el mismo tiempo. El primer
componente inmunogénico comprende una formulacién acuosa de sacéaridos capsulares conjugados de los serotipos
4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23 F de la S.pneumoniae y un adyuvante de fosfato de aluminio. El segundo componente
inmunogénico comprende un sacarido capsular conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis. Al menos uno de los
conjugados neumocacicos tiene la misma proteina portadora que el conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis,
dicha proteina portadora es una toxina bacteriana en forma toxoide, y los conjugados neumocécicos estan
preparados para ser administrados de forma separada del conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis a un
paciente. El tercer componente comprende un antigeno de poliovirus inactivado; un toxoide de difteria; un toxoide de
tétano; un antigeno de B.pertussis acelular; y un antigeno de superficie de la hepatitis B. El kit incluye ademas un
antigeno del Hib conjugado.

la invencion se refiere ademés a (a) una formulacién acuosa de sacaridos capsulares conjugados de los
serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F de la S.pneumoniae, que comprende un adyuvante de fosfato de aluminio;
(b) un sacarido capsular conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis; en donde al menos uno de los conjugados
neumocécicos tiene la misma proteina portadora que el conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis, dicha
proteina portadora es una toxina bacteriana en forma toxoide; y (c) una composicién que comprende un antigeno de
poliovirus inactivado (IPV); y un toxoide de difteria (D); un toxoide de tétano (T); un antigeno de B.pertussis acelular
(Pa); y un antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) para su uso en un método de inmunizar un paciente, en
donde los conjugados neumocécicos, el conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis y la composicién DTPa-IPV-
HBsAg son para la administracion separada a un paciente sustancialmente en el mismo tiempo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Mientras que el estudio de la referencia 11 encontré una reduccién en la inmunogenicidad del MenC, esta
reduccion no se ve con la presente invencion. En comparacion con el estudio de la referencia 11, la invencion difiere
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en varios aspectos clave, que pueden ser explotados individualmente o en combinacién para lograr el éxito en lugar
del fallo del estado de la técnica.

Mientras que el estudio de la referencia 11 us6 un antigeno de B.pertussis de célula completa, y encontré
una reduccion en la inmunogenicidad del MenC, en un primer aspecto de la invencién un antigeno del conjugado del
MenC es co-administrado con antigeno(s) de B.pertussis acelular(es), y no se ha observado pérdida de
inmunogenicidad. La situacién contrasta con la experiencia previa con los conjugados Hib, que son generalmente
compatibles con la tosferina de células completas pero de los que se ha informado a menudo de ser incompatibles
con la tosferina acelular. También contrasta con la experiencia previa con los conjugados neumocécicos, donde las
respuestas de los anticuerpos eran reducidas cuando se co-administraban con antigeno(s) de B.pertussis
acelular(es) pero no eran reducidas si se usaba un antigeno celular [2]. El uso de antigenos acelulares, en lugar de
celulares, ofrece ventajas en términos de seguridad y reactogenicidad.

Ademés, mientras que el estudio de la referencia 11 administr6 la vacuna MenC/Pnc9 al mismo tiempo que
una vacuna contra la polio oral (OPV'), y encontré una reduccion en la inmunogenicidad del MenC, en un segundo
aspecto de la invencion se co-administra un antigeno conjugado del MenC con una vacuna contra la polio en una
forma inyectable, como una vacuna contra poliovirus inactivado (IPV'), y no se ha observado pérdida de
inmunogenicidad. El uso de IPV en lugar de OPV elimina el riesgo de pardlisis asociada a la vacuna contra la polio.

Adicionalmente, mientras que el estudio de la referencia °© us6é una composicién de vacuna en la que los
conjugados neumocdcicos y MenC se suministraron en una combinacion premezclada, y se encontré una reduccion
en la inmunogenicidad del MenC, en un tercer aspecto de la invencidon se suministra un antigeno conjugado del
MenC separadamente de los conjugados neumocdcicos, en la forma de un kit de partes, y no se ha observado
pérdida de la inmunogenicidad. Los conjugados neumocécicos y de MenC se administran a un paciente de forma
separada (por ejemplo, en sitios diferentes). La fabricacion y distribucion de un kit es menos conveniente que para
una vacuna combinada completamente liquida, pero este tipo de kit esta actualmente en uso (por ejemplo en el
producto INFARIX HEXA™) y el inconveniente puede ser mas que compensado por la inmunogenicidad y
estabilidad aumentadas de los antigenos.

Ademas, mientras que el estudio de la referencia 11 us6 una composicion de vacuna en la que los
conjugados neumocécicos y de MenC se suministraron como una combinacién liofilizada, y encontré una reduccion
en la inmunogenicidad del MenC, en un cuarto aspecto de la invencién se suministra un antigeno conjugado
neumocécico en un forma liquida, y no se ha observado pérdida de la inmunogenicidad. El conjugado de MenC
puede estar en forma liofilizada, o puede estar también en forma liquida. Suministrar el conjugado neumocdcico en
forma liquida evita la necesidad de su reconstitucion en el momento del uso, y también permite que sea usado para
reconstituir cualquier otro componente inmunogénico que esté en forma liofilizada.

Adicionalmente, mientras que el estudio de la referencia 11 uso una composicién de vacuna en la que los
conjugados neumocdcicos y de MenC se suministraron en combinacién con un adyuvante de fosfato de aluminio, y
se encontré una reduccion en la inmunogenicidad del MenC, en un quinto aspecto de la invencion se puede
suministrar un antigeno conjugado meningocécico sin un adyuvante de fosfato de aluminio, y no se ha observado
pérdida de la inmunogenicidad. El adyuvante de fosfato de aluminio puede ser reemplazado con un adyuvante de
hidroxido de aluminio, o es posible no incluir adyuvante de aluminio en absoluto. También son posibles disposiciones
alternativas adicionales de sales de aluminio.

Finalmente, en un sexto aspecto de la invencion, se administran un conjugado de MenC y uno neumococico
con un antigeno de la tosferina acelular y un antigeno de poliovirus inactivado, y los dos conjugados usan la misma
proteina portadora. Usar una proteina portadora comun reduce el nimero total de antigenos diferentes que se
presentan simultdneamente al sistema inmune, y también ofrece una mayor comodidad durante la fabricacion. Si se
administra mas de un conjugado neumocdcico cada conjugado neumocdécico puede tener la misma proteina
portadora, o puede haber diferentes proteinas portadoras, pero al menos uno de los conjugados neumocdcicos
tendra la misma proteina portadora que el conjugado de MenC.

Estos seis aspectos de la invencién se describen con més detalle a continuacion.

La referencia 3, publicada en Diciembre del 2004, describe un estudio en el que se co-administré INFANRIX
HEXA™ (GSK) a bebés, en muslos separados, con MENINGITEC™ (Wyeth). La INFANRIX HEXA™ se suministra
como una formulaciéon D-T-Pa-HBsAg-IPV liquida con un componente del Hib liofilizado adicional, y el componente
del Hib es resuspendido con la formulacién liquida 5-valente en el momento del uso para dar una vacuna combinada
6-valente. La MENINGITEC™ se suministra como una formulacion liquida que contiene un adyuvante de fosfato de
aluminio. Por el contrario, con el quinto aspecto de la presente invencién se puede suministrar un antigeno
conjugado meningocécico sin un adyuvante de fosfato de aluminio. También, al contrario que la referencia 3, en un
séptimo aspecto de la invencién se puede suministrar un antigeno conjugado meningocécico de una forma
liofilizada. Esta forma liofilizada sera reconstituida en forma acuosa antes de la inyeccién, y la reconstitucion puede
usar un portador acuoso separado, para la co-administracion con una formulacion que contiene D-T-Pa.
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La referencia 4 divulga un estudio en el que una vacuna conjugada meningococica C se co-administré con
una vacuna D-T-Pa-IPV-Hib 5-valente. La referencia 5 divulga un estudio en el que la vacuna conjugada
neumocécica C se co-administré con una vacuna D-T-Pa-IPV-Hib 5-valente. Ninguna de estas vacunas 5-valentes
incluia un componente HBsAg. La referencia 6 divulga estudios en los que (a) el HBsAg se administré al mismo
tiempo que una vacuna conjugada neumococica en bebés, y (b) se administraron vacunas contra D-T-Pa y Hib
separadas al mismo tiempo que una vacuna conjugada neumocécica en nifios. La referencia 7 describe un estudio
en el que una vacuna conjugada meningocdcica C se co-administré con una vacuna contra D-T-Pa-Hib 4-valente. En
un octavo aspecto de la invencion, los conjugados del serogrupo C meningocécico y neumocécicos se administraron
con un antigeno de superficie de la hepatitis B. En un noveno aspecto de la invencion, los conjugados del serogrupo
C meningocdcico y neumocdécicos se administraron con una antigeno del poliovirus inactivado.

La referencia 8 describe un estudio en el que una vacuna contra D-T-Pa-HBV-IPV-Hib 6-valente se co-
administré con una vacuna conjugada neumocdcica 7-valente, pero no se usaron conjugados meningococicos. Las
referencias 9 y 10 describen varias vacunas combinadas posibles, que pueden incluir conjugados meningocdcicos,
pero se carece de detalles especificos, por ejemplo, no hay divulgacion del estado de O-acetilacion de los sacaridos
del serogrupo C meningococicos propuestos.

Uso de antigeno(s) de tosferina acelular(es)

Se co-administra un antigeno conjugado del MenC ('MCC') con antigeno(s) de B.pertussis acelular(es),
habitualmente conocidos como 'Pa’. Los antigenos de MCC y Pa se administran a un paciente de forma separada.

Adicionalmente a los antigenos de B.pertussis acelulares, el tercer componente inmunogénico incluye un
toxoide de difteria; un toxoide de tétano; un HBsAg; un antigeno de poliovirus inactivado; y opcionalmente, un
antigeno de Hib conjugado.

El kit también incluye un componente que incluye un antigeno sacarido neumocadcico conjugado.
Uso de una vacuna contra la polio inyectable

Un antigeno del MenC conjugado ('MCC') se co-administra con un antigeno de poliovirus inyectable, como
la vacuna contra la polio inactivada ('IPV'), también conocida como vacuna Salk. Los antigenos del MCC e IPV se
administran a un paciente de forma separada.

Ademas de la IPV, el tercer componente inmunogénico incluye un toxoide de difteria; un toxoide de tétano;
un HBsAg; un antigeno de tosferina acelular; y, opcionalmente, un antigeno de Hib conjugado.

El kit también incluye un componente que incluye un antigeno sacarido neumocécico conjugado.
Suministrar el MenC como un componente del kit separado

Un antigeno conjugado del MenC ('MCC') se suministra de forma separada de los conjugados
neumocacicos ('PnC"), en la forma de un kit de piezas.

Ni el primer ni el segundo componente contiene un toxoide de difteria. El toxoide de difteria se incluye
dentro de un tercer componente del kit. De manera similar, ni el primer ni el segundo componente contiene un
toxoide de tétano. El toxoide de tétano se incluye dentro de un tercer componente del kit. De manera similar, ni el
primer ni el segundo componente contiene un antigeno de tosferina. El antigeno de tosferina se incluye dentro de un
componente adicional del kit. De manera similar, ni el primer ni el segundo componente contiene un HBsAg. El
HBsAg se incluye dentro de un tercer componente del kit. De manera similar, donde ni el primer ni el segundo
componente contiene un conjugado de Hib, el conjugado de Hib puede estar incluido dentro de un componente
adicional del kit. Ni el primer ni el segundo componente contiene un IPV. El IPV se incluye dentro de un tercer
componente del kit.

Los antigenos de difteria, tétano y tosferina se incluyen juntos dentro del mismo componente en el kit.
Conjugados neumocdcicos liquidos

Se suministra un antigeno conjugado neumocécico en una forma liquida. Se puede suministrar un
conjugado del MenC co-administrado: (i) por separado, en forma liofilizada; o (ii) por separado, también en una

forma liquida.

El componente de MCC puede ser una formulacion acuosa o una formulacion liofilizada.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2443 529 T3

Se proporcionan en el kit un toxoide de difteria; un toxoide de tétano; antigeno(s) de B.pertussis; un HBsAg;
y un antigeno de poliovirus inactivado como un tercer componente inmunogénico. El kit puede incluir un antigeno del
Hib conjugado en el primer o el segundo (o tercer) componente.

Adyuvante de fosfato de aluminio con MenC

Se puede suministrar un antigeno conjugado meningocdcico sin un adyuvante de fosfato de aluminio. El
adyuvante de fosfato de aluminio puede ser reemplazado con un adyuvante de hidréxido de aluminio, o es posible
no incluir ningiin adyuvante de aluminio en absoluto. Se suministra un conjugado neumocdcico co-administrado con
un adyuvante de fosfato de aluminio.

En las disposiciones preferidas, el segundo componente inmunogénico no incluye un adyuvante de fosfato
de aluminio, pero puede incluir un adyuvante de hidréxido de aluminio. Como alternativa, puede no incluir sales de
aluminio, en cuyo caso puede incluir un adyuvante de hidréxido de aluminio, o puede no incluir ningin adyuvante en
absoluto.

En una disposicion alternativa, en donde el fosfato de aluminio esté permitido en el segundo componente, el
segundo componente puede incluir una mezcla de adyuvantes de hidroxido y de fosfato de aluminio.

En una disposicién alternativa adicional, se permite un adyuvante de fosfato de aluminio en el segundo
componente, y el componente conjugado meningocdcico es adsorbido a un adyuvante de fosfato de aluminio. El
conjugado neumocécico puede también ser adsorbido a un adyuvante de fosfato de aluminio.

El kit incluye adicionalmente un toxoide de difteria; un toxoide de tétano; un antigeno de tosferina; un
HBsAg; y un antigeno de poliovirus inactivado. También puede incluir un antigeno de Hib.

Proteinas portadoras para el MenCy PnC

Los conjugados del MenC y neumocdcicos se administran con un antigeno de tosferina acelular y un
antigeno de poliovirus inactivado, y los dos conjugados usan la misma proteina portadora. A pesar de los riesgos de
la supresion inducida por el portador, se ha descubierto en la presente que los conjugados del MenC y
neumocacicos no interfieren entre si, lo que contrasta con las sugerencias de los autores en la referencia 11.

Usar "la misma" proteina portadora no significa que hay una Unica molécula de proteina portadora a la que
tanto el sacarido neumocotcico como el meningocécico se unen (véase la referencia 12). Mas bien, los dos
conjugados estan separados entre si, pero el portador usado en el primer conjugado es el mismo portador usado en
el segundo conjugado, por ejemplo, los sacéridos neumocécicos estan conjugados a la CRM197, y los sacéaridos
meningocdcicos también estan conjugados a la CRM197, pero no hay CRM197 al que tanto el sacarido
neumocaécico como el meningocdcico estan conjugados. Por lo tanto los conjugados se preparan por separado y se
combinan posteriormente.

Si al composicion o el kit incluye sacéridos de mas de un serogrupo de N.meningitidis, la invencién requiere
que la misma proteina portadora se use para al menos uno de los conjugados de S.pneumoniae y al menos uno de
los conjugados de N.meningitidis. En algunas realizaciones, la misma proteina portadora se usara para todos los
conjugados de S.pneumoniae y al menos uno de los conjugados de N.meningitidis. En otras realizaciones, la misma
proteina portadora se usara para todos los conjugados de S.pneumoniae y todos los conjugados de N.meningitidis.
La eleccion del portador se discute con méas detalle a continuacion.

Donde la composicién o el kit incluye un sacarido de Hib conjugado la proteina portadora en el sacarido de
Hib puede ser la misma que la del portador en los conjugados neumoc6cicos 0 meningococicos, o el conjugado de
Hib puede usar un portador diferente.

Donde la composicion o el kit incluye un toxoide de tétano la proteina portadora en el conjugado
neumocécico y el conjugado meningocdécico no es preferiblemente un toxoide de tétano. En algunas realizaciones,
ninguno de los conjugados neumocécicos y los conjugados meningocdécicos tienen un portador toxoide de tétano.

Donde al composicién o el kit incluye un toxoide de difteria la proteina portadora en el conjugado
neumocécico y el conjugado meningococico no es preferiblemente un toxoide de difteria. En algunas realizaciones,
ninguno de los conjugados neumocacicos y los conjugados meningococicos tiene un portador toxoide de difteria.

Donde la composicion o el kit incluye tanto un toxoide de difteria como un toxoide de tétano la proteina
portadora en los conjugados neumococicos y meningocdcicos no es preferiblemente ni un toxoide de difteria ni un
toxoide de tétano.
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Liofilizacién del MenC

En un séptimo aspecto de la invencién, se suministra un antigeno conjugado del serogrupo C
meningocdcico de una forma liofilizada en un kit que también incluye una formulacién que contiene D-T-Pa acuosa.

Por lo tanto, la invencién proporciona un kit que comprende un primer componente inmunogénico y un
segundo componente inmunogénico, en donde: (a) el primer componente inmunogénico comprende una formulacién
acuosa de un toxoide de difteria, un toxoide de tétano y un antigeno de B.pertussis acelular; y (b) el segundo
componente inmunogénico comprende un sacarido capsular conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis, en
forma liofilizada.

El conjugado del MenC liofilizado sera reconstituido en forma acuosa antes de la inyeccion. El paso de
reconstitucion puede usar (a) la formulacién que contiene D-T-Pa acuosa, para dar una vacuna combinada que
incluye el conjugado del MenC o (b) un portador acuoso separado, para dar una segunda inyeccion para la co-
administracion con una inyeccién que contiene D-T-Pa, en cuyo caso el kit puede incluir un portador acuosos como
un componente adicional.

La formulacion que contiene D-T-Pa puede también incluir uno o ambos de: un antigeno de superficie de la
hepatitis B; y un antigeno de poliovirus inactivado.

También puede ser incluido dentro del kit un antigeno de Hib conjugado. Puede ser incluido en forma
liofilizada (por ejemplo, en el mismo contenedor que el componente del MenC liofilizado) o dentro de la formulacién
que contiene D-T-Pa.

Administracién de MenC, PnCy HBsAg

Los conjugados del serogrupo C meningoc6cicos y neumocdcicos se administran con un antigeno de
superficie de la hepatitis B.

Administracion de MenC, PnC e IPV

Los conjugados del serogrupo C meningocGcicos y neumocdcicos se administran con un antigeno de
poliovirus inactivado.

Un anico componente del kit incluye todos de un antigeno de poliovirus inactivado; un toxoide de difteria; un
toxoide de tétano; un antigeno de B.pertussis; y un HBsAg.

Sacéridos de N.meningitidis Conjugados

Los antigenos meningocdcicos conjugados comprenden antigenos sacaridos capsulares de Neisseria
meningitidis conjugados con proteinas portadoras. Las vacunas monovalentes conjugadas contra el serogrupo C han
sido aprobadas para uso humano, e incluyen MENJUGATE™ [13], MENINGITEC™ y NEISVAC-C™. Se conocen
mezclas de conjugados de los serogrupos A+C [14, 15] y se ha informado de mezclas de conjugados de los
serogrupos A+C+W135+Y [16-19] y se aprobaron en el 2005 como el producto MENACTRA™.

La invencion usa al menos un sacarido meningocécico del serogrupo C, pero puede también incluir
sacéarido de uno o més de los serogrupos A, W135 y/o Y, por ejemplo, A+C, C+W135, C+Y, A+C+W135, A+C+Y,
C+W135+Y, A+C+W135+Y. Donde se usa mas de un serogrupo se prefiere usar tanto los serogrupos A como C.

El sacarido capsular del serogrupo C meningocécico es un homopolimero a2—9-ligado de acido sidlico
(acido N-acetil-nueraminico), tipicamente con grupos O-acetilo (OAc) en los residuos C-7 o C-8. El compuesto se
representa como: —9)-Neu p Nac 7/8 OAc-(a2—

Algunas cepas de MenC (~12% de aislados invasivos) producen un polisacarido que carece de su grupo
OAc. La presencia 0 ausencia de los grupos OAc genera epitopos Unicos, y la especificidad del anticuerpo que
enlaza con el sacéarido puede afectar a su actividad bactericida contra las cepas O-acetiladas (OAc-) y de-O-
acetiladas (OAc+) [20-22]. Las vacunas conjugadas de MenC con licencia incluyen tanto el sacarido Oac-(NEISVAC-
C™) como el Oac+ (MENJUGATE™ & MENINGITEC™). Los sacaridos del serogrupo C usados con la invencion
pueden ser preparados de cepas o OAc+ o OAc-. Las cepas preferidas para la produccion de los conjugados del
serogrupo C son las cepas OAc+, preferiblemente del serotipo 16, preferiblemente del serosubtipo P1.7a, 1Por lo
tanto se prefieren las cepas C:16:P1.7a, 1 OAc+. Las cepas OAc+ en el serosubtipo P1.1 son también utiles, como
la cepa C11.

El sacéarido capsular del serogrupo A meningocdcico es un homopolimero de (a1—6)-ligado N-acetil-D-
manosamina-1-fosfato, con O-acetilacion parcial en las posiciones C3 y C4. La acetilacion en la posicion C-3 puede
ser del 70-95%. Las condiciones usadas para purificar el sacarido pueden resultar en la de-O-acetilacion (por
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ejemplo bajo condiciones basicas), pero se prefiere conservar la OAc en esta posicion C-3. Por lo tanto,
preferiblemente al menos el 50% (por ejemplo, al menos el 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o mas) de los residuos de
manosamina son O-acetilados en la posicién C-3.

El sacarido del serogrupo W135 es un polimero de unidades disacéaridas de acido sialico-galactosa. Como
el sacéarido del serogrupo C, tiene O-acetilacion variable, pero en las posiciones 7 y 9 del acido sialico [23]. La
estructura se escribe como: —4) -D-Neup5Ac(7/90Ac) -a-(2—6) -D-Gal-a-(1—

El sacéarido del serogrupo Y es similar al sacarido del serogrupo W135, excepto que la unidad de repeticion
del disacérido incluye glucosa en lugar de galactosa. Como el serogrupo W135, tiene O-acetilacion variable en las
posiciones 7 y 9 del acido sidlico [23]. La estructura del serogrupo Y se escribe como:

—4) -D-Neup5Ac(7/90Ac) -a-(2—6) -D-Glc-a-(1—

Los productos MENJUGATE™ y MENINGITEC™ usan una proteina portadora CRM197, y este portador
puede también ser usado de acuerdo con la invencién. El producto NEISVAC-C™ usa un proteina portadora de
toxoide de tétano, y este portador puede también ser usado de acuerdo con la invencién, como puede ser el toxoide
de difteria. Otra proteina portadora Util para los conjugados meningocdcicos es la proteina D de la Haemophilus
ingluenzae, que no esta presente en ninguna vacuna conjugada aprobada existente.

La fraccién sacarida del conjugado puede comprender sacéridos de longitud completa como las preparadas
de meningococos, y/o puede comprender fragmentos de sacaridos de longitud completa. Los sacaridos usados de
acuerdo con la invencidon son preferiblemente més cortos que los sacéridos capsulares nativos vistos en las
bacterias. Por lo tanto los sacaridos estan preferiblemente despolimerizados, con la despolimerizacion teniendo lugar
después de la purificacion del sacarido pero antes de la conjugacion. La despolimerizacion reduce la longitud de la
cadena de los sacéaridos. Un método de despolimerizacion implica el uso de peréxido de hidrégeno [16]. El peréxido
de hidrégeno se afiade a un sacarido (por ejemplo, para dar una concentracion final de H2O; del 1%), y la mezcla es
después incubada (por ejemplo, a alrededor de 55° C) hasta que se ha conseguido una reduccion de la longitud de
la cadena deseada. Otro método de despolimerizacion implica la hidrélisis acida [17]. En la técnica se conocen otros
métodos de despolimerizacion. Los sacéridos usados para preparar conjugados para el uso de acuerdo con la
invencién pueden ser obtenibles por cualquiera de estos métodos de despolimerizacion. La despolimerizacién se
puede usar para proporcionar una longitud de cadena éptima para la inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de
la cadena para la manejabilidad fisica de los sacéaridos. Los sacéaridos preferidos tienen el siguiente intervalo de
grados medios de polimerizacion (Dp): A=10-20; C=12-22; W135=15-25; Y=5-25. En términos de peso molecular, en
lugar del Dp, los intervalos preferidos son, para todos los serogrupos: <100kDa; 5kDa-75kDa; 7kDa-50kDa; 8kDa-
35kDa; 12kDa-25kDa; 15kDa-22kDa.

Se pueden usar conjugados meningocdcicos con una proporcion sacarido proteina (p/p) de entre 1:10 (es
decir proteina en exceso) y 10:1 (es decir sacarido en exceso), por ejemplo, proporciones entre 1:5y 5:1, entre 1:2.5
y 2.5:1, o entre 1:1.25 y 1.25:1. Se puede usar una proporcion de 1:1, particularmente para el serogrupo C.
Tipicamente, una composicion incluird entre 1 pg y 20 pg (medido como sacarido) por dosis de cada serogrupo que
esta presente.

La administracién de un conjugado resulta preferiblemente en un aumento en el titulo ensayo bactericida en
suero (SBA) para el serogrupo relevante de al menos 4 veces, y preferiblemente de al menos 8 veces. Los titulos
SBA se pueden medir usando complemento de cria de conejo o complemento humano [24].

Los conjugados meningocdcicos pueden o pueden no ser adsorbidos a un adyuvante de sal de aluminio.

Los conjugados meningocécicos pueden ser liofilizados antes del uso de acuerdo con la invencion. Si son
liofilizados, la composicion puede incluir un estabilizador como manitol. También podria incluir cloruro sodico.

Sacéaridos neumocdécicos conjugados

Los antigenos neumocécicos conjugados comprenden antigenos sacaridos capsulares de Streptococcus
pneumoniae conjugados con proteinas portadoras [por ejemplo, referencias 25 a 27]. La PREVNAR™ [29]
comprende antigenos de siete serotipos (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, y 23F) con cada sacéarido conjugado
individualmente con la CRM197 por aminacion reductora, con 2 pg de cada sacarido por dosis de 0.5 ml (4 pg del
serotipo 6B).

Las composiciones de la invencion incluyen antigenos sacaridos para al menos los serotipos 4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F y 23F. Los serotipos adicionales son preferiblemente seleccionados de: 1, 3, 5y 7F.La cobertura de los
serotipos neumocécicos 7-valentes (como en PREVNAR™), 9-valentes (por ejemplo los 7 serotipos del PREVNAR,
mas 1&5), 10-valentes (por ejemplo los siete serotipos del PREVNAR, mas 1, 5 & 7F) y 11-valentes (por ejemplo los
7 serotipos de PREVNAR, mas 1, 3, 5, & 7F) son particularmente (tiles.
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La fraccién sacarida del conjugado puede comprender sacaridos de longitud completa como las preparadas
de los neumococos, y/o puede comprender fragmentos de sacaridos de longitud completa. Los sacaridos usados de
acuerdo con la invencién son preferiblemente mas cortos que los sacaridos capsulares nativos vistos en las
bacterias, como se ha descrito anteriormente para los conjugados meningococicos.

Se pueden usar conjugados neumocoécicos con una proporcion sacarido:proteina (p/p) de entre 1:10 (es
decir exceso de proteina) y 10:1 (es decir exceso de sacarido), por ejemplo, proporciones entre 1.5y 5:1, entre 1:2.5
y 2.5:1, oentre 1:1.25y 1.25:1.

El producto PREVNAR™ usa una proteina portadora de la CRM197, y este portador puede ser también
usado de acuerdo con la invencién. Portadores alternativos para el uso con sacaridos neumocdcicos incluyen, pero
no estan limitados a, un portador de toxoide de tétano, un portador de toxoide de difteria, y/o un portador de proteina
D de H.influenzae. El uso de portadores multiples para serotipos neumocaocicos mixtos puede ser ventajoso [30], por
ejemplo, incluir tanto el portador de proteina D de H.influenzae como por ejemplo un portador de toxoide de tétano
y/o portador de toxoide de difteria. Por ejemplo, uno o mas (preferiblemente todos) los serotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V,
14 y 23F se pueden conjugar con un portador de proteina D de H.influenzae, el serotipo 18C se puede conjugar con
un toxoide de tétano, y el serotipo 19F se puede conjugar con un portador de toxoide de difteria.

Tipicamente, una composicion incluira entre 1 ug y 20 pg (medido como sacérido) por dosis de cada
serotipo que esté presente.

Antigenos de tosferina

La bordetella pertussis causa tos convulsiva. Los antigenos de la tosferina en vacunas son o celulares
(célula completa, en la forma de células de B.pertussis inactivadas) o acelulares. La preparacién de los antigenos de
tosferina celulares esta bien documentada [por ejemplo ver capitulo 21 de la referencia 1], por ejemplo, se pueden
obtener por inactivacion por calor del cultivo de fase | de la B.pertussis. La invencién usa antigenos acelulares.

Se prefiere usar uno, dos o (preferiblemente) tres de los antigenos siguientes: (1) toxina de tosferina
destoxificada (toxoide de tosferina, o 'PT'); (2) hemaglutinina filamentosa ('FHA"); (3) pertactina (también conocida
como la 'proteina de la membrana exterior 69 kiloDalton'). Estos tres antigenos son preferiblemente preparados por
aislamiento del cultivo de B.pertussis cultivado en medio liquido Stainer-Scholte modificado. La PT y la FHA pueden
ser aislados del caldo de fermentacion (por ejemplo, por adsorcién en gel de hidroxiapatita), mientras la pertactina
puede ser extraida de células por tratamiento por calor y floculacion (por ejemplo, usando cloruro de bario). Los
antigenos pueden ser purificados en pasos cromatogréaficos y/o de precipitacion sucesivos. La PT y la FHa pueden
ser purificadas por, por ejemplo, cromatografia hidrofobica, cromatografia por afinidad y cromatografia de exclusién
por tamafio. La pertactina puede ser purificada por, por ejemplo, cromatografia de intercambio de iones,
cromatografia hidrofébica y cromatografia de exclusion por tamafo. La FHA y la pertactina pueden ser tratadas con
formaldehido antes del uso de acuerdo con la invencion. La PT es preferiblemente destoxificada por tratamiento con
formaldehido y/o glutaraldehido. como una alternativa a este procedimiento de destoxificacion quimica la PT puede
ser una PT mutante en la que la actividad enzimatica ha sido reducida por mutagénesis [31], pero se prefiere la
destoxificacion por tratamiento quimico.

Los antigenos de tosferina acelulares estan preferiblemente adsorbidos en uno o mas adyuvantes de sal de
aluminio. Como una alternativa, pueden ser afiadidos en un estado no adsorbido. Cuando se afiade pertactina esta
preferiblemente ya adsorbido en un adyuvante de hidréxido de aluminio. La Pty la FHA pueden estar adsorbidas en
un adyuvante de hidréxido de aluminio o un fosfato de aluminio. Se prefiere la adsorcion de todos de PT, FHA y
pertactina a hidroxido de aluminio.

Las composiciones incluiran tipicamente: 1-50 pg/dosis de PT; 1-50 pg/dosis de FHA; y 1-50 pg de
pertactina. Las cantidades preferidas son de alrededor de 25 pg/dosis de PT, alrededor de 25 pg/dosis de FHA y
alrededor de 8 pg/dosis de pertactina.

Asi como la PT, FHA y la pertactina, es posible incluir fimbrias (por ejemplo, aglutinégenos 2 y 3) en una
vacuna contra la tosferina acelular.

Vacuna contra el poliovirus inactivada

El poliovirus causa la poliomielitis. En lugar de usar la vacuna contra el poliovirus oral, la invencion usa la
IPV, como se divulga con mas detalle en el capitulo 24 de la referencia 1.

Los poliovirus pueden ser cultivados en cultivo celular, y un cultivo preferido usa una linea celular Vero,
derivada de rifion de higado. Las células Vero pueden ser convenientemente cultivadas en microportadores.
Después del crecimiento, los viriones pueden ser purificados usando técnicas como ultrafiltracion, diafiltracion, y
cromatografia. Antes de la administracion a pacientes, los poliovirus deben ser inactivados, y esto se puede
conseguir por tratamiento con formaldehido.
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La poliomielitis puede ser causado por uno de tres tipos de poliovirus. Los tres tipos son similares y causan
sintomas idénticos, pero son antigénicamente muy diferentes y al infeccion por un tipo no protege contra la infeccion
por los otros. Se prefiere por lo tanto usar tres antigenos de poliovirus en la invencion: poliovirus Tipo 1 (por ejemplo,
cepa Mahoney), poliovirus Tipo 2 (por ejemplo cepa MEF-1), y poliovirus Tipo 3 (por ejemplo cepa Saukett). Los
virus son preferiblemente cultivados, purificados e inactivados individualmente, y son después combinados para dar
una mezcla trivalente a granel para el uso con la invencién.

Las cantidades de IPV se expresan tipicamente en la unidad 'DU’' (la "unidad D-antigeno” [32]). Se prefiere
usar entre 1-100 DU por tipo viral por dosis, por ejemplo, alrededor de 80 DU del poliovirus Tipo 1, alrededor de 16
DU del poliovirus Tipo 2, y alrededor de 64 DU de poliovirus tipo 3.

Los antigenos de poliovirus estan preferiblemente no adsorbidos a ningin adyuvante de sal de aluminio
antes de ser usados para hacer las composiciones de la invencion, pero se pueden volver adsorbidos en
adyuvante(s) de aluminio en la composicion de la vacuna durante el almacenamiento.

Toxoide de difteria

La Corynebacterium diphtheriae causa la difteria. La toxina de la difteria puede ser tratada (por ejemplo
usando formalina o formaldehido) para eliminar la toxicidad mientras se mantiene la capacidad de inducir
anticuerpos anti-toxina especificos después de la inyeccion. Estos toxoides de difteria se usan en vacunas contra la
difteria, y se divulgan con mayor detalle en el capitulo 13 de la referencia 1. Los toxoides de difteria preferidos son
aquellos preparados por tratamiento con formaldehido. El toxoide de la difteria se puede obtener cultivando
C.diphtheriae seguido con tratamiento de formaldehido, ultrafiltracion y precipitacion. El material toxoide puede ser
entonces tratado por un proceso que comprende la filtracion y/o dialisis estéril.

Las cantidades de toxoide de difteria se pueden expresar en unidades internacionales (1U). Por ejemplo, la
NIBSC suministra el ' Diphtheria Toxoid Adsorbed Third International Standard 1999’ [33, 34] que contiene 160 U
por ampolla. Como una alternativa al sistema IU, la unidad 'Lf ("unidades floculantes" o la "dosis floculante de
limas") se define como la cantidad de toxoide que, cuando se mezcla con una Unidad Internacional de antitoxina,
produce una mezcla floculante 6ptima [35]. Por ejemplo , el NIBSC suministra el ' Diphtheria Toxoid, Plain’ [36], que
contiene 300 LF por ampolla, y también suministra el ' The 1st International Reference Reagent For Diphtheria
Toxoid For Flocculation Test' [37] que contiene 900 LF por ampolla.

Las composiciones tipicamente incluyen entre 20 y 80 Lf de toxoide de difteria, tipicamente alrededor de 50
Lf.

Por mediciones U, las composiciones incluiran tipicamente al menos 30 |U/dosis.
El toxoide de difteria esta preferiblemente adsorbido en un adyuvante de hidréxido de aluminio.

Toxoide de tétano

El Clostridium tetani causa el tétano. La toxina del tétano puede ser tratada para dar un toxoide protector.
Los toxoides se usan en las vacunas contra el tétano, y se divulgan con mayor detalle en el capitulo 27 de la
referencia 1. Los toxoides de tétano preferido son aquellos preparados por tratamiento con formaldehido. El toxoide
del tétano se puede obtener cultivando C.tetani en medio de crecimiento (por ejemplo, un medio Latham derivado de
caseina bovina), seguido por tratamiento de formaldehido, ultrafiltracion y precipitacion. El material puede ser
entonces tratado por un proceso que comprende filtracion y/o dialisis estéril.

Las cantidades de toxoide de tétano pueden ser expresadas en unidades internacionales (IU). Por ejemplo,
el NIBSC proporciona el 'Tetanus Toxoid Adsorbed Third International Standard 2000’ [38, 39], que contiene 469 U
por ampolla. Como una alternativa al sistema IU, la unidad 'Lf' ("unidades floculantes" o la "dosis floculante de
limas") se define como la cantidad de toxoide que, cuando se mezcla con una Unidad Internacional de antitoxina,
produce una mezcla floculante 6ptima [35]. Por ejemplo, el NIBSC proporciona el 'The 1st International Reference
Reagent for Tetanus Toxoid For Flocculation Test’ [40] que contiene 1000 LF por ampolla.

Las composiciones incluiran tipicamente entre 5 y 50 Lf de toxoide de difteria, tipicamente alrededor de 20
Lf.

Por mediciones U, las composiciones incluiran tipicamente al menos 40 IU/dosis.

El toxoide de tétano puede estar adsorbido en un adyuvante de hidréxido de aluminio, pero esto no es
necesario (por ejemplo, se puede usar adsorcion de entre el 0-10% del toxoide de tétano total).
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Antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B

El virus de la hepatitis B (HBV) es uno de los agentes conocidos que causa hepatitis virica. El virion del
HBV consiste de un ndcleo interno rodeado por un recubrimiento de proteina exterior o capside, y el nicleo virico
contiene el genoma de ADN virico. EI componente principal de la capside es una proteina conocida como antigeno
de superficie del HBV o , mas cominmente, 'HBsAgQ' que es tipicamente un polipéptido de 226 aminoacidos con un
peso molecular de ~24 kDa. Todas las vacunas contra la hepatitis B existentes contienen HBsAg, y cuando este
antigeno se administra a una vacuna normal estimula la produccion de anticuerpos anti-HBsAg que protegen contra
la infeccion del HBV.

Para la fabricacion de las vacunas, el HBsAg se ha hecho de dos maneras. El primer método implica
purificar el antigeno en forma de particulas del plasma de portadores de hepatitis B cronica, ya que se sintetizan
grandes cantidades de HBsAg en el higado y se liberan en el torrente sanguineo durante la infeccion por HBV. LA
segunda manera implica expresar la proteina por métodos de ADN recombinantes. El HBsAg para el uso con el
método de la invencion es preferiblemente expresado recombinantemente en células de levadura. Las levaduras
adecuadas incluyen, por ejemplo, huésped Saccharomyces (como S.cerevisiae) o Hanensula (como H.polymorpha).

El HBsAg esta preferiblemente no glicosilado. A diferencia del HBsAg nativo (es decir, en el producto
purificado del plasma), el HBsAg expresado en levadura estd generalmente no glicosilado, y esta es la forma mas
preferida de HBsAg para el uso con la invencion, porque es altamente inmunogénica y puede ser preparada sin el
riesgo de contaminacion del producto sanguineo.

El HBsAg estard generalmente en la forma de particulas sustancialmente esféricas (diAmetro medio de
alrededor de 20 nm), incluyendo una matriz lipidica que comprende fosfolipidos. Las particulas de HBsAg
expresadas en levadura pueden incluir fosfatidilinositol, que no se encuentra en los viriones de HBV naturales. Las
particulas pueden también incluir una cantidad no téxica de LPS para estimular el sistema inmune [41]. El HBsAg
preferido esta en la forma de particulas que incluyen una matriz lipidica que comprende fosfolipidos, fosfatidilinositol
y polisorbato 20.

Todos los subtipos conocidos de HBV contienen el determinante comun 'a’. Combinado con otros
determinantes y subdeterminantes, se han identificado nueve subtipos: aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4,
adrg- and adrg+. Ademas de estos subtipos, han emergido otras variantes, como mutantes de HBV que han sido
detectados en individuos inmunizados ("mutantes de escape"). El subtipo de HBV mas preferido para el uso con la
invencion es el subtipo adw2. Un HBsAG preferido tiene la siguiente secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO:1):

MENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGSPVCLGQONSQSPTSNHSPTSCPPI
CPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSTTTNTGPCKTCTTPAQGNSMEPS
CCCTKPTDGNCTCIPIPSSWAFAKYLWEWASVREFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSATIWMMWYWGPS
LYSIVSPFIPLLPIFFCLWVYI '

Esta secuencia difiere de las coincidencias de la base de datos mas cercana en el aminoacido 117,
teniendo un residuo Asn en lugar de Ser. La invencion puede usar la SEQ ID NO: 1, o una secuencia diferente de la
SEQ ID NO: 1 por hasta 10 (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10) sustituciones de amino&cidos individuales.

Ademas de la secuencia 's', un antigeno de superficie puede incluir toda o parte de una secuencia pre-S,
como toda o parte de una secuencia pre-S1 y/o pre-S2.

El HBsAg es expresado preferiblemente: (1) bajo el control de un promotor secuencia arriba de un gen de

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; y/o (2) con un terminador de la transcripcion ARG3 secuencia abajo.

El gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es un enzima glicolitico, y se ha descubierto que su promotor es
particularmente adecuado para controlar la expresion del HBsAg en la S.cerevisiae [24]. Un promotor de GAPDH
preferido comprende la siguiente secuencia de nucleétidos 1060-mer (SEQ ID NO: 2):

10
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AAGCTTACCAGTTCTCACACGGAACACCACTAATGGACACACATTCGAAATACTTTGACCCTATTTTC
GAGGACCTTGTCACCTTGAGCCCAAGAGAGCCAAGATTTAAATTTTCCTATGACTTGATGCAARATTCC
CAAAGCTAATAACATGCAAGACACGTACGGTCAAGAAGACATATTTGACCTCTTAACAGGTTCAGACG
CGACTGCCTCATCAGTAAGACCCGTTGAAAAGAACTTACCTGAAAAAAACGAATATATACTAGCGTTG
AATGTTAGCGTCAACAACAAGAAGTTTACTGACGCGGAGGCCAARGGCARAAAGATTCCTTGATTACGT
AAGGGAGTTAGAATCATTTTGAATAAAAAACACGCTTTTTCAGTTCGAGTTTATCATTATCAATACTG
CCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAARAAATTAG
CCTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCARRATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATC
GTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCCACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTG
GCATCCAGAAAAAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGT
CCATTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCARAARACGGGCACAACCTCAATGG
AGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGGCAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATT
TTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAARAAGGTTGARACCA
GTTCCCTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCT
GTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATAGTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACAC
CAAGAACTTAGTTTCGAATAAACACACATAAACAAACAAA

Esta secuencia difiere de la secuencia en la referencia 42 como sigue: (1) la sustitucion de A/C en el
nucleétido 42; (2) la sustitucion de T/A en el nucleétido 194; (3) la mutacién de C/A en el nucleétido 30-1; (4) la
insercion a en el nucledtido 471; (5) la sustitucion de C/T en el residuo 569; (6) la sustitucién de T/C en el residuo
597; ((7) la insercién de T en el nucledtido 604 (penta-T en lugar de tetra-T); y (8) el reemplazo de la secuencia 3'
GCTT con una Unica A.

La invencion puede usar esta secuencia promotora 1060-mer, o una secuencia que difiere de esta
secuencia 1060-mer por hasta 20 (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20)
mutaciones puntuales, cada mutacion puntual siendo la delecién, sustitucion o insercién de un Gnico nucledétido.

La secuencia 1060-mer esta preferiblemente inmediatamente secuencia abajo del codén de inicio de ATG
gue codifica el término N del HBSAG (SEQ ID NO: 3):

ARGCTTACCAGTTCTCACACGGAACACCACTAATGGACACACATTCGAAATACTTTGACCCTATTTTC
GAGGACCTTGTCACCTTGAGCCCAAGAGAGCCAAGATTTAAATTTTCCTATGACTTGATGCAAATTCC
CAAAGCTAATAACATGCAAGACACGTACGGTCAAGAAGACATATTTGACCTCTTAACAGGTTCAGACG
CGACTGCCTCATCAGTAAGACCCGTTGAAAAGAACTTACCTGAAARAAACGAATATATACTAGCGTTG
AATGTTAGCGTCAACAACAAGAAGTTTACTGACGCGGAGGCCAAGGCAAARAAGATTCCTTGATTACGT
AAGGGAGTTAGAATCATTTTGAATAAAAAACACGCTTTTTCAGTTCGAGTTTATCATTATCAATACTG
CCATTTCAAAGAATACGTAAATAATTAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTATTTAGTCAARAAAATTAG
CCTTTTAATTCTGCTGTAACCCGTACATGCCCARAATAGGGGGCGGGTTACACAGAATATATAACATC
GTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCCACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTG
GCATCCAGAAAARAAAAAGAATCCCAGCACCAAAATATTGTTTTCTTCACCAACCATCAGTTCATAGGT
CCATTCTCTTAGCGCAACTACAGAGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGGGCACAACCTCAATGG
AGTGATGCAACCTGCCTGGAGTAAATGATGACACAAGGCAATTGACCCACGCATGTATCTATCTCATT
TTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAARAAAAGGTTGAAACCA
GTTCCCTGAAATTATTCCCCTACTTGACTAATAAGTATATAAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCT
GTAAATCTATTTCTTAAACTTCTTAAATTCTACTTTTATAGTTAGTCTTTTTTTTAGTTTTAAAACAC
CAAGAACTTAGTTTCGAATAAACACACATAAACARACAAAATG. ..

El gen ARG3 en levadura codifica la enzima ornitina carbamoiltransferasa [43] y su secuencia de
terminacion de la transcripcion se ha usado en varios sistemas de expresion recombinantes de levadura [44, 45, 46].
Es ventajoso para el control de la expresién del HBsAg en levadura, particularmente en combinaciéon con un
promotor GAPDH.

El gen que codifica el HBsAg sera tipicamente un inserto en un plasmido. Un plasmido preferido incluye un
promotor GAPDH, seguido por una secuencia que codifica el HBsAg, seguido por un terminador ARG3. Los
plasmidos preferidos también pueden incluir uno, dos o los tres de (1) un marcador de seleccion LEU2; (2) una
secuencia plasmida de 2y; y/o (3) un origen de la replicaciéon funcional en Escherichia coli [46]. Por lo tanto los
plasmidos preferidos pueden actuar como vectores lanzadera entre la levadura y el E.coli.

Se prefiere un plasmido con entre 14500 y 15000 bp, por ejemplo, entre 14600 y 14700 bp.
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Donde se usa un marcador de seleccién LEU2 la célula huésped deberia ser LEU2™® (es decir, un
auxétrofo de leucina). La célula huésped puede ser un mutante leu2-3 leu2-112 . Caracteristicas adicionales de los
huéspedes de levadura preferidos son his3 y/o canl-11. Un huésped de levadura mas preferido es el leu2-3 leu2-
112 his3 canl1-11,, como la cepa DCS5.

Un método preferido para la purificacion del HBsAg implica, después de la disrupcion celular; ultrafiltracion;
cromatografia de exclusiéon por tamafo; cromatografia de intercambio de aniones; ultracentrifugacion; desalacion; y
filtracion estéril. Los lisados pueden ser precipitados después de la disrupcion celular (por ejemplo, usando un
polietilenglicol), dejando el HBsAg en la solucién, listo para la ultrafiltracion.

Después de la purificacion el HBsAg puede ser sometido a dialisis (por ejemplo con cisteina), que puede
ser usada para eliminar cualquier conservante mercurial como el timerosal que puede haber sido usado durante la
preparacion del HBsAg [47].

Las cantidades de HBsAg son tipicamente expresadas en microgramos, y una cantidad tipica de HBsAg por
dosis de vacuna esta entre 5y 5 ug, por ejemplo 10 pg/dosis.

Aunque el HBsAg puede estar adsorbido en un adyuvante de hidroxido de aluminio en la vacuna final
(como en el producto ENGERIX-B™ bien conocido), o puede permanecer no adsorbido, estara generalmente
adsorbido a un adyuvante de fosfato de aluminio [48].

Antigenos de la Haemophilus influenzae tipo b conjugados

LA Haemophilus influenzae tipo b (‘Hib") causa meningitis bacteriana. Las vacunas contra el Hib estan
basadas tipicamente en el antigeno sacérido capsular [por ejemplo, capitulo 14 de la referencia 1], la preparacion del
cual esta bien documentada [por ejemplo, referencias 49 a 58].

el sacarido de Hib puede estar conjugado a una proteina portadora para potenciar su inmunogenicidad,
especialmente en nifios. Las proteinas portadoras tipicas son el toxoide de tétano, toxoide de difteria, el derivado
CRM197 del toxoide de difteria, la proteina D de la H.influenzae, y un complejo de la proteina de la membrana
exterior del meningococo del serogrupo B. La proteina portadora en el conjugado del Hib es preferiblemente
diferente de la(s) proteina(s) portadora(s) en el(los) conjugado(s) meningocécico(s), pero se puede usar el mismo
portador en algunas realizaciones.

El toxoide de tétano es el portador preferido, como se usa en el producto referido cominmente como 'PRT-
T'. EI PRT-T puede ser hecho inactivando un polisacéarido capsular de Hib usando bromuro de cianégeno, acoplando
el sacéarido activado con un conector de &cido adipico (como (1-etil-3-(3-dimetilaminnopropil) carbodiimida),
tipicamente la sal de clorhidrato), y después reaccionando la entidad conector-sacarido con un proteina portadora de
toxoide de tétano.

La fraccién sacéarida del conjugado puede comprender fosfato de polirribosilribitol de longitud completa
(PRP) como se prepara de la bacteria del Hib, y/o fragmentos de PRP de longitud completa.

Se pueden usar conjugados de Hib con una proporcién sacérido:proteina (p/p) de entre 1:5 (es decir,
proteina en exceso) y 5:1 (es decir, sacarido en exceso) , por ejemplo, proporciones entre 1:2 y 5:1 y proporciones
entre 1:1.25 y 1:2.5. En las vacunas preferidas, sin embargo, la proporcién de peso del sacarido con la proteina
portadora esta entre 1:2 y 1:4, preferiblemente entre 1:2.5 y 1:3.5. En las vacunas donde el toxoide de tétano esta
presente tanto como un antigeno como una proteina portadora la proporcion de peso del sacarido con la proteina
portadora en el conjugado puede estar entre 1:0.3y 1:2 [59].

Las cantidades de conjugado de Hib se dan generalmente en términos de masa de sacarido (es decir, la
dosis del conjugado (portador + sacarido) en conjunto es méas alta que la dosis indicada) para evitar la variacion
debida a la eleccion del portador. Una cantidad tipica de sacarido de Hib por dosis esta entre 1-30 pug,
preferiblemente alrededor de 10 pug.

La administracion del conjugado de Hib resulta preferiblemente en una concentracién de anticuerpos anti-
PRP de = 0.15 pg/ml, y mas preferiblemente de = 1 pg/ml, y estos son los umbrales de respuesta estandar.

Los conjugados Hib pueden ser liofilizados antes de su uso de acuerdo con la invencién. También se
pueden afadir componentes adicionales antes del secado por congelacién, por ejemplo, estabilizadores. Los
estabilizadores preferidos para la inclusién son lactosa, sacarosa y manitol, asi como mezclas de los mismos, por
ejemplo, mezclas de lactosa/sacarosa, mezclas de sacarosa/manitol, etc. La vacuna final puede por lo tanto
contener lactosa y/o sacarosa. Usar una mezcla de sacarosa/manitol puede acelerar el proceso de secado.

Los conjugados de Hib pueden o pueden no estar adsorbidos a un adyuvante de sal de aluminio, se
prefiere no adsorberlos a un adyuvante de hidroxido de aluminio.
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Caracteristicas de las composiciones de lainvencion

Ademas del os componentes antigénicos descritos anteriormente, las composiciones de la invencion
incluirdn generalmente un componente no antigénico. EI componente no antigénico puede incluir portadores,
adyuvantes, excipientes, reguladores, etc., como se describe con mas detalle a continuacion. Estos componentes no
antigénicos pueden tener varias fuentes. Por ejemplo, pueden estar presentes en uno de los materiales antigénicos
0 adyuvantes que se usa durante la fabricacion o pueden ser afiadidos de forma separada a esos componentes.

Las composiciones preferidas de la invencion incluyen uno o mas portadores y/o excipientes farmacéuticos.

Para controlar la tonicidad, se prefiere incluir una sal fisiolégica, como una sal de sodio. Se prefiere el
cloruro sédico (NaCl), que puede estar presente en entre 1 y 20 mg/ml.

Las composiciones tendran generalmente una osmolalidad de entre 200 mOSm/kg y 400 mOsm/kg,
preferiblemente entre 240-360 mOsm/kg, y caerdn mas preferiblemente dentro del intervalo de 290-320 mOsm/kg.
Se ha informado anteriormente que la osmolalidad no tiene un impacto en el dolor causado por la vacunacion [60],
pero se prefiere a pesar de todo mantener la osmolalidad en este intervalo.

Las composiciones de la invencién pueden incluir uno o mas reguladores. Los reguladores tipicos incluyen,
un regulador de fosfato; un regulador Tris; un regulador de borato; un regulador de succinato; un regulador de
histidina; o un regulador de citrato. Los reguladores estaran tipicamente incluidos en el intervalo de 5-20 mM.

El pH de una composicién de la invencion estara generalmente entre 5.0 y 7.5, y mas tipicamente entre 5.0
y 6.0 para la estabilidad 6ptima, o entre 6.0 y 7.0.

Las composiciones de la invencidn son preferiblemente estériles.

Las composiciones de la invencion son preferiblemente no pirogénicas, por ejemplo, conteniendo <1 EU
(unidad de endotoxina, una medida estandar) por dosis, y preferiblemente <0.1 por dosis.

Las composiciones de la invencion estan preferiblemente libres de gluten.

En donde los antigenos estan adsorbidos, una composicién puede ser una suspension con una apariencia
turbia. Esta apariencia significa que la contaminacion microbiana no es facilmente visible, y por lo tanto la vacuna
preferentemente contiene un conservante. Esto es particularmente importante cuando la vacuna esta envasada en
contenedores multidosis. Los conservantes preferidos para la inclusion son 2-fenoxietanol y timerosal. Se
recomienda, sin embargo, no usar conservantes mercuriales (por ejemplo timerosal), cuando es posible. Se prefiere
que las composiciones de la invencidn contengan menos de alrededor de 25 ng/ml de mercurio.

La concentracion de cualquier sal de aluminio en una composicion de la invencién, expresada en términos
de AP**, es preferiblemente menos de 5 mg/ml, por ejemplo, <4 mg/ml, <3 mg/ml, £2 mg/ml, <1 mg/ml, etc.

Las composiciones de la invenciéon se administran preferentemente a pacientes en dosis de 0.5 ml. Se
entenderan que las referencias a dosis de 0.5 ml incluyen la varianza normal, por ejemplo 0.5 mI+0.05 ml.

La invencién puede proporcionar material a granel que es adecuado para envasarlo en dosis individuales,
que pueden entonces ser distribuidas para la administracién a apacientes. Las concentraciones mencionadas
anteriormente son tipicamente concentraciones en dosis envasada final, y por lo tanto las concentraciones en la
vacuna a granel pueden ser mas altas (por ejemplo, a ser reducidas a las concentraciones finales por dilucién).

El material residual de componentes antigénicos individuales puede también estar presente en cantidades
traza en la vacuna final producida por el proceso de la invencion. Por ejemplo, si se usa formaldehido para preparar
los toxoides de difteria, tétano y tosferina entonces el producto de la vacuna final puede conservar cantidades traza
de formaldehido (por ejemplo menos de 10 pg/ml, preferiblemente <5 pg/ml). Se pueden usar medios o
estabilizadores durante la preparacion del poliovirus (por ejemplo, Medio 199), y estos pueden ser llevados a la
vacuna final. De manera similar, los aminoéacidos libres (por ejemplo alanina, arginina, aspartato, cisteina y/o cistina,
glutamato, glutamina, glicina, histidina, prolina y/o hidroxiprolina, isoluecina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina y/o valina), vitaminas (por ejemplo colina, ascorbato, etc.), fosfato disédico,
fosfato monopotasico, calcio, glucaso, sulfato de adenina, rojo de fenol, acetato de sodio, cloruro de potasio, etc.
pueden ser mantenidos en la vacuna final a €100 pg/ml, preferiblemente <10 pg/ml, cada. Otros componentes de las
preparaciones de antigenos, como la neomicina (por ejemplo sulfato de neomicina, particularmente del componente
del IPV), polimixina B (por ejemplo sulfato de polimixina B, particularmente del componente del IPV), etc. también
pueden estar presente, por ejemplo en cantidades de sub-nanogramos por dosis.
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Un componente posible adicional de la vacuna final que se origina en las preparaciones de antigenos surge
de menos que la purificacion total de antigenos. Pueden por lo tanto estar presentes pequefias cantidades de
proteinas de B.pertussis, C.diphtheriae, C.tetani y/o S.cerevisiae y/o ADN genémico.

El componente del IPV se habra cultivado generalmente en células Vero. La vacuna final preferiblemente
contiene menos de 50 pg/ml de ADN de células Vero, por ejemplo, menos de 50 pg/ml de ADN de células Vero que
es 250 pares de base de longitud.

Adyuvantes

Las composiciones inmunogénicas preferidas de la invencion incluyen un adyuvante, y este adyuvante
preferiblemente comprende una o més sales de aluminio. y particularmente un adyuvante de fosfato de aluminio y/o
un adyuvante de hidréxido de aluminio. Los componentes antigénicos usados para preparar composiciones de la
invencion incluyen preferiblemente adyuvantes de aluminio antes de ser usados, es decir, son "pre-mezclados" o
"pre-adsorbidos" al adyuvante(s).

Los adyuvantes de aluminio actualmente en uso son referidos tipicamente como adyuvantes de "hidroxido
de aluminio" o como de "fosfato de aluminio”. Estos nombres de conveniencia, sin embargo, tampoco son un
descripcion precisa del compuesto quimico real que esta presente (por ejemplo ver capitulo 9 de la referencia 61).
La invencion puede usar cualquiera de las sales de "hidréxido" o "fosfato" que se usan en general como adyuvantes.

Los adyuvantes conocidos como "hidroxido de aluminio” son tipicamente sales de oxihidroxido de aluminio,
gue son al menos parcialmente cristalinos. El oxihidroxido de aluminio, que puede ser representado por la formula
AIO(OH), se puede distinguir de otros compuestos de aluminio, como el hidréxido de alumlnlo AI(OH)3 por
espectroscopia mfrarrOja (IR), en particular por la presencia de una banda de adsorcion a 1070 cm™ y un respaldo
fuerte a 3090-3100 cm™ (capitulo 9 de la referencia 61).

Los adyuvantes conocidos como “fosfato de aluminio" son tipicamente hidroxifosfatos de aluminio, a
menudo conteniendo también una pequefia cantidad de sulfato. Pueden ser obtenidos por precipitacion, y las
condiciones y concentraciones de reaccion durante la precipitacion pueden influenciar en el grado de sustitucion del
fosfato para el hidroxilo en la sal. Los hidroxifosfatos tienen generalmente una proporcion molar PO4/Al de entre 0.3
y 0.99. Los hidroxifosfatos pueden ser dlstlngwdos del AIPO, estricto por la presencia de grupos hidroxilo. Por
ejemplo, una banda de espectro IR a 3164 cm™ (por ejemplo cuando se calienta a 200° C) indica la presencia de
hidroxilos estructurales (capitulo 9 de la referencia 61).

La proporcion molar de PO4/AI*" de un adyuvante de fosfato de aluminio estard generalmente entre 0.3 y
1.2, preferiblemente entre 0.8 y 1.2, y més preferiblemente 0.95+0.1. El fosfato de aluminio ser4 generalmente
amorfo, particularmente por las sales de hidroxifosfato. Un adyuvante tipico es h|dr0X|fosfato de aluminio amorfo con
una proporcién molar PO4/Al entre 0.84 y 0.92, incluido en 0.6 mg de AI**/ml. El fosfato de aluminio estara
generalmente en forma de particulas. Los diametros tipicos de las particulas estan en el intervalo de 0.5-20 pm (por
ejemplo alrededor de 5-10 pm) después de cualquier adsorcion de antigeno.

El PZC del fosfato de aluminio esté inversamente relacionado con el grado de sustitucion del fosfato por
hidroxilo, y este grado de sustitucién puede variar dependiendo de las condiciones de reaccidon y concentraciéon de
los reactivos usados para preparar la sal por precipitacion. El PZC es también alterado cambiando la concentracion
de iones de fosfato libres en la solucion (mas fosfato = mas PZC 4cido) o afiadiendo un regulador como un regulador
de histidina (hace el PZC més basico). Los fosfatos de aluminio usados de acuerdo con la invencién tendran
generalmente un PZC de entre 4.0 y 7.0, més preferiblemente entre 5.0 y 6.5, por ejemplo alrededor de 5.7.

Una solucion de fosfato de aluminio usada para preparar una composicion de la invencién puede contener
un regulador (por ejemplo un regulador de fosfato o de histidina o un Tris), pero esto no es siempre necesario. La
solucién de fosfato de aluminio es preferiblemente estéril y libre de pir6genos. La solucion de fosfato de aluminio
puede incluir iones de fosfato acuosos libres, por ejemplo, presentes a una concentracién de entre 1.0 y 20 mM,
preferiblemente entre 5 y 155 mM, y mas preferiblemente de alrededor de 10 mM. La solucidn de fosfato de aluminio
puede también comprender cloruro sédico. La concentracion de cloruro sodico esta preferiblemente en el intervalo
de 0.1 a 100 mg/ml (por ejemplo 0.5-50 mg/ml, 1-20 mg/ml, 2-10 mg/ml) y es mas preferiblemente de 3+1 mg/ml. La
presencia de NacCl facilita la medicion correcta del pH antes de la adsorcion de los antigenos.

Métodos de tratamiento y Administracion de la vacuna

La invencion implica la co-administracion de antigenos de diferentes patdégenos. Estos antigenos son co-
administrados por separado a un paciente (por ejemplo en sitios diferentes), pero sustancialmente al mismo tiempo
entre si, por ejemplo, durante la misma consulta con un médico u otro proveedor de cuidado de la salud. La
administracion de diferentes vacunas conjugadas simultaneamente pero en sitios diferentes puede evitar efectos de
supresion potenciales vistos cuando los conjugados comparten una proteina portadora.
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Las composiciones de la invencidon son adecuadas para la administracién a pacientes humanos, y la
invencién proporciona un método de promover una respuesta inmune en un paciente, comprendiendo el paso de
administrar una composicion de la invencion al paciente.

Los pacientes preferidos para recibir las composiciones de la invencién son de menos de 2 afios,
preferiblemente de entre 0-12 meses de edad. Un grupo particular de pacientes es de entre 1 y 3 meses de edad, y
no ha recibido previamente una vacuna conjugada meningocécica. Otro grupo de pacientes es de entre 3 y 5 meses
de edad y ha recibido previamente una inmunizacién de toxoide de difteria.

Para tener una eficacia completa, un programa de inmunizacién primario tipico para un nifio puede implicar
administrar mas de una dosis. Por ejemplo, las dosis pueden ser a: 0, 2 y 4 meses (el momento 0 siendo la primera
dosis); 0, 1y 2 meses; 0y 2 meses; 0, 2 y 8 meses; etc. La primera dosis (momento 0) puede ser administrada a
alrededor de 2 meses de edad, o algunas veces (por ejemplo, en un programa de 0-2-8 meses) en torno a 3 meses
de edad.

Las composiciones pueden ser también usadas como dosis de refuerzo, por ejemplo para nifios, en el
segundo afio de vida.

Las composiciones de la invenciéon pueden ser administradas por inyeccion intramuscular, por ejemplo en el
brazo, pierna o nalga. En donde se usa administracién separada, como en el presente caso, es tipico el inyectar
composiciones en extremidades opuestas, por ejemplo inyectar tanto en el brazo izquierdo como el derecho.

Donde las composiciones de la invencién incluyen un adyuvante basado en aluminio, puede tener lugar
durante el almacenamiento el asentamiento de los componentes. La composicion debe ser por lo tanto acudida
antes de la administracion a un paciente. La composicion agitada serd generalmente una suspension blanca tarbida.

Envasado de las composiciones de lainvencién

Las composiciones de la invencion pueden ser colocadas en contenedores para su uso. Los contenedores
adecuados incluyen frascos y jeringuillas desechables (preferiblemente estériles).

Cuando una composicion de la invencion es envasada en frascos, estos estan hechos preferiblemente de
material de cristal o plastico. El frasco es preferiblemente esterilizado antes de que se le afiada la composicion. Para
evitar problemas con pacientes sensibles al latex, los frascos son preferiblemente sellados con un tapoén libre de
latex. El frasco puede incluir una Unica dosis de vacuna, o puede incluir mas de una dosis (un ‘frasco multidosis'), por
ejemplo 10 dosis. Cuando se usa un frasco multidosis, cada dosis debera ser extraida con una aguja y jeringuilla
estériles bajo condiciones asépticas estrictas, teniendo cuidado de evitar contaminar los contenidos del frasco. Los
frascos preferidos estan hechos de cristal incoloro.

Un frasco puede tener una tapa (por ejemplo un cierre Luer) adaptado de tal forma que una jeringuilla pre-
llenada pueda ser insertada en la tapa, los contenidos de la jeringuilla pueden ser expulsados al frasco (por ejemplo
para reconstituir el material liofilizado en el mismo) y los contenidos del frasco pueden ser retirados de nuevo a la
jeringuilla. Después de la retirada de la jeringuilla del frasco, se puede unir entonces una aguja y la composicion
puede ser administrada a un paciente. La tapa esta preferiblemente localizada dentro de un sello o cobertura, de tal
forma que el sello o cobertura tiene que ser removida antes de que se pueda acceder a la tapa.

Cuando la composicion esta envasada en una jeringuilla, la jeringuilla tendr4 normalmente una aguja unida
a ella, aunque se puede suministrar una aguja separada con la jeringuilla para el montaje y el uso. Se prefieren las
agujas de seguridad. Son tipicas las agujas de 1-pulgada calibre 23, 1 pulgada calibre 25 y 5/8 de pulgada calibre
25. Las jeringuillas se pueden proporcionar con etiquetas despegables en la que se pueden imprimir el nimero de
lote y la fecha de caducidad de los contenidos, para facilitar el mantenimiento de un registro. El émbolo en la
jeringuilla tiene preferiblemente un tope para evitar que el émbolo sea retirado accidentalmente durante la
aspiracion. Las jeringuillas pueden tener una tapa y/o émbolo de goma de latex. Las jeringuillas desechables
contienen una Unica dosis de vacuna. La jeringuilla tendra generalmente una tapa en la punta para sellar la punta
antes de su unidn a una aguja, y la tapa de la punta esta preferiblemente hecha de goma de butilo. Si la jeringuilla y
la aguja son envasadas de forma separada, entonces la aguja esta preferiblemente equipada con un escudo de
goma de butilo. Se prefiere la goma de butilo gris. Las jeringuillas preferidas son las comercializadas bajo el nhombre
comercial "Tip-Lok"™.

Cuando se usa un contenedor de cristal (por ejemplo una jeringuilla o un frasco, se prefiere usar un
contenedor hecho de un cristal de borosilicato en lugar de uno de cristal sédico-célcico.

El kit de la invencion comprende composiciones inmunogénicas separadas, y estas compaosiciones se
administran por separado (por ejemplo en sitios diferentes), pero sustancialmente al mismo tiempo. Cuando las
composiciones se han de mezclar, se prefiere que al menos una de ellas esté inicialmente en forma acuosa y una
esté inicialmente en forma liofilizada, de tal forma que la composicion liofilizada sea reactivada por la composicion
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acuosa en el momento del uso. Cuando hay presente un componente liofilizado, comprendera tipicamente uno o
mas antigenos sacaridos conjugados.

Las composiciones para la inclusion separada en kits de la invencién incluyen: una composicion que
comprende un antigeno conjugado de MenC; una composicién que comprende un antigeno conjugado neumocacico;
una composicién que incluye antigeno(s) de B.pertussis acelular(es) y un antigeno de poliovirus inactivado; y una
composicion que incluye un conjugado de Hib.

La composicion que incluye antigeno(s) de B.pertussis acelular(es) también incluye un toxoide de difteria y
un toxoide de tétano. También incluye un HbsAg y un IPV. Por lo tanto una composicion del kit podria ser una
composicion D-T-Pa-HBsAg-IPV pentavalente, o un componente D-T-Pa-HBsSAG-IPV-Hib liquido completo.

Cada composicion en el kit puede ser almacenada por separado, por ejemplo en un frasco o jeringuilla
separado. También es posible suministrar una composicién en una jeringuilla y las otras en frascos. Cuando los
componentes son para ser mezclados extemporaneamente en el momento del uso, una disposicion alternativa para
tener contenedores separados es usar un contenedor multi-camara. Una jeringuilla multi-camara permite que las
composiciones individuales sean mantenidas de forma separada durante el almacenamiento, pero se mezclen a
medida que el émbolo de la jeringuilla es activado.

Programas de inmunizacién

Como se ha mencionado anteriormente un programa de inmunizaciéon primario tipico para un nufio implica
administrar mas de una dosis. Por ejemplo, las dosis pueden ser a: 0, 2 y 4 meses (el momento 0 siendo la primera
dosis); 0, 1 y 2 meses; 0y 2 meses, etc. La primera dosis (momento 0) es habitualmente a alrededor de 2 meses de
edad.

Se ha descubierto que un programa de 2 dosis (por ejemplo cada dos meses) no es inferior a un programa
de 3 dosis més caro (por ejemplo separacion de 1 mes). Las vacunas no meningocécicas normales se pueden dar
entre las 2 dosis del programa de 2 dosis.

Un método de tratar un paciente que ha recibido previamente (i) una Unica dosis de un sacarido capsular
del serogrupo C de la N.meningitidis y (i) mas de una dosis de uno o mas de un antigeno de B.pertussis acelular,
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B yo poliovirus inactivado, puede comprender administrar al paciente
una dosis adicional de un sacéarido capsular del serogrupo C de la N.meningitidis. La dosis de MenC adicional puede
ser co-administrada con otros antigenos como se ha descrito anteriormente.

Un método para desarrollar una respuesta inmune en un paciente, puede comprender los pasos de: (i) co-
administrar al paciente un sacérido capsular del serogrupo C de la N.meningitidis y uno o méas de un antigeno de la
B.pertussis acelular, antigeno de superficie del virus de la hepatitis B y/o poliovirus inactivado; después (i)
administrar al paciente uno o mas de un antigeno de la B.pertussis acelular, antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B y/o poliovirus inactivado, sin co-administrar un sacarido capsular del serogrupo C de la N.meningitidis; y
(i) co-administrar al paciente un sacarido capsular del serogrupo C de la N.meningitidis y uno o mas de un antigeno
de B.pertussis acelular, antigeno de superficie del virus de la hepatitis B y/o poliovirus inactivado. Los pasos (i), (i) y
(iii) se realizan preferiblemente en secuencia a intervalos de al menos un mes. Pueden ser realizados a alrededor de
2 meses de edad, a alrededor de 3 meses y a alrededor de 4 meses. El método puede convenientemente ser
implantado por la administracion de: (i) una primera vacuna y una segunda vacuna; (ii) la segunda vacuna pero no la
primera vacuna,; y (iii) la primera vacuna y la segunda vacuna.

En un programa alternativo, los pasos (ii) y (ii) pueden ser invertidos, es decir un paciente recibe la vacuna
del serogrupo C en la primera y segunda visitas, pero no en la tercera visita.

General

El término "comprende" abarca "incluye" asi como "consiste", por ejemplo "comprende" X puede consistir
exclusivamente de X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X + Y.

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente" por ejemplo una composicidon que esta
"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando es necesario, la palabra
"sustancialmente” puede ser omitida de la definicion de la invencion.

El término "alrededor" en relacidn a un valor numérico x significa, por ejemplo x+10%.
A menos que se afirme especificamente, un proceso que comprende un paso de mezclar dos 0 mas
componentes no requiere ningun orden especifico de mezclado. Por lo tanto los componentes se pueden mezclar en

cualquier orden. Cuando hay tres componentes se pueden combinar dos componentes entre si, y después la
combinacion puede ser combinada por el tercer componente, etc.
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Cuando un antigeno se describe como estando "adsorbido" a un adyuvante, se prefiere que al menos el
50% (por peso) del antigeno esté adsorbido, por ejemplo 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o mas. Se prefiere
gue el toxoide de difteria y el toxoide de tétano estén ambos totalmente adsorbidos, es decir, ninguno es detectable
en el sobrenadante. También se prefiere la adsorcion total del HBsAg.

Las cantidades de conjugados son generalmente dadas en términos de masa de sacarido (es decir la dosis
del conjugado (portador + sacarido) en su conjunto es mas alta que la dosis indicada) para evitar la variacion debida
a la eleccion del portador.

Las proteinas portadoras tipicas para el uso en conjugados son las toxinas bacterianas, como la toxina de
la difteria [por ejemplo, ver capitulo 13 de la referencia 1; referencias 26-65] (0 su mutante CRM197 [66-69]) y la
toxina del tétano, habitualmente en forma toxoide (por ejemplo obtenido por tratamiento con un agente quimico
inactivante, como la formalina o el formaldehido), Otras proteinas portadoras adecuadas incluyen, pero no estan
limitadas a, proteina de la membrana exterior de la N.meningitidis [70], péptidos sintéticos [71, 72], proteinas de
choque térmico [73, 74], proteinas de tosferina [75, 76], citocinas [77], linfocinas [77], hormonas [77], factores de
crecimiento [77], proteinas artificiales comprendiendo epitopos de células CD4'T humanas miuiltiples de varios
antigenos derivados de patégenos [78] como el N19 [79], la proteina D de la H.influenzae [80-82], neumolisina [83]
proteina de superficie neumocécica PspA [84], proteinas de captacion de hierro [85], toxina A o B de la C.difficile
[86], etc.

Cuando se usan materiales animales (y particularmente bovinos) en el cultivo de células, deben ser
obtenidos de fuentes que estén libres de encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs), en particular libres de
encefalopatia espongiforme bovina (BSE).

MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

Se entendera que la invencion se describirdA a modo de ejemplo solamente, y que se pueden hacer
modificaciones mientras se permanece dentro del &mbito de la invencion.

Tres dosis alos 2,4 & 6 meses

Se disefié un estudio para evaluar la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna MENJUGATE™ (sacarido
capsular del serogrupo C meningococico conjugado) cuando se da junto con la vacuna PREVNAR™ (sacarido
capsular neumocdcico 7-valente conjugado) y/o el producto INFANRIX-HEXA™ (D-T-Pa-HBsAg-IPV-Hib).

Se asignaron 992 bebés, de 2 meses de edad en el momento del reclutamiento, a uno de los tres grupos de
vacunacion, recibiendo: (1) PREVNAR™ mas INFANRIX-HEXA™; (2) MENJUGATE™ mas INFANRIX-HEXA™; o
(3) MENJUGADO™ mas PREVANR™ mas INFANRIX-HEXA™. Las vacunas se administraron concomitantemente,
pero en sitios de inyeccion separados. El estudio se realizg, con las vacunas siendo administradas a las edades de
2,4y 6bmeses.

El eritema local, la induracion y la hinchazon fueron ligeramente inferiores en el grupo 3 que en el grupo 2
(tipicamente alrededor de un 5% menos de reacciones); la sensibilidad fue la misma en ambos grupos. Las
reacciones sistémicas fueron similares en todos los grupos, pero fueron tipicamente menores en el grupo 2, aunque
la diarrea fue inferior en el grupo 3. En todos los casos, sin embargo, las vacunas fueron bien toleradas y fueron
seguras.

Para evaluar la inmunogenicidad, se midieron titulos bactericidas (BCA) contra MenC en dos muestras
sanguineas de cada sujeto: la primera se tom6 en el momento de la primera dosis de vacuna; la segunda se tomo 4-
6 semanas después de la tercera dosis. El ensayo BCA us6 complemento humano.

Los resultados inmunolégicos del estudio eran inciertos, porque Buttery y otros [11] habian informado
anteriormente que los conjugados del serogrupo C meningocécicos eran inmunoldgicamente incompatibles con los
conjugados multivalentes neumocdcicos. Por el contrario, sin embargo, el estudio de la presente invencion mostré
que el 100% de los sujetos en los grupos (2) y (3) alcanzaron un titulo bactericida protector (es decir, un aumento de
titulos BCA de 21:8 en las dos muestras sanguineas) contra el serogrupo C de la N.meningitidis. Ademas las GMTs
entre los grupos fueron practicamente idénticas, mostrando que ninguno de los varios componentes de la vacuna no
de MenC interfiere con la inmunogenicidad del conjugado de MenC.

Los resultados del BCA fueron como sigue:
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Grupo de lavacuna 2 3 Diferencia/ Proporcion

% con 21:8 de incremento en
GMTs de BCA

100% (98-100%) | 100% (99-100%) 0% (-1%-2%)

GMT del BCA en la segunda
muestra

572 (473-690) | 565 (465-686) 0.99 (0.75-1.3)

La inmunogenicidad de los componentes del INFANRIX HEXA™ no se vio afectada. Los titulos de
anticuerpos en la segunda muestra sanguinea contra D, T, P, Hib y HBSAG se midieron por ELISA. Los titulos de
anticuerpos contra el poliovirus se midieron por la prueba de neutralizacion estandar. Los resultados fueron como

sigue:

Antigeno Criterio Grupo 3 | Grupo 2 | Diferencia
Difteria >0.1 IU/mL 100% 100% 0%
Tétano =0.1 IU/mL 100% 100% 0%

Tosferina 2 aumento de 4 87% 89% 2%

veces
Hib >0.15 mg/mL 96" 99% -3%
HBsAg 210 mIU/mL 99% 99% 0%
Poliovirustipo 1 21:8 99% 100% 0%
Poliovirustipo 2 21:8 100% 100% 0%
Poliovirustipo 3 >1:8 99% 100% 0%

Antigeno Criterio Grupo 1 | Grupo 2 | Diferencia
Difteria =0.1 IU/mL 100% 100% 0%
Tétano =0.1 IU/mL 100% 100% 0%

Tosferina Zincrementode| g5, 89% -3%

4 veces
Hib 20.15 mg/mL 98% 99% 0%
HBsAg 210 mIU/mL 98% 99% 2%
Poliovirustipo1 >1:8 99% 100% 1%
Poliovirustipo 2 21:8 100% 100% 0%
Poliovirustipo3 21:8 99% 100% 1%

La inmunogenicidad de los componentes de PREVNAR™ no se vio afectada significativamente. Los
porcentajes de pacientes con titulos ELISA =0.15 pg/mL en la segunda muestra sanguinea fueron como sigue:
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Serotipo | Grupo 3 | Grupo 1 | Diferencia

4 95% 96% 0%

6B 91% 92% -1%

14 94% 96% -2%

Vv 95% 97% -2%

18C 96% 94% -3%

19F 94% 97% -3%

23F 91% 95% -3%

Por lo tanto la respuesta inmune contra el sacarido de MenC no fue inferior en los grupos (2) y (3) en
comparacion con el grupo (1). La respuesta inmune contra los antigenos hexavalentes fue similar en los tres grupos.
Por lo tanto la respuesta inmune contra el sacarido neumocdcico no fue inferior en el grupo (3) en comparacion con
el grupo (1). Estos resultados son consistentes con la referencia 3.

Comparacion de programas de 2 dosis y de 3 dosis

El INFANRIX-HEXA™ puede ser administrado de acuerdo a un programa primario de 3 dosis alos 2,3 y 4
meses de edad. Como las vacunas conjugadas pueden ser inhibidas por la co-administracién con antigenos de
tosferina acelulares, se disefi6 un estudio para evaluar la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna
MENJUGATE™ cuando se da junto con el producto INFANRIX-HEXA™ con este programa de 3 dosis. El conjugado
meningocécico fue o co-administrado con las tres dosis hexavalentes (es decir a los 2, 3 y 4 meses de edad) o fue
administrada sélo con la primera y la tercera (es decir a los 2 y 4 meses). Las respuestas de memoria contra el
conjugado meningocdcico se evaluaron administrando una mezcla no conjugada de los sacaridos de los serogrupos
Ay C alaedad de 12 meses, al mismo tiempo que una dosis adicional de INFANRIX-HEXA™, con la sangre siendo
extraida 7 ¢ 28 dias después.

Se asignaron 241 bebés, de 7-11 semanas de edad en el reclutamiento, a uno de los cuatro grupos de
vacunacion, recibiendo: (1) MENJUGATE™ mas INFANRIX-HEXA™ de acuerdo con el programa de 3 dosis,
seguido por A/C no conjugado e INFANRIX-HEXA™ a los 12 meses, con extraccion sanguinea 1 semana después;
(2) lo mismo que el grupo (1) pero con extraccion sanguinea 28 dias después del A/C no conjugado; (-)
MENJUGATE™ mas INFANRIX-HEXA™ de acuerdo con el programa de 2 dosis, con el INFANRIX-HEXA™ siendo
también administrado a los 3 meses de edad, seguido por A/C no conjugado e INFANRIX-HEXA™ a los 12 meses,
con extraccion sanguinea 1 semana después; (4) lo mismo que el grupo (3) pero con extraccion sanguinea 28 dias
después del A/C no conjugado. Cuando se administr6 mas de una dosis al mismo tiempo, fueron administradas
concomitantemente pero en sitios de inyeccién separados.

No se observd diferencia clinicamente relevante en la reactogenicidad local entre los grupos y vacunas del
tratamiento. Después de la vacunacion del MenPS A/C y la cuarta inyeccion de la vacuna hexavalente a los 12
meses, proporciones mas altas de sujetos en cada grupo experimentaron reacciones locales en comparacion a
después de la primera, segunda y tercera inyeccion con cualquiera de la vacuna hexavalente o el Menjugate™. La
mayoria de las reaccion locales tuvieron lugar en el plazo de dos dias posteriores a la inyecciéon y se calificaron
como leves o moderadas. Ningin sujeto informo de una reaccion local severa al conjugado meningocécico.

La incidencia de las reacciones sistémicas solicitadas, cuando se sumo para todas las inyecciones, fue
similar entre los cuatro grupos de tratamiento. En la visita 2, que permiti6 comparar las reacciones sistémicas
después de la co-administracion del Menjugate™ con la vacuna hexavalente (grupos 1 y 2) a las reacciones
después de sélo la vacuna hexavalente (grupos 3 y 4), no se observé diferencia clinicamente relevante. La mayoria
de las reacciones sistémicas tuvieron lugar entre las 6 horas y los 2 dias posteriores a la inyeccién. Ningun sujeto
experimentoé temperatura rectal 240.5° C.

Un mes después de la inmunizacién primaria con Menjugate™, el porcentaje de vacunas que mostraban
titulos SBA protectores (titulo=8) fue del 98% y del 100% para los programas de inmunizacién de 2 dosis y 3 dosis
respectivamente. Los titulos SBA protectores persistieron en el 89% (grupo de 2 dosis), frente al 95% (grupo de 3
dosis) a los 8 meses después de la vacunacion. Ambos programas de inmunizacion indujeron un aumento de mas
de 100 veces en los titulos medios geométricos SBA medidos un mes después de las inmunizaciones 2 6 3.

En el momento de una Unica dosis de desafio de MenPS A/C, los sujetos estimulados con cualquiera de los

programas de inmunizacién del Menjugate™, mostraron un incremento de 15 veces o mas de las GMTs SBA en
comparacioén con el pre-desafio. Esto se compara con un aumento de 1,09 veces observado cuando se administré
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una Unica dosis de MenPS A/C en bebés de 12 meses de edad no estimulados en un grupo de control histérico de
un estudio previo. El SBA determin6 28 dias después del desafio con MenPS A/C las GMTs (grupos 2 y 4) tendian a
ser mas altas en comparacion con las determinadas en el dia 7 (grupos 1y 3).

Por lo tanto la reactogenicidad y otros perfiles de seguridad fueron similares entre los cuatro grupos de
vacunacion.

Las GMCs de la linea de base de los anticuerpos contra el antigeno de superficie de la Hepatitis B fueron
similares en sujetos en los grupos de los programas de 2 dosis y 3 dosis (8.61 1U/l y 5.93 IU/l). Al de un mes
después de las inmunizaciones primarias, estas habian aumentado 52 veces y 96 veces respectivamente, y habia
concentraciones de anticuerpos protectores de =10 U/l presentes en el 99% de los sujetos de cada grupo.

Por lo tanto dos inyecciones de conjugado meningocécico, administradas a los 2 y 4 meses de edad,
estimularon el sistema inmune para memoria inmunoldgica en bebés sanos. El 98% de los sujetos en los grupos de
2 dosis y el 100% de los sujetos en el grupo de 3 dosis alcanzaron un titulo hBCA de =1:8. La respuesta inmune
inducida por el programa de 2 dosis puede ser considerado como no inferior al inducido por el programa de 3 dosis.
EL 99% de todos los sujetos desarrollaron titulos 210 U/l en respuesta al componente de la hepatitis B de la
vacunacion hexavalente, demostrando asi no interferencia con o el programa meningocécico de 2 dosis o el de 3
dosis.

En conclusién, un programa de 2 dosis de conjugado meningocdcico, cada dos meses en bebés por debajo
de 1 afio de edad, fue inmunogénica e indujo memoria inmunolégica cuando se da junto con la vacuna hexavalente.
El programa de inmunizacion de 2 dosis para el MenC no es inferior al programa de 3 dosis. No hay evidencia de
una inmunogenicidad reducida de los antigenos D, T, aP, IPV, HBV o Hib co-administrados.

Se puede dar una dosis de refuerzo de conjugado meningocécico a estos pacientes en el segundo afio de
vida.

Inmunizaciéon de D-T-aP-HBV-Hib-MenC 7-valente a bebés

En apoyo de los resultados descritos anteriormente, la referencia 87 informa de un estudio del uso
concurrente de vacuna conjugada meningocécica C (NEISVAC-C™), con un portador de toxoide de tétano) con
combinaciones basadas en DTaP, de acuerdo con dos programas de vacunacién, uno de los cuales incluia
vacunacion contra la hepatitis B al nacimiento. Se asignaron al azar bebes sanos para recibir o (i) D-T-aP-HBV-
IPV/Hib (INFANRIX HEXA™) a los 2, 4 y 6 meses o (ii) HBV al nacimiento seguido por INFANRIX HEXA™ a los 2 y
6 meses pero D-T-aP-IPV-Hib a los 4 meses. En ambos grupos, se co-administraron dos dosis de conjugado MenC-
TT a los 2 y 6 meses, y se compararon con 3 dosis de conjugado MenC-CRM197 (MENINGITEC™) co-
administradas a los 2, 4, y 6 meses con INFANRIX HEXA™.

Todos los recipientes de NEISVAC-C™ tenian concentraciones seroprotectoras de anticuerpos anti-PRP 1
mes después de la tercera dosis de vacuna y todos tenian titulos SBA-MenC =1:8 después de la segunda dosis de
NEISVAC-C™. Estas respuestas no fueron inferiores a las vistas después de 3 dosis de DTaP-HBV-IPV/Hib y
MENINGITEC™. Las GMCs de los anticuerpos anti-PRP fueron significativamente mas altas en las vacunas
NEISVAC-C™ que en las vacunas MENINGITEC™. Las respuestas inmunes contra todos los otros antigenos co-
administrados fueron incolumes, con proporciones de seroproteccion/seropositividad de =98.1% en las vacunas
NEISVAC-C™,

Todos los programas fueron bien tolerados, sin diferencias en la reactogenicidad entre los grupos de
estudio.

Por lo tanto se concluy6 la co-administracion de D-T-aP-HBV-IPV/Hib o D-T-aP-IPV/Hib con dos dosis de
un conjugado de MenC con un portador de toxoide de tétano era segura, bien tolerada e inmunogénico, sin deterioro
de la respuesta de los antigenos co-administrados.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> NOVARTIS VACCINES & DIAGNOSTICS GmbH & Co. KG

<120> VACUNACION MULTIPLE INCLUYENDO MENINGOCOCO DEL SEROGRUPO C

<130> P050743EP

<150> PCT/IB2006/002861
<151> 2006-09-01

<150> USSN 60/713, 801
<151> 2005-09-01

<150> USSN 60/750, 894
<151> 2005-12-16

<160> 3

<170> SeqWin99, versién 1.02
<210>1

<211> 226

<212> PRT

<213> Virus de la Hepatitis B

<400> 1
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Met Glu Asn Ile Thr Ser Gly Phe Leu Gly Pro Leu Leu Val Leu Gln
Ala Gly Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln Ser Leu
20 25 30

Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu Asn Phe Leu Gly Gly Ser Pro Val Cys
35 40 45

Leu Gly Gln Asn Ser Gln Ser Pro Thr Ser Asn His Ser Pro Thr Ser
50 55 60

Cys Pro Pro Ile Cys Pro Gly Tyr Arg Trp Met Cys Leu Arg Arg Phe
65 70 75 80

Ile Ile Phe Leu Phe Ile Leu Leu Leu Cys Leu Ile Phe Leu Leu Val
85 90 95

Leu Leu Asp Tyr Gln Gly Met Leu Pro Val Cys Pro Leu Ile Pro Gly
100 105 110

Ser Thr Thr Thr Asn Thr Gly Pro Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro Ala
115 120 125

Gln Gly Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr Lys Pro Thr Asp
130 135 140

Gly Asn Cys Thr Cys Ile Pro Ile Pro Ser Ser Trp Ala Phe Ala Lys
145 150 155 160

Tyr Leu Trp Glu Trp Ala Ser Val Arg Phe Ser Trp Leu Ser Leu Leu
165 170 175

Val Pro Phe Val Gln Trp Phe Val Gly Leu Ser Pro Thr Val Trp Leu

180 185 190
Ser Ala Ile Trp Met Met Trp Tyr Trp Gly Pro Ser Leu Tyr Ser Ile
195 200 205
Val Ser Pro Phe Ile Pro Leu Leu Pro Ile Phe Phe Cys Leu Trp Val
210 215 220
Tyr Ile
225
<210> 2
<211> 1060
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 2
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aagcttacca
ctattttcga
acttgatgca
ttgacctctt
tacctgaaaa
ctgacgcgga
gaataaaaaa
atacgtaaat
ttaattctgc
catcgtaggt
ctttttaagc
ccaaccatca
aggcaaaaaa
acaaggcaat
gctctctctg
cccctacttg
atttcttaaa
caagaactta

gttctcacac
ggaccttgtc
aattcccaaa
aacaggttca
aaacgaatat
ggccaaggca
cacgcttttt
aattaatagt
tgtaacccgt
gtctgggtga
tggcatccag
gttcataggt
cgggcacaac
tgacccacgce
atttggaaaa
actaataagt
cttcttaaat
gtttcgaata

<210> 3

<211> 1063

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 3

aagcttacca
ctattttcga
acttgatgca
ttgacctctt
tacctgaaaa
ctgacgcgga
gaataaaaaa
atacgtaaat
ttaattctge
catcgtaggt
ctttttaagc
ccaaccatca
aggcaaaaaa
acaaggcaat
gctctctctg
ccecctacttg
atttcttaaa
caagaactta

gttctcacac
ggaccttgtc
aattcccaaa
aacaggttca
aaacgaatat
ggccaaggca
cacgcttttt
aattaatagt
tgtaacccgt
gtctgggtga
tggcatccag
gttcataggt
cgggcacaac
tgacccacgce
atttggaaaa
actaataagt
cttcttaaat
gtttcgaata
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ggaacaccac
accttgagcce
gctaataaca
gacgcgactg
atactagcgt
aaaagattcc
cagttcgagt
agtgattttc
acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattetctt
ctcaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctactttta
aacacacata

ggaacaccac
accttgagcc
gctaataaca
gacgcgactg
atactagcgt
aaaagattcc
cagttcgagt
agtgattttc
acatgcccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
ccattctctt
ctcaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctactttta
aacacacata

taatggacac
caagagagcc
tgcaagacac
cctcatcagt
tgaatgttag
ttgattacgt
ttatcattat
ctaactttat
aatagggggc
cctggcatcc
aatcccagca
agcgcaacta
tgatgcaacc
ctcattttct
aaaggttgaa
ggtaggtatt
tagttagtct
aacaaacaaa

taatggacac
caagagagcc
tgcaagacac
cctcatcagt
tgaatgttag
ttgattacgt
ttatcattat
ctaactttat
aatagggggc
cctggcatcc
aatcccagca
agcgcaacta
tgatgcaacc
cteattttct
aaaggttgaa
ggtaggtatt
tagttagtct
aacaaacaaa
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acattcgaaa
aagatttaaa
gtacggtcaa
aagacccgtt
cgtcaacaac
aagggagtta
caatactgcc
ttagtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaacag
tgcctggagt
tacaccttct
accagttccc
gattgtaatt
tttttttagt

acattcgaaa
aagatttaaa
gtacggtcaa
aagacccgtt
cgtcaacaac
aagggagtta
caatactgcc
ttagtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaacag
tgcctggagt
tacaccttct
accagttccc
gattgtaatt
EtEttttagt
atg

tactttgacc
ttttcctatg
gaagacatat
gaaaagaact
aagaagttta
gaatcatttt
atttcaaaga
aattagcctt
gaatatataa
atggagcccg
gttttcttca
gggcacaaac
aaatgatgac
attaccttct
tgaaattatt
ctgtaaatct
tttaaaacac

tactttgacc
ttttectatg
gaagacatat
gaaaagaact
aagaagttta
gaatcatttt
atttcaaaga
aattagcctt
gaatatataa
atggagcccg
gttttcttca
gggcacaaac
aaatgatgac
attaccttct
tgaaattatt
ctgtaaatct
tttaaaacac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1060

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1063
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REIVINDICACIONES

1. Un kit para el uso en un método de desarrollar una respuesta inmune en un paciente, que comprende un primer
componente inmunogénico, un segundo componente inmunogénico y un tercer componente para la administracion
en sitios diferentes en sustancialmente el mismo tiempo, en donde: (a) el primer componente inmunogénico
comprende una formulacién acuosa de sacaridos capsulares conjugados de los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y
23F de la Streptococcus pneumoniae y un adyuvante de fosfato de aluminio; (b) el segundo componente
inmunogénico comprende un sacarido capsular conjugado del serogrupo C de la Neisseria meningitidis; (c) al menos
uno de los conjugados neumocécicos tiene la misma proteina portadora que el conjugado del serogrupo C de la
N.meningitidis, dicha proteina portadora es una toxina bacteriana en forma toxoide, y los conjugados neumocécicos
estan preparados para ser administrados de forma separada del conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis a
un paciente; y (d) el tercer componente comprende un antigeno de poliovirus inactivado; un toxoide de difteria; un
toxoide de tétano; un antigeno de B.pertussis acelular; y un antigeno de superficie de la hepatitis B; y

en donde el kit incluye un antigeno de Hib conjugado.

2. El kit para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el sacarido capsular del serogrupo C de la
N.meningitidis es OAc+.

3. El kit para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en donde el segundo componente no incluye un
adyuvante de fosfato de aluminio.

4. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjugado del
serogrupo C de la N.meningitidis no es adsorbido a un adyuvante de fosfato de aluminio.

5. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjugado del
serogrupo C de la N.meningitidis es adsorbido a un adyuvante de fosfato de aluminio.

6. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el sacarido capsular del
serogrupo C de la N.meningitidis esta en forma liofilizada.

7. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B esta en forma de particulas incluyendo una matriz lipidica que comprende fosfolipidos,
fasfatidilinositol y polisorbato 20.

8. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1.

9. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la misma proteina portadora
es un toxoide de tétano.

10. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la misma proteina portadora
es una proteina D de Haemophilus influenzae.

11. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la misma proteina portadora
es una CRM197.

12. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjugado de
S.pneumoniae tiene una proporcion sacarido: proteina (p/p) de entre 1:10 y 10:1.

13. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjugado de
N.meningitidis tiene una proporcién sacérido: proteina (p/p) de entre 1:10 y 10:1.

14. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjugado de
N.meningitidis esta presente a entre 1 ug y 20 pg (medido como sacarido) por dosis.

15. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjugado de
S.pneumoniae esta presente a entre 1 ug y 20 pg (medido como sacarido) por dosis.

16. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende 2-fenoxietanol.

17. El kit para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracion de
cualquier sal de aluminio es menor de 3 mg/ml.

18. (a) Una formulacion acuosa de sacaridos capsulares conjugados de los serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F

de la Streptococcus pneumoniae, que comprende un adyuvante de fosfato de aluminio; (b) un sacéarido capsular
conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis; en donde al menos uno de los conjugados neumocdcicos tiene la
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misma proteina portadora que el conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis, dicha proteina portadora es una
toxina bacteriana en forma toxoide; y (c) una composicién que comprende un antigeno de poliovirus inactivado (IPV);
un toxoide de difteria (D); un toxoide de tétano (T); una antigeno de B.pertussis acelular (Pa); y un antigeno de
superficie de la hepatitis B (HBsAg) para el uso en un método de inmunizar a un paciente, en donde los conjugados
neumocdcicos, el conjugado del serogrupo C de la N.meningitidis y la composiciéon DTPa-IPV-HBsAg son para la
administracion separada a un paciente sustancialmente al mismo tiempo.
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