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DESCRIPCION
Mejoras referentes a vesiculas de membrana externa meningococicas
Todos los documentos citados en el presente documento se incorporan por referencia en su totalidad.
CAMPO TECNICO

La presente invencion esta en el campo de las vesiculas de membrana externa meningocdcicas para fines de
inmunizacion.

TECNICA ANTERIOR

Uno de los diversos enfoques para inmunizar contra infeccién por Neisseria meningitidis (meningococo) es usar
vesiculas de membrana externa (VME). Se ha producido una vacuna de VME eficaz contra el serogrupo B por el
Instituto Nacional Noruego de Salud Publica ['MenBvac™'; por ejemplo, ref. 1] pero, aunque esta vacuna es segura y
previene la enfermedad MenB, la eficacia es limitada para el serotipo homaélogo usado para preparar la vacuna.

La vacuna 'RIVM' se basa en VME que contienen seis subtipos PorA diferentes. Se ha mostrado que es
inmunogénica en niflos en ensayos clinicos de fase Il [2].

La referencia 3 desvela una vacuna contra diferentes serotipos patégenos de meningococo del serogrupo B basada
en VME que retienen un complejo de proteina de 65 kDa. La referencia 4 desvela una vacuna que comprende VME
de cepas meningocdcicas genéticamente manipuladas, comprendiendo las VME: al menos una proteina de
membrana externa de clase 1 (PME), pero que no comprende una PME de clase 2/3. La referencia 5 desvela VME
gue comprenden PME que tienen mutaciones en sus bucles de superficie y VME que comprenden derivados de
lipopolisacéarido (LPS) meningocdcico. La referencia 6 desvela un procedimiento de preparacion de vacunas basadas
en VME para meningococo del serogrupo A.

Ha habido diversas propuestas para mejorar la eficacia de VME. La referencia 7 desvela composiciones que
comprenden VME complementadas con proteinas de unién a transferrina (por ejemplo, TbpA y TbpB) y/o Cu,Zn-
superoxido dismutasa. La referencia 8 desvela composiciones que comprenden VME complementadas por diversas
proteinas. La referencia 9 desvela preparaciones de vesiculas de membrana obtenidas de N. meningitidis con un
gen fur modificado. La referencia 26 ensefia que la expresion de nspA debe regularse por incremento con
inactivacion concomitante de porA y cps. Mutantes adicionalmente inactivados de N. meningitidis para la produccion
de VME se desvelan en las referencias 26 a 28. A diferencia de estos intentos por mejorar las VME cambiando
patrones de expresion, la referencia 29 se basa en cambiar los procedimientos para la preparaciéon de VME, y
ensefia que antigenos tales como NspA pueden ser retenidos durante la extraccion de vesiculas evitando el uso de
detergentes tales como desoxicolato.

El fracaso de las VME meningocécicas en provocar proteccion cruzada contra serotipos no homélogos limita su uso
como vacunas generales, pero puede ser muy Util en situaciones epidémicas en las que la enfermedad se
caracteriza por cepas patdgenas que son esencialmente clonicas. Asi, la vacuna del Instituto Finlay (VA-MENGOC-
BC™) ha sido atil en América Latina, en la que la enfermedad del serogrupo B ha sido dominada por el serotipo
P1.19,15, pero no ha sido eficaz en ninguna parte [10]. Similarmente, la vacuna MeNZB™ de Chiron se ha dirigido a
la cepa epidémica (P1.7b,4, conocida como P1.7-2,4 por la actual nomenclatura), que ha sido prevalente en Nueva
Zelanda desde 1991.

La referencia 11 desvela una vacuna que comprende composiciones en ampolla meningocécicas multivalentes que
comprenden una primera ampolla derivada de una cepa meningocécica con un serosubtipo prevalente en un pais en
uso y una segunda ampolla derivada de una cepa que no necesita tener un serosubtipo predominante en un pais de
uso.

Es un objetivo de la invencién proporcionar preparaciones de VME meningocécicas adicionales y mejoradas.
DIVULGACION DE LA INVENCION

La experiencia con MeNZB™ ha mostrado que las VME dirigidas contra cepas epidémicas especificas pueden ser
altamente eficaces en controlar brotes localizados de enfermedad. En combinacién con técnicas de fabricacion a
gran escala y reproducibles, una vacuna puede producirse rapidamente después de un brote. Asi, la invencion
proporciona un procedimiento de preparacion de una vacuna de vesiculas de membrana externa (VME)
meningocécicas que comprende las etapas de: (i) identificar el serosubtipo de una cepa meningocdcica asociada a
un brote de meningitis meningocdcica; (i) preparar VME a partir de una cepa meningocdcica que tiene el serosubtipo
identificado en la etapa (i) para su uso en la fabricacion de vacunas. El procedimiento puede comprender una o
ambas de las etapas adicionales de: (iii) formular dichas VME como vacuna; y (iv) distribuir dicha vacuna en un area
geogréfica afectada por o probablemente que va a afectarse por dicho brote. La invencion también proporciona el
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mismo procedimiento, pero omitiendo la etapa (i), para situaciones en las que el serosubtipo relevante ya ha sido
identificado. La cepa meningocdécica normalmente estara en el serogrupo B, pero puede estar en su lugar en el
serogrupo A, C, W135, Y, etc.

La experiencia con MeNZB™ también ha sugerido a los inventores que las VME seran Utiles para inmunizar contra
los serogrupos meningocécicos A, C, W135 e Y, tanto solos como en combinacion, y que éstas podrian ser mas
baratos de fabricar que las vacunas de conjugado actualmente propuestas. Asi, la invencién proporciona: (a) una
composicion que comprende vesiculas de membrana externa de una cepa del serogrupo C de meningococo; (b) una
composicion que comprende vesiculas de membrana externa de una cepa del serogrupo W135 de meningococo; (c)
una composicién que comprende vesiculas de membrana externa de una cepa del serogrupo Y de meningococo; y
(d) una composicion que comprende vesiculas de membrana externa de dos 0 mas de los serogrupos A, B, C, W135
e Y de meningococo. Dentro de (d), composiciones preferidas incluyen las siguientes mezclas de serogrupos: A+B;
A+C; A+W135; A+Y; B+C; B+W135; B+Y; C+W135; C+Y; W135+Y; A+B+C; A+B+W135; A+B+Y; A+C+W135;
A+C+Y; A+W135+Y; B+C+W135; B+C+Y; C+W135+Y; A+B+C+W135; A+B+C+Y; B+C+W135+Y; vy
A+B+C+W135+Y.

Debido a que los antigenos sub-capsulares son compartidos entre serogrupos, entonces las VME (y mezclas de
VME) pueden proteger contra méas de solamente el serogrupo a partir del cual que se preparan. Por ejemplo, los
antigenos sub-capsulares de las cepas del serogrupo A y W135 observados en el Africa subsahariana son
compartidos con las cepas del serogrupo C e Y observadas en cualquier parte en el mundo. Asi, la invencion
proporciona el uso de VME de una cepa meningocécica en un primer serogrupo para proteger contra una o mas
cepas meningocdcicas en un segundo serogrupo, en el que dicho primer y segundo serogrupos son diferentes. Las
cepas comparten preferentemente antigenos sub-capsulares, y pueden tener el mismo subtipo, serosubtipo y/o
inmunotipo, ain cuando tengan serogrupos diferentes. Se prefiere una mezcla de VME de los serogrupos Ay W135,
ya que es una mezcla de VME de los serogrupos C e Y.

La experiencia con MeNZB™ también ha sugerido a los inventores que una mezcla de VME de las cepas usadas
para las VME de Nueva Zelanda, las VME de Noruega y las VME cubanas seria Utilmente eficaz. Asi, la invencién
proporciona una composicion que comprende vesiculas de membrana externa de dos o tres de: (i) un meningococo
del serosubtipo P1.7b,4; (ii) un meningococo del serosubtipo P1.7,16; y (iii) un meningococo del serosubtipo P1.9,15.
Las diferentes VME estan preferentemente en mezcla pero, alternativamente, pueden estar en recipientes separados
dentro de un kit.

En la combinacién de VME de diferentes serosubtipos, los inventores han encontrado que las dosis para
serosubtipos individuales pueden reducirse sin pérdida de eficacia. Aunque VA-MENGOC-B™ contiene 50 pg de
VME (0,5 ml de volumen), HexaMen™ incluye aproximadamente 1 mg de VME (0,3 ml de volumen), y tanto
MenBVac™ como MeNZB™ contienen 25 pg de VME (0,5 ml de volumen), medidos como proteina total, los
inventores han encontrado que la dosis de VME individuales puede reducirse cuando se usa una mezcla sin pérdida
de eficacia individual. Asi, la invencidn proporciona una composicion que comprende vesiculas de membrana
externa de un primer serosubtipo meningocdcico y un segundo serosubtipo meningococico, en la que la
concentracion de VME del primer serosubtipo es inferior a 45 pg/ml y la concentracion de VME del segundo
serosubtipo es inferior a 45 pg/ml. La invencién también proporciona una composicion que comprende vesiculas de
membrana externa de al menos dos serosubtipos meningocadcicos, en la que la concentracién combinada de VME es
inferior a 90 pg/ml. La invencidn también proporciona una composicion que comprende vesiculas de membrana
externa de n serosubtipos meningocécicos diferentes, en la que la concentracion de VME de cada uno de los n
serosubtipos es inferior a 45 pg/ml (es decir, una dosis de VME total inferior a 45n pg/ml). El valor de n puede ser 1,
2,3,4,5,6, etc.

La invencién también proporciona un kit que comprende VME preparadas a partir de n serosubtipos diferentes. Las
vesiculas pueden mantenerse y guardarse por separado en el kit hasta que se requieran para ser usadas juntas, por
ejemplo, como una mezcla, o para uso separado simultaneo o secuencial. Similarmente, la invencién proporciona un
procedimiento que comprende: preparar n conjuntos de VME, uno de cada uno de los n serosubtipos diferentes; y
combinar los n conjuntos de vesiculas. Los diferentes conjuntos pueden combinarse en un kit 0 en una mezcla.

La invencién también proporciona una composicién que comprende VME preparadas a partir de una cepa
meningocécica del serogrupo B que tiene un serosubtipo P1.7b,4, en la que la concentracion de VME en la
composicion es aproximadamente 50 pg/ml. La composicion incluye preferentemente un adyuvante de hidroxido de
aluminio y un tampén de histidina. La composicion puede administrarse en un volumen de dosis de
aproximadamente 0,5 ml.

Las vesiculas

La invencion se basa en vesiculas de membrana externa (VME) preparadas a partir de Neisseria meningitidis. El
término “VME” incluye cualquier vesicula proteoliposémica obtenida rompiendo una membrana externa bacteriana
para formar vesiculas de membrana externa que incluyen componentes de proteina de la membrana externa. Las
VME se preparan artificialmente a partir de bacterias (por ejemplo, por tratamiento con detergente, o por medio sin
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detergente [29]). El término también engloba ampollas, microvesiculas (MV [12]) y 'VME nativas' ('VMEN' [13]),que
son vesiculas de membrana que se producen naturalmente que se forman espontaneamente durante el crecimiento
bacteriano y son liberadas en medio de cultivo. Las MV pueden obtenerse cultivando Neisseria en medio de cultivo
de caldo, separando las células completas de las MV mas pequefias en el medio de cultivo de caldo (por ejemplo,
por filtraciobn o por centrifugacion a baja velocidad para sedimentar solo las células y no las vesiculas mas
pequefias), y a continuacion recogiendo las MV del medio empobrecido en células (por ejemplo, por filtracion, por
precipitacion diferencial o agregacién de MV, por centrifugacion a alta velocidad para sedimentar las MV). Cepas
para su uso en la produccion de MV pueden seleccionarse generalmente basandose en la cantidad de MV
producidas en cultivo, por ejemplo, las ref. 14 y 15 describen Neisseria con alta produccion de MV.

Las VME pueden prepararse de diversas formas. Procedimientos de obtencién de preparaciones adecuadas se
desvelan en, por ejemplo, las referencias citadas en el presente documento. Técnicas para formar VME incluyen
tratar bacterias con un detergente de sal de &acido biliar (por ejemplo, sales de acido litocdlico, acido
guenodesoxicolico, acido ursodesoxicolico, acido desoxicélico, acido célico, acido ursocdlico, etc., siendo el
desoxicolato de sodio [16 y 17] preferido para tratar Neisseria) a un pH suficientemente alto para no precipitar el
detergente [6]. Pueden realizarse otras técnicas sustancialmente en ausencia de detergente [29] usando técnicas
tales como sonicacion, homogeneizacion, microfluidizacion, cavitacion, choque osmético, molienda, prensa francesa,
combinacion, etc.

Un procedimiento preferido para la preparacion de VME implica ultrafiltracion [18] en lugar de centrifugacion a alta
velocidad en VME en bruto. Esto permite cantidades mucho mayores de sobrenadante que contiene VME que van a
procesarse en un tiempo mucho mas corto (hormalmente >15 litros en 4 horas, en comparacién con <1,5 litros en 10
horas), y evita la necesidad de redispersar VME después de la centrifugacion. La ultracentrifugacion permite
preparar grandes cantidades de VME mucho mas facilmente, y permite la rapida produccion de VME de una cepa de
eleccidn, para su uso en la preparacion de vacunas.

Cepas meningococicas usadas para la preparacion de vacunas

La identificacion del serosubtipo de una cepa meningocécica de interés puede lograrse usando técnicas
convencionales, basadas en la proteina de membrana externa porina de clase | (PorA). Una vez se ha determinado
un serosubtipo, entonces es rutinario buscar otras cepas conocidas que comparten el mismo serosubtipo. Las otras
cepas pueden compartir serogrupo y/o serotipo (PorB) con la primera cepa, pero esto no era necesariamente el
caso. En general, sin embargo, se prefiere hacer coincidir tanto el serogrupo como el serosubtipo.

Las cepas meningocdcicas usadas segun la invencion estaran generalmente en uno de los siguientes serogrupos: A,
B, C,W1350.

Las cepas meningocécicas usadas segun la invencidbn no serdn generalmente cepas que expresen mdltiples
serosubtipos (es decir, alelos de PorA multiples). Asi, bacterias preferidas para su uso con la invencion expresaran
una Unica secuencia de PorA, es decir, seran de un Unico serosubtipo.

También es posible usar cepas en las que PorA se ha regulado por disminucién, por ejemplo, en las que la cantidad
de PorA se ha reducido al menos el 20 % (por ejemplo, 230 %, 240 %, =50 %, =60 %, =270 %, 280 %, =290 %, =95 %,
etc.),o incluso inactivado, con respecto a niveles naturales (por ejemplo, con respecto a la cepa H44/76, como se ha
desvelado en la referencia 11).

Los meningococos usados segun la invencién pueden ser de cualquier serotipo (por ejemplo 1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 16,
etc.) y/o de cualquier inmunotipo (por ejemplo, L1; L3.3.7; L10; etc.). Los meningococos pueden ser de cualquier
linaje adecuado, que incluye linajes hiperinvasivos e hipervirulentos, por ejemplo, cualquiera de los siete siguientes
linajes hipervirulentos: subgrupo I; subgrupo IIl; subgrupo IV-1; complejo ET-5; complejo ET-37; agrupacion A4;
linaje 3. Estos linajes se han definido por electroforesis de enzimas multilocus (MLEE), pero también se ha usado
tipado de secuencias multilocus (MLST) para clasificar meningococos [ref. 19], por ejemplo, el complejo ET-37 es el
complejo ST-11 por MLST, el complejo ET-5 es ST-32 (ET-5), el linaje 3 es ST-41/44, etc.

Los meningococos pueden tener una o0 mas mutaciones inactivadas de gen(es). Para reducir la actividad pirogénica,
por ejemplo, la bacteria debe tener bajos niveles de endotoxina (LPS), y esto puede lograrse por inactivaciéon de las
enzimas que participan en la biosintesis de LPS. Ya se conocen bacterias mutantes adecuadas, por ejemplo,
Neisseria mutante [20,21] y Helicobacter mutante [22]. Procedimientos para preparar membranas externas
empobrecidas en LPS de bacterias Gram-negativas se desvelan en la referencia 23.

Ademas de regular por disminucion la expresion de proteinas especificas, la bacteria puede expresar en exceso (con
respecto a la cepa natural correspondiente) inmundgenos tales como NspA, proteina 287 [8], proteina 741 [30],
TbpA [7], TbpB [7], superdxido dismutasa [7], etc.

Ademas de tener inactivaciones de genes enddgenos particulares, la bacteria puede expresar uno o mas genes que
no son endogenos. Por ejemplo, la invencién puede usar una cepa recombinante que expresa nuevos genes con
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respecto a la cepa natural correspondiente. La expresién de genes no enddgenos puede lograrse de esta forma por
diversas técnicas, por ejemplo, insercion cromosémica (como se usa para introducir multiples genes PorA [24]),
mutaciones de inactivacion, expresion de vectores extra-cromosémicos (por ejemplo, de plasmidos), etc.

La bacteria también puede incluir una o0 méas de mutaciones de inactivacion y/o de expresion en exceso desveladas
en las referencias 25 a 30. Genes preferidos para la regulacion por disminucién y/o inactivacion incluyen: (a) Cps,
CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB, GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PilC, PorB, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD,
TbpA y/o TbpB [25]; (b) CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB, GalE, HtrB/MshB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PhoP, PilC,
PmrE, PmrF, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbhpA y/o TbpB [26]; (c) ExbB, ExbD, rmpM, CtrA, CtrB, CtrD, GalE, LbpA,
LpbB, Opa, Opc, PIlC, PorB, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, ThpA y/o TbpB [27]; y (d) CtrA, CtrB, CtrD, FrpB, OpA, OpC,
PilC, PorB, SiaD, SynA, SynB y/o SynC [28].

Ademas de combinar VME basadas en diferentes serosubtipos, pueden prepararse combinaciones segun otros
criterios. Criterios de ejemplo incluyen: serotipo (PorB, PME de clase 2 6 3); inmunotipo (lipopolisacarido o
lipooligosacarido); origen geografico de las cepas; prevalencia local de cepas clinicas; linaje hipervirulento, por
ejemplo, dos 0 mas de subgrupos I, lll y IV-1, complejo ET-5, complejo ET-37, agrupacion A4 y linaje 3; tipo de
secuencia multilocus (MLST) [19]; més de una de las tres variantes de NMB1870 diferentes [31].

Dosificacion de VME

Las vacunas de VME meningocdcicas existentes ofrecen orientacion farmacéutica, posoldgica y de formulacién para
realizar la invencién. Por ejemplo, VA-MENGOC-BC™ es una suspension inyectable en 0,5 ml que contiene 50 ug
de VME de la cepa Cu-385-83 y 50 ug de polisacéarido capsular del serogrupo C, absorbida en 2 mg de un gel de
hidroxido de aluminio, mas 0,01 % de tiomersal y tampon fosfato. MeNZB™ también es una suspension de 0,5 mly
contiene 25 pg de VME de la cepa NZ98/254 adsorbida sobre 1,65 mg de un adyuvante de hidroxido de aluminio,
con un tampoén de histidina y cloruro sédico. MenBvac es similar a MeNZB™, pero se prepara a partir de la cepa
44]76.

La concentracion de VME para cada subtipo serd suficientemente alta para proporcionar inmunidad protectora
después de la administraciébn a un paciente. La concentraciéon de VME en composiciones de la invenciéon sera
generalmente entre 10 y 500 pg/ml, preferentemente entre 25y 200 pug/ml, y mas preferentemente aproximadamente
50 pg/ml o aproximadamente 100 pg/ml (expresados en términos de proteina total en las VME).

Sin embargo, si una composicion incluye VME de mas de un serosubtipo meningocdécico, los inventores han
encontrado que las dosis para serosubtipos individuales pueden reducirse sin pérdida de eficacia. En particular, la
dosis de los subtipos Nueva Zelanda y Noruega puede dividirse a la mitad de 25 pg a 12,5 pg en una dosis de 0,5 ml
sin pérdida de inmunogenicidad. Asi, una composicion de la invencidn con vesiculas de membrana externa de mas
de un subtipo meningocécico puede incluir menos de 100 pg/ml, que se esperaria a priori que se basara en la simple
mezcla de MenBvac™ y MeNZB™, y se esperaria a priori que menos de 150 pg/ml se basara en la simple mezcla
de VA-MENGOC-BC™ con tanto MenBvac™ como MeNZB™. Asi, tales composiciones de la invencién tendran una
concentracion de VME combinada de no méas de 90 pg/ml (por ejemplo, no mas de 80 pg/ml, 70 pg/ml, 60 pg/ml, 50
pa/ml, 40 pg/ml, 30 pg/ml, o incluso menos).

Mas generalmente, si una composicién incluye vesiculas de membrana externa de n subtipos meningocécicos
diferentes, la concentracion de VME de cada uno de los subtipos es inferior a 45 pug/ml (por ejemplo, inferior a 40
pa/ml, 35 pg/ml, 30 pg/ml, 25 pg/ml, 20 pg/ml, o incluso menos). Se prefiere una concentracion de aproximadamente
25 pg/ml.

Si una composicion incluye vesiculas de membrana externa de n subtipos meningocdcicos diferentes, la cantidad de
VME para cada subtipo esta preferentemente dentro de + 10 % de cada otro, es decir, la composicion incluye masas
sustancialmente iguales de cada VME. En algunas circunstancias, sin embargo, la cantidad de un subtipo puede ser
aproximadamente x veces superior a la cantidad de otro subtipo, si x es 2, 3 6 4, por ejemplo, la composicién podria
incluir una dosis doble de un subtipo con respecto a otro(s) subtipo(s) en la composicion.

Composiciones farmacéuticas que contienen VME

Las composiciones de la invencion pueden ser composiciones farmacéuticas que incluyen un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones pueden prepararse usando un procedimiento que comprende la
etapa de mezclar VME con el vehiculo farmacéuticamente aceptable.

'Vehiculos farmacéuticamente aceptables' tipicos incluyen cualquier vehiculo que por si mismo no induzca la
produccién de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicién. Vehiculos adecuados son
normalmente grandes macromoléculas lentamente metabolizadas tales como proteinas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y agregados de lipidos
(tales como gotitas de aceite o liposomas). Tales vehiculos son muy conocidos para aquellos expertos habituales en
la materia. Las vacunas también pueden contener diluyentes, tales como agua, solucion salina, glicerol, etc.
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Adicionalmente, pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes,
sustancias de tamponamiento del pH, sacarosa y similares. La solucion salina fisiolégica tamponada con fosfato sin
pirégenos estéril es un vehiculo tipico (por ejemplo, basado en el agua para inyeccién). Una discusion minuciosa de
excipientes farmacéuticamente aceptables esta disponible en la referencia 32.

Las composiciones de la invencion normalmente estardn en forma acuosa (por ejemplo, disoluciones o
suspensiones) en vez de en una forma seca (por ejemplo, liofilizada). También son adecuadas composiciones
acuosas para reconstituir otras vacunas de una forma liofilizada (por ejemplo, una vacuna conjugada de Hib
liofilizada, una vacuna conjugada meningocécica liofilizada, etc.). Si una composicién de la invencién va a usarse
para tal reconstitucion extemporanea, la invencién proporciona un kit, que puede comprender dos viales, o puede
comprender una jeringa precargada y un vial, usandose los contenidos acuosos de la jeringa para reactivar los
contenidos secos del vial antes de la inyeccion.

Las composiciones de la invencion pueden presentarse en viales, o pueden presentarse en jeringas precargadas.
Las jeringas pueden suministrarse con o sin agujas. Las composiciones pueden envasarse en forma de dosis
unitaria o en forma de multiples dosis. Una jeringa generalmente incluira una dosis Unica de la composicién, mientras
gue un vial puede incluir una dosis Unica o miltiples dosis. Por tanto, para formas de multiples dosis se prefieren
viales a jeringas precargadas.

Los volimenes de dosificacién eficaz pueden establecerse rutinariamente, pero una dosis humana tipica de la
composicion tiene un volumen de aproximadamente 0,5 ml, por ejemplo, para inyeccién intramuscular. La vacuna
basada en VME de RIVM se administré en un volumen de 0,5 ml [33] por inyeccion intramuscular al muslo o brazo.
MeNZB™ se administra en 0,5 ml por inyeccion intramuscular al muslo anterolateral o la region deltoide del brazo.
Pueden usarse dosis similares para otras vias de administracion, por ejemplo, una vacuna basada en VME
intranasal para atomizacion puede tener un volumen de aproximadamente 100 pl o aproximadamente 130 pl por
pulverizacion [13], administrdndose cuatro pulverizaciones para dar una dosis total de aproximadamente 0,5 ml.

El pH de la composicion es preferentemente entre 6 y 8, y mas preferentemente entre 6,5 y 7,5 (por ejemplo
aproximadamente 7). El pH de la vacuna basada en VME de RIVM es 7,4 [34], y se prefiere un pH <7,5 para
composiciones de la invencion. Puede mantenerse un pH estable por el uso de un tampén, por ejemplo, un tampén
Tris, un tampon fosfato o un tampon de histidina. Las composiciones de la invencion incluirdn generalmente un
tampon. Si una composicion comprende una sal de hidroxido de aluminio, se prefiere usar un tampén de histidina
[35], por ejemplo, a entre 1-10 mM, preferentemente aproximadamente 5 mM. La vacuna basada en VME de RIVM
mantiene el pH usando un tampén Tris/HCI 10 mM. La composicion puede ser estéril y/o libre de pirégenos. Las
composiciones de la invencién pueden ser isotdnicas con respecto a los seres humanos.

Las composiciones de la invencién son inmunogénicas, y son mas preferentemente composiciones de vacuna. Las
vacunas segun la invencion pueden tanto ser profilacticas (es decir, para prevenir la infeccién) como terapéuticas (es
decir, para tratar la infeccién), pero normalmente seran profilacticas. Las composiciones inmunogénicas usadas
como vacunas comprenden una cantidad inmunologicamente eficaz de antigeno(s), ademas de cualquier otro
componente, segun se necesite. Por 'cantidad inmunoldgicamente eficaz' se indica que la administracion de esa
cantidad a un individuo, bien en una dosis Unica o bien como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o
prevencion. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y condicion fisica del individuo que va a tratarse, edad, el
grupo taxonémico del individuo que va a tratarse (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la capacidad del
sistema inmunitario del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de protecciéon deseado, la formulacion de la
vacuna, la evaluaciéon del médico que trata la situacion médica, y otros factores relevantes. Se espera que la
cantidad se encuentre en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante ensayos rutinarios. El
contenido de antigeno de las composiciones de la invencion se expresara generalmente en términos de la cantidad
de proteina por dosis. Una dosis de aproximadamente 0,9 mg de proteina por ml es tipica para las vacunas
intranasales basadas en VME [13].

Los meningococos afectan diversas areas del cuerpo y asi las composiciones de la invencién pueden prepararse en
diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, bien como disoluciones
liquidas o bien como suspensiones. La composicion puede prepararse para administracion pulmonar, por ejemplo,
como un inhalador, usando un polvo fino o espray. La composicién puede prepararse como un supositorio o pesario.
La composicidn puede prepararse para administracion nasal, aural u ocular, por ejemplo, como espray, gotas, gel o
polvo [por ejemplo, ref. 36 y 37]. Los inyectables para administracion intramuscular son tipicos.

Las composiciones de la invencién pueden incluir un antimicrobiano, particularmente cuando se envasan en formato
de multiples dosis. Antimicrobianos tales como tiomersal y 2-fenoxietanol se encuentran comdnmente en vacunas,
pero se prefiere usar tanto un conservante libre de mercurio como no usar en absoluto un conservante.

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

Las composiciones de la invencion pueden incluir detergente residual (por ejemplo, desoxicolato) de preparacion de
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VME. La cantidad de detergente residual es preferentemente inferior a 0,4 ug (mas preferentemente inferior a 0,2
Kg) por cada g de proteina.

Las composiciones de la invencion pueden incluir LPS de meningococo. La cantidad de LPS es preferentemente
inferior a 0,12 ug (mas preferentemente inferior a 0,05 pg) por cada pg de proteina. Las composiciones de la
invencion pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro sédico) para dar tonicidad. Es tipica una concentracion
de 10 + 2 mg/ml de NaCl. La concentracion de cloruro sodico es preferentemente aproximadamente 9 mg/ml.

Las composiciones de la invencion se administrardn generalmente conjuntamente con otros agentes
inmunorreguladores. En particular, las composiciones incluirdn normalmente uno o mas adyuvantes, y la invencién
proporciona un procedimiento de preparaciéon de una composicion de la invencion, que comprende la etapa de
mezclar vesiculas de la invencion con un adyuvante, por ejemplo, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Adyuvantes adecuados incluyen, pero no se limitan a:

A. Composiciones gue contienen mineral

Las composiciones que contienen mineral adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen sales
minerales, tales como sales de aluminio y sales de calcio. La invencion incluye sales minerales tales como
hidroxidos (por ejemplo, oxihidréxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por
ejemplo, véanse los capitulos 8 y 9 de la ref. 38], o mezclas de diferentes compuestos minerales, tomando los
compuestos cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), y prefiriendose la adsorcion. Las
composiciones que contienen mineral también pueden formularse como particula de sal metélica [39].

Un adyuvante de fosfato de aluminio tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con la relacion molar de PO./Al entre
0,84 y 0,92, incluida 0,6 mg de APF*/ml. Puede usarse adsorcién con una baja dosis de fosfato de aluminio, por
ejemplo, entre 50 y 100 pg de AI** por dosis. Si se usa un fosfato de aluminio y se desea no adsorber un antigeno al
adyuvante, esto se favorece incluyendo iones de fosfato libres en disolucion (por ejemplo, por el uso de un tampén
fosfato).

La vacuna de RIVM se prob6 con adsorcion a tanto un adyuvante de fosfato de aluminio como uno de hidréxido de
aluminio, y se encontré que el adyuvante de fosfato de aluminio daba resultados superiores [34]. Los productos
MeNZB™, MenBvac™ y VA-MENINGOC-BC™ incluyen todos un adyuvante de hidroxido de aluminio.

Ulga dosis tipica de adyuvante de aluminio es aproximadamente 3,3 mg/ml (expresados como concentracion de
AlPY.

B. Emulsiones de aceite

Las composiciones de emulsidon de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
emulsiones de escualeno-agua tales como MF59 [Capitulo 10 de la ref. 38; véase también la ref. 40] (5 % de
escualeno, 0,5 % de Tween 80 y 0,5 % de Span 85, formulado en particulas submicrométricas usando un
microfluidizador). También pueden usarse adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund
(IFA).

C. Formulaciones de saponina [Capitulo 22 de la ref. 38]

Las formulaciones de saponina también pueden usarse como adyuvantes en la invencidn. Las saponinas son un
grupo heterd6logo de glucésidos de esterol y glucésidos triterpenoides que se encuentran en la corteza, las hojas, los
tallos, las raices e incluso las flores de una amplia variedad de especies de plantas. Las saponinas aisladas de la
corteza del arbol Quillaja saponaria Molina se han estudiado exhaustivamente como adyuvantes. La saponina
también puede obtenerse comercialmente de Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophila paniculata (velo de novia) y
Saponaria officinalis (raiz de jabén). Las formulaciones de adyuvante de saponina incluyen formulaciones purificadas
tales como QS21, ademas de formulaciones de lipidos tales como ISCOM. QS21 se comercializa como Stimulon™.

Las composiciones de saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado fracciones
purificadas especificas usando estas técnicas que incluyen QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y QH-C.
Preferentemente, la saponina es QS21. Un procedimiento de produccion de QS21 se desvela en la ref. 41. Las
formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol tal como colesterol [42].

Las combinaciones de saponinas y colesteroles pueden usarse para formar particulas Unicas llamadas complejos
inmunoestimulantes (ISCOM) [capitulo 23 de la ref. 38]. Los ISCOM normalmente también incluyen un fosfolipido tal
como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Puede usarse cualquier saponina conocida en los ISCOM.
Preferentemente, el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC. Los ISCOM se describen adicionalmente en
las ref. 42-44. Opcionalmente, los ISCOM pueden carecer de detergente adicional [45].

Una revision del desarrollo de adyuvantes basados en saponina puede encontrarse en las ref. 46 y 47.
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D. Virosomas vy particulas similares a virus (VLP)

Los virosomas Yy las particulas similares a virus (VLP) también pueden usarse como adyuvantes en la invencion.
Estas estructuras contienen generalmente una o mas proteinas de un virus opcionalmente combinado o formulado
con un fosfolipido. Son generalmente no patégenas, no replicantes y generalmente no contienen ninguno de los
genomas virales nativos. Las proteinas virales pueden producirse recombinantemente o aislarse a partir de virus
completos. Estas proteinas virales adecuadas para uso en virosomas o VLP incluyen proteinas derivadas del virus
de la gripe (tales como HA o NA), virus de la hepatitis B (tales como proteinas de ndcleo o de capside), virus de la
hepatitis E, virus del sarampién, virus de Sindbis, rotavirus, virus de la glosopeda, retrovirus, virus de Norwalk, virus
del papiloma humano, VIH, fagos de ARN, fago Qp (tal como proteinas de la cubierta), fago GA, fago fr, fago AP205
y Ty (tal como la proteina pl del retrotransposon Ty). Los VLP se tratan adicionalmente en las ref. 48-53. Los
virosomas se tratan adicionalmente en, por ejemplo, la ref. 54.

E. Derivados bacterianos o microbianos

Adyuvantes adecuados para su uso en la invencién incluyen derivados bacterianos o microbianos tales como
derivados no téxicos de lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), derivados del lipido A, oligonuclettidos
inmunoestimulantes y toxinas ribosilantes de ADP y derivados desintoxicados de las mismas.

Los derivados no toxicos de LPS incluyen monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL es
una mezcla de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas. Una forma de “particula
pequefa” preferida de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado se desvela en la ref. 55. Tales “particulas pequefas” de
3dMPL son demasiado pequefias para esterilizarse por filtracion a través de una membrana de 0,22 micrémetros
[55]. Otros derivados de LPS no téxicos incluyen miméticos de monofosforil lipido A tales como derivados de fosfato
de aminoalquilglucosaminida, por ejemplo, RC-529 [56, 57].

Los derivados del lipido A incluyen derivados del lipido A de Escherichia coli tales como OM-174. OM-174 se
describe, por ejemplo, en las ref. 58 y 59.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes adecuados para uso como adyuvantes en la invencion incluyen secuencias
de nucleétidos que contienen un motivo CpG (una secuencia de dinucledtidos que contiene una citosina sin metilar
ligada por un enlace fosfato a una guanosina). También se ha mostrado que los ARN bicatenarios u oligonucleétidos
que contienen secuencias palindrémicas o de poli(dG) son inmunoestimulantes.

Los CpG pueden incluir modificaciones/analogos de nucleétidos tales como modificaciones de fosforotioato y pueden
ser bicatenarios o monocatenarios. Las referencias 60, 61 y 62 desvelan posibles sustituciones analogas, por
ejemplo, sustitucion de guanosina con 2'-desoxi-7-deazaguanosina. El efecto adyuvante de los oligonucleétidos de
CpG se trata adicionalmente en las ref. 63-68.

La secuencia de CpG puede dirigirse a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [69]. La secuencia de CpG
puede ser especifica para inducir una respuesta inmunitaria Thl tal como un ODN CpG-A, o puede ser mas
especifica para inducir una respuesta de linfocitos B tal como ODN CpG-B. Los ODN CpG-A y CpG-B se tratan en
las ref. 70-72. Preferentemente, CpG es CpG-A ODN.

Preferentemente, el oligonucledtido de CpG se construye de manera que el extremo 5' esté accesible para el
reconocimiento de receptores. Opcionalmente, dos secuencias de oligonucleétidos de CpG pueden unirse en sus
extremos 3' para formar “inmundmeros”. Véanse, por ejemplo, las ref. 69y 73-75.

Las toxinas ribosilantes de ADP bacterianas y los derivados desintoxicados de las mismas pueden usarse como
adyuvantes en la invencion. Preferentemente, la proteina se deriva de E. coli (es decir, enterotoxina labil al calor de
E. coli “LT”), colera (“CT”) o pertussis (“PT”). El uso de toxinas ribosilantes de ADP desintoxicadas como adyuvantes
de la mucosa se describe en la ref. 76 y como adyuvantes parenterales en la ref. 77. La toxina o toxoide esta
preferentemente en forma de una holotoxina, que comprende tanto las subunidades A como B. Preferentemente, la
subunidad A contiene un mutacidon desintoxicante; preferentemente la subunidad B no estd mutada.
Preferentemente, el adyuvante es un mutante de LT desintoxicado tal como LT-K63, LT-R72 y LT-G192. El uso de
toxinas ribosilantes de ADP y derivados desintoxicados de las mismas, particularmente LT-K63 y LT-R72, como
adyuvantes puede encontrarse en las ref. 78-85. La referencia numérica para sustituciones de aminoéacidos se basa
preferentemente en los alineamientos de las subunidades A y B de toxinas ribosilantes de ADP expuestas en la ref.
86, que se incorpora especificamente en el presente documento por referencia en su totalidad.

F. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para uso como adyuvantes en la invencién incluyen citocinas tales
como interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [87], etc.) [88], interferones (por ejemplo,
interferdn-?), factor estimulante de colonias de macrofagos y factor de necrosis tumoral.
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G. Bioadhesivos y mucoadhesivos

También pueden usarse bioadhesivos y mucoadhesivos como adyuvantes en la invencién. Bioadhesivos adecuados
incluyen microesferas de acido hialurénico esterificadas [89] o mucoadhesivos tales como derivados reticulados de
poli(acido acrilico), poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, polisacaridos y carboximetilcelulosa. También pueden
usarse quitosano y derivados del mismo como adyuvantes en la invencion [90].

H. Microparticulas

También pueden usarse microparticulas como adyuvantes en la invencién. Se prefieren microparticulas (es decir,
una particula de ~100 nm a ~150 pm de diametro, mas preferentemente ~200 nm a ~30 um de didmetro, y lo mas
preferentemente ~500 nm a ~10 ym de diametro) formadas a partir de materiales que son biodegradables y no
téxicos (por ejemplo, un poli(a-hidroxiacido), un acido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.), con poli(lactida-co-glicolida), opcionalmente tratadas para tener una superficie negativamente
cargada (por ejemplo, con SDS) o una superficie positivamente cargada (por ejemplo, con un detergente catidnico tal
como CTAB).

|. Liposomas (Capitulos 13 y 14 de la ref. 38)

Ejemplos de formulaciones de liposomas adecuadas para uso como adyuvantes se describen en las ref. 91-93.

J. Formulaciones de polioxietilenéteres y polioxietilenésteres

Los adyuvantes adecuados para uso en la invencion incluyen polioxietilenéteres y polioxietilenésteres [94]. Tales
formulaciones incluyen adicionalmente tensioactivos de éster de polioxietilensorbitano en combinacién con un
octoxinol [95], ademéas de tensioactivos de polioxietilenalquiléter o éster en combinacién con al menos un
tensioactivo no iénico adicional tal como un octoxinol [96]. Los polioxietilenéteres preferidos se seleccionan del
siguiente grupo: polioxietilen-9-lauriléter (laureth 9), polioxietilen-9-esteoriléter, polioxietilen-8-esteoriléter,
polioxietilen-4-lauriléter, polioxietilen-35-lauriléter y polioxietilen-23-lauriléter.

K. Polifosfaceno (PCPP)

Las formulaciones de PCPP se describen, por ejemplo, en las ref. 97 y 98.

L. Muramilpéptidos

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

M. Compuestos de imidazoquinolona

Ejemplos de compuestos de imidazoquinolona adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen
imiqguamod y sus homélogos (por ejemplo, “Resiquimod 3M”), descritos adicionalmente en las ref. 99 y 100.

La invencion también puede comprender combinaciones de aspectos de uno o méas de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, las siguientes composiciones de adyuvantes pueden usarse en la invencion: (1) una
saponina y una emulsion de aceite en agua [101]; (2) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no
téxico (por ejemplo, 3dMPL) [102]; (3) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no toxico (por
ejemplo, 3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un
esterol) [103]; (5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua [104]; (6)
SAF, que contiene 10 % de escualano, 0,4 % de Tween 80™, 5 % de Pluronic-polimero de bloques L121, y thr-MDP,
tanto microfluidizado en una emulsion submicrométrica como agitado con vértex para generar una emulsion de
mayor tamano de particula. (7) El sistema de adyuvantes Ribi™ (RAS) (Ribi Immunochem) que contiene 2 % de
escualeno, 0,2 % de Tween 80, y uno 0 mas componentes de la pared celular bacteriana del grupo que consiste en
monofosforil lipido A (MPL), trehalosa dimicolato (TDM) y esqueleto de la pared celular (CWS), preferentemente
MPL + CWS (Detox™); y (8) una o mas sales minerales (tales como una sal de aluminio) + un derivado no téxico de
LPS (tal como 3dMPL).

Otras sustancias que acttan de agentes inmunoestimulantes se desvelan en el capitulo 7 de la ref. 38.

El uso de adyuvantes de sales de aluminio es particularmente preferido, y los antigenos se adsorben generalmente a
tales sales. Es posible en composiciones de la invencion adsorber algunos antigenos a un hidréxido de aluminio,
pero tener otros antigenos en asociacién con un fosfato de aluminio. En general, sin embargo, se prefiere usar solo
una Unica sal, por ejemplo, un hidréxido o un fosfato, pero no ambos. No todas las vesiculas necesitan adsorberse,
es decir, algunas o todas pueden estar libres en disolucion.
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Procedimientos de tratamiento

La invencidn también proporciona un procedimiento de fomentar una respuesta inmunitaria en un mamifero, que
comprende administrar una composicion farmacéutica de la invencion al mamifero. La respuesta inmunitaria es
preferentemente protectora y preferentemente implica anticuerpos. El procedimiento puede fomentar una respuesta
de refuerzo en un paciente que se ha sensibilizado contra N. meningitidis. Pautas de sensibilizacién/refuerzo
subcutaneas e intranasales para VME se desvelan en la ref. 105.

El mamifero es preferentemente un ser humano. Si la vacuna es para uso profilactico, el ser humano es
preferentemente un nifio (por ejemplo, un bebé mayor o lactante) o un adolescente; si la vacuna es para uso
terapéutico, el ser humano es preferentemente un adulto. Una vacuna prevista para nifios también puede
administrarse a adultos, por ejemplo, para evaluar la seguridad, dosificacion, inmunogenicidad, etc.

La invencion también proporciona composiciones de VME y mezclas de la invencién para su uso como
medicamento. El medicamento puede fomentar preferentemente una respuesta inmunitaria en un mamifero (es
decir, es una composicion inmunogénica) y es mas preferentemente una vacuna.

La invencién también proporciona el uso de composiciones de VME y mezclas de la invencién en la fabricacion de
un medicamento para fomentar una respuesta inmunitaria en un mamifero.

Estos usos y procedimientos son preferentemente para la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad producida
por N. meningitidis, por ejemplo, meningitis bacteriana (0, mas especificamente, meningocdcica), o septicemia.

Una forma de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica monitorizar la infeccion por Neisseria
después de la administracion de la composicion de la invencion. Una forma de comprobar la eficacia del tratamiento
profilactico implica monitorizar respuestas inmunitarias contra antigenos de VME después de la administracion de la
composicion. La inmunogenicidad de composiciones de la invencion puede determinarse administrandolas a sujetos
de prueba (por ejemplo, nifios de 12-16 meses de edad, o modelos animales [106]) y a continuacion determinando
los parametros estandar que incluyen anticuerpos bactericidas del suero (SBA) vy titulos de ELISA (GMT). Estas
respuestas inmunitarias se determinaran generalmente aproximadamente 4 semanas después de la administracién
de la composicion, y se compararan con valores determinados antes de la administracion de la composicion. Se
prefiere un aumento de SBA de al menos 4 veces u 8 veces. Si se administra mas de una dosis de la composicién,
puede hacerse mas de una determinacion post-administracion.

Composiciones preferidas de la invencién pueden conferir un titulo de anticuerpos en un paciente que es superior al
criterio para seroproteccion para un porcentaje aceptable de sujetos humanos. Son muy conocidos antigenos con un
titulo de anticuerpos asociado por encima del cual un huésped se considera que se ha seroconvertido contra el
antigeno, y tales titulos estan publicados por organizaciones tales como la OMS. Preferentemente, se seroconvierte
mas del 80 % de una muestra estadisticamente significativa de sujetos, mas preferentemente mas del 90 %, todavia
mas preferentemente mas del 93 % y lo mas preferentemente el 96-100 %.

Las composiciones de la invencion se administraran generalmente directamente a un paciente. La administracion
directa puede llevarse a cabo mediante inyeccion parenteral (por ejemplo, subcutaneamente, intraperitonealmente,
intravenosamente, intramuscularmente, o al espacio intersticial de un tejido), o por administracion rectal, oral,
vaginal, tépica, transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar u otra mucosa. Se prefiere la administracion
intramuscular al muslo o el brazo. La inyeccion puede ser mediante una aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica),
pero alternativamente puede usarse inyeccion sin aguja. Una dosis intramuscular tipica es 0,5 ml.

El tratamiento de dosificacion puede ser un programa de dosis Unica o un programa de multiples dosis. Pueden
usarse multiples dosis en un programa de inmunizacion primaria y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo.
Un programa de dosis primaria puede ir seguido de un programa de dosis de refuerzo. El momento adecuado entre
la dosis de sensibilizacién (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre la sensibilizacion y el refuerzo, puede
determinarse rutinariamente. La vacuna de RIVM basada en VME se prob6 usando un programa de 3 6 4 dosis
primarias, con vacunacién alos 0,2y 800, 1, 2 y 8 meses. MeNZB™ se administra como tres dosis a intervalos de
seis semanas.

Como se ha descrito anteriormente, la invencion puede implicar la administracién de vesiculas de mas de un
serosubtipo de N. meningitidis, tanto por separado como en mezcla.

La invencion puede usarse para provocar inmunidad sistémica y/o de la mucosa.

En general, las composiciones de la invencién pueden inducir respuestas bactericidas del suero de anticuerpos
después de administrarse a un sujeto. Estas respuestas se miden convenientemente en ratones y son un indicador
estandar de la eficacia de la vacuna [por ejemplo, véase la nota al final 14 de la referencia 166]. La actividad
bactericida del suero (SBA) mide la destruccién bacteriana mediada por el complemento, y puede ensayarse usando
complemento humano o de conejo bebé. Los criterios de la OMS requieren una vacuna para inducir al menos un
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aumento de 4 veces en SBA en mas del 90 % de los receptores. MeNZB™ provoca un aumento de 4 veces en SBA
4-6 semanas después de la administracion de la tercera dosis.

Mezclando VME para diferentes serosubtipos, las composiciones de la invencién pueden inducir respuestas
bactericidas de anticuerpos contra mas de un linaje hipervirulento de meningococo. En particular, pueden inducir
preferentemente respuestas bactericidas contra dos o tres de los tres siguientes linajes hipervirulentos: (i)
agrupaciéon A4; (i) complejo ET5; y (iii) linaje 3. Adicionalmente pueden inducir respuestas bactericidas de
anticuerpos contra uno o mas de los linajes hipervirulentos subgrupo |, subgrupo lll, subgrupo IV-1 o complejo ET-
37, y contra otros linajes, por ejemplo, linajes hiperinvasivos. Esto no significa necesariamente que la composicion
pueda inducir anticuerpos bactericidas contra todas y cada una de las cepas de meningococo dentro de estos linajes
hipervirulentos, por ejemplo, mas bien, para cualquier grupo dado de cuatro de mas cepas de meningococo dentro
de un linaje hipervirulento particular, los anticuerpos inducidos por la composiciéon son bactericidas contra al menos
el 50 % (por ejemplo, el 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas) del grupo. Grupos preferidos de cepas incluiran cepas
aisladas en al menos cuatro de los siguientes paises: GB, AU, CA, NO, IT, US, NZ, NL, BR y CU. El suero tiene
preferentemente un titulo bactericida de al menos 1024 (por ejemplo, 2'°, 2, 22 23 21 2° 2 27 2™
superior, preferentemente al menos 2“), por ejemplo, el suero puede destruir al menos el 50 % de las bacterias de
prueba de una cepa particular cuando se diluye 1/1024, como se describe en la referencia 166.

Composiciones preferidas pueden inducir respuestas bactericidas contra las siguientes cepas de meningococo del
serogrupo B: (i) de la agrupacién A4, cepa 961-5945 (B:2b:P1.21,16) y/o cepa G2136 (B:-); (ii) del complejo ET-5,
cepa MC58 (B:15:P1.7,16b) y/o cepa 44/76 (B:15:P1.7,16); (iii) del linaje 3, cepa 394/98 (B:4:P1.4) y/o cepa BZ198
(B:NT:-). Composiciones mas preferidas pueden inducir respuestas bactericidas contra las cepas 961-5945, 44/76 y
394/98.

Las cepas 961-5945 y G2136 son ambas cepas de referencia de MLST de Neisseria [id. 638 y 1002 en la ref. 107].
La cepa MC58 estd ampliamente disponible (por ejemplo, ATCC BAA-335) y fue la cepa secuenciada en la
referencia 108. La cepa 44/76 se ha usado y caracterizado ampliamente (por ejemplo, la ref. 109) y es una de las
cepas de referencia de MLST de Neisseria [id. 237 en ref. 107; fila 32 de la Tabla 2 en la ref. 19]. La cepa 394/98 se
aislé originalmente en Nueva Zelanda en 1998, y ha habido varios estudios publicados usando esta cepa (por
ejemplo, las ref. 110 y 111). La cepa BZ198 es otra cepa de referencia de MLST [id. 409 en la ref. 107; fila 41 de la
Tabla 2 en la ref. 19].

Otros componentes antigénicos

Ademas de contener VME, las composiciones de la invencién pueden incluir otros antigenos no vesiculares. Por
ejemplo, la composiciéon puede comprender uno o mas de los siguientes otros antigenos:

- Un antigeno de sacarido de N. meningitidis serogrupo A, C, W135 y/o Y, tal como el oligosacarido desvelado en
la ref. 112 del serogrupo C o los oligosacéridos de la ref. 113. El producto VA-MENINGOC-BC™ contiene
polisacéarido del serogrupo C.

- Un antigeno de sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, ref. 114-116; cap. 22 y 23 de la ref. 123].

- Un antigeno del virus de la hepatitis A, tal como virus inactivado [por ejemplo, 117, 118; capitulo 15 de la ref.
123].

- Un antigeno del virus de la hepatitis B, tal como antigenos de superficie y/o de nucleo [por ejemplo, 118, 119;
capitulo 16 de la ref. 123].

- Un antigeno del virus de la hepatitis C [por ejemplo, 120].

- Un antigeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina Pertussis (PT) y hemaglutinina filamentosa (FHA) de B.
pertussis, opcionalmente también en combinacién con pertactina y/o los aglutinégenos 2 y 3 [por ejemplo, las
ref. 121y 122; capitulo 21 de la ref. 123].

- Un antigeno diftérico, tal como un toxoide diftérico [por ejemplo, capitulo 13 de la ref. 123].

- Un antigeno tetanico, tal como un toxoide tetanico [por ejemplo, capitulo 27 de la ref. 123].

- Un antigeno de sacarido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo, capitulo 14 de la ref. 123]

- Un antigeno de N. gonorrhoeae [por ejemplo, ref. 124].

- Un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo, 125-131].

- Un antigeno de Chlamydia trachomatis [por ejemplo, 132].

- Un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo, 133].

- Antigeno(s) de la poliomielitis [por ejemplo, 134, 135; capitulo 24 de la ref. 123] tal como IPV.

- Antigeno(s) de la rabia [por ejemplo, 136], tales como virus inactivado liofilizado [por ejemplo, 137, RabAvert™].

- Antigenos del sarampién, las paperas y/o la rubeola [por ejemplo, capitulos 19, 20 y 26 de la ref. 123].

- Antigeno(s) de la gripe [por ejemplo, capitulos 17 y 18 de la ref. 123], tal como las proteinas de la superficie
hemaglutinina y/o neuraminidasa.

- Un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo, 138].

- Un antigeno de proteina de Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B) [por ejemplo, 139, 140].

- Un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococo del grupo A) [por ejemplo, 140, 141, 142].

Si se usa un antigeno de sacérido o de hidrato de carbono, esta preferentemente conjugado con un vehiculo con el
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fin de potenciar la inmunogenicidad. Es muy conocida la conjugacion de antigenos de sacérido de H. influenzae B,
meningocécico y neumocacico.

Los antigenos de proteinas tdxicas pueden desintoxicarse si fuera necesario (por ejemplo, desintoxicacion de toxina
Pertussis por medios quimicos y/o genéticos [122]).

Si se incluye un antigeno diftérico en la composicién, también se prefiere incluir antigeno tetanico y antigenos de
Pertussis. Similarmente, si se incluye un antigeno tetanico, también se prefiere incluir antigenos diftéricos y de
Pertussis. Similarmente, si se incluye un antigeno de Pertussis, también se prefiere incluir antigenos diftéricos y
tetanicos. Asi, se prefieren combinaciones de DTP.

Los antigenos de sacarido estan preferentemente en forma de conjugados. Proteinas portadoras preferidas para
conjugados son toxinas bacterianas o toxoides, tales como toxoide diftérico o toxoide tetanico. El mutante CRM197
de toxina diftérica [143-145] es un vehiculo particularmente preferido, ya que es un toxoide diftérico. Otras proteinas
portadoras adecuadas incluyen la proteina de la membrana externa de N. meningitidis [146], péptidos sintéticos
[147, 148], proteinas de choque térmico [149, 150], proteinas de pertussis [151, 152], citocinas [153], linfocinas [153],
hormonas [153], factores de crecimiento [153], proteinas artificiales que comprenden mudltiples epitopes de linfocitos
T CD4" humanos de diversos antigenos derivados de patdgenos [154], proteina D de H. influenzae [155, 156],
proteina de la superficie neumocécica PspA [157], neumolisina [158], proteinas de captacion de hierro [159], toxina A
o B de C. difficile [160], etc.

Los antigenos en la composiciébn normalmente estaran presentes a una concentracién de al menos 1 pg/ml cada
uno. En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para provocar una respuesta
inmunitaria contra ese antigeno.

Como una alternativa a usar antigenos de proteina en la composicion de la invencion, puede usarse acido nucleico
gue codifica el antigeno. Los componentes de proteina de las composiciones de la invencién pueden asi sustituirse
con acido nucleico (preferentemente ADN, por ejemplo, en forma de un plasmido) que codifica la proteina.

Composiciones preferidas incluyen VME meningocécicas como se ha descrito anteriormente, mas un sacérido
capsular conjugado de uno o0 mas (es decir, 1, 2, 3 6 4) serogrupos meningocdécicos A, C, W135 e Y. Si las VME son
del serogrupo B, entonces este enfoque permite cubrir los siguientes serogrupos: B+A; B+C; B+W135; B+Y;
B+C+W135; B+C+Y; B+W135+Y; B+A+C+W135; B+A+C+Y; B+A+W135+Y; B+C+W135+Y; y B+A+C+W135+Y. Dos
combinaciones preferidas usan VME del serogrupo B més antigenos conjugados de cualquier serogrupo A+W135+Y
0 serogrupo A+C+W135+Y. En general, es posible cubrir los cinco serogrupos A, B, C, W135 e Y eligiendo VME
para x serogrupo(s) y sacaridos conjugados para los 5-x serogrupos restantes.

También pueden afadirse antigenos de proteinas meningocdécicas especificas (preferentemente del serogrupo B)
para suplementar las composiciones de VME. En particular, puede afiadirse un antigeno de proteina tal como se
desvela en las ref. 30 y 161 a 169. Puede afiadirse un nimero pequefio de antigenos definidos (una mezcla de 10 o
menos (por ejemplo, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2) antigenos purificados). Polipéptidos inmunogénicos adicionales preferidos
para su uso con la invencion son los desvelados en la referencia 169: (1) una proteina 'NadA'; (2) una proteina '741";
(3) una proteina '936"; (4) una proteina '953'; y (5) una proteina '287'. Otros antigenos meningococicos
suplementarios posibles incluyen proteinas de unién a transferrina (por ejemplo, TbpA 'y TbpB) y/o Cu,Zn-superéxido
dismutasa [7]. Otros antigenos meningocécicos suplementarios posibles incluyen proteinas que comprenden una de
las siguientes secuencias de aminoacidos: SEC ID N°: 650 de la ref. 161; SEC ID N°: 878 de la ref. 161; SEC ID Ne°:
884 de laref. 161; SEC ID N°: 4 de la ref. 162; SEC ID N°: 598 de la ref. 163; SEC ID N°: 818 de la ref. 163; SEC ID
N°: 864 de la ref. 163; SEC ID N°: 866 de la ref. 163; SEC ID N°: 1196 de la ref. 163; SEC ID N°: 1272 de la ref. 163;
SEC ID N°: 1274 de la ref. 163; SEC ID N°: 1640 de la ref. 163; SEC ID N°: 1788 de la ref. 163; SEC ID N°: 2288 de
la ref. 163; SEC ID N°: 2466 de la ref. 163; SEC ID N°: 2554 de la ref. 163; SEC ID N°: 2576 de la ref. 163; SEC ID
N°: 2606 de la ref. 163; SEC ID N°: 2608 de la ref. 163; SEC ID N°: 2616 de la ref. 163; SEC ID N°: 2668 de la ref.
163; SEC ID N°: 2780 de la ref. 163; SEC ID N°: 2932 de la ref. 163; SEC ID N°: 2958 de la ref. 163; SEC ID N°:
2970 de la ref. 163; SEC ID N°: 2988 de la ref. 163, o un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que: (a) tiene el 50 % o mas identidad (por ejemplo, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o mas) con dichas
secuencias; y/o (b) comprende un fragmento de al menos n aminoacidos consecutivos de dichas secuencias, en las
que n es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o
mas). Fragmentos preferidos para (b) comprenden un epitope de la secuencia relevante. Puede incluirse mas de uno
(por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6) de estos polipéptidos. También pueden afiadirse los antigenos meningocdécicos proteina
de unién a transferrina y/o proteina Hsf [170].

La suplementacion de las VME por antigenos meningococicos definidos de esta forma es particularmente Util si las

VME son de un meningococo del serosubtipo P1.7b,4 o un meningococo del serosubtipo P1.7,16. Se prefiere la
suplementacién de una mezcla de VME de ambos de estos serosubtipos.
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Serosubtipos especificos

La invencién proporciona una composicién que comprende VME preparadas a partir de un meningococo que tiene
uno de los siguientes subtipos: P1.2; P1.2,5; P1.4; P1.5; P1.5,2; P1.5,c; P1.5¢,10; P1.7,16; P1.7,16b; P1.7h,4; P1.9;
P1.15; P1.9,15; P1.12,13; P1.13; P1.14; P1.21,16; P1.22,14

El meningococo esta preferentemente en el serogrupo B.
Estas VME son adecuadas para su uso con la invencién, como se ha descrito anteriormente.
Pauta de administracion de VME

La invencion proporciona un procedimiento de administracion de una vacuna de VME meningocdcica a un paciente,
en el que una primera dosis se administra a tiempo cero, una segunda y una tercera dosis se administran durante los
dos meses siguientes, y una cuarta dosis se administra entre los 11 y 13 meses después del tiempo cero.

La invencion también proporciona un procedimiento de administracién de vacunas de VME meningocdécicas a un
paciente, en el que una primera dosis se administra a tiempo cero, una segunda y una tercera dosis se administran
durante los dos meses siguientes, y una cuarta dosis se administra entre los 11 y 13 meses después del tiempo
cero, y en el que (a) la primera, segunda y tercera dosis comprenden VME con el mismo serosubtipo entre si, y (b) la
cuarta dosis comprende VME con un serosubtipo diferente de las tres primeras dosis. La cuarta dosis puede
contener VME solo con un serosubtipo diferente de las tres primeras dosis, o puede contener dos tipos de VME, una
con un serosubtipo diferente de las tres primeras dosis y una con el mismo subtipo.

La primera, segunda y tercera dosis se administran preferentemente a intervalos entre 6 y 8 semanas. La cuarta
dosis se administra preferentemente aproximadamente 1 afio después del tiempo cero.

El paciente recibe preferentemente la misma cantidad de vacuna en cada una de las cuatro dosis.
Las VME son preferentemente el serosubtipo P1.7b,4 y/o P1.7,16.

La invencion también proporciona un procedimiento de administracion de una vacuna meningocdcica a un paciente,
en el que: (a) la vacuna comprende VME meningocécicas que tienen un primer serosubtipo; (b) el paciente ha
recibido previamente una vacuna de VME diferente que tiene un segundo serosubtipo, administrandose la primera
dosis de la vacuna de VME diferente mas de 11 meses antes de este procedimiento.

La invencion también el uso de VME meningocdcicas que tienen un primer serosubtipo en la fabricacion de un
medicamento para inmunizar contra meningitis meningocécica, en el que el medicamento es para administracion a
un paciente que se ha pre-inmunizado con VME que tienen un segundo serosubtipo. La administracion de VME
también puede seguir la inmunizacién con una vacuna conjugada meningocdcica. Asi, la invencién proporciona el
uso de VME meningocdcicas de un primer serogrupo meningocécico en la fabricaciéon de un medicamento para
inmunizar contra al menos meningitis meningocécica, en el que el medicamento es para administracion a un
paciente que se ha pre-inmunizado con un sacérido capsular conjugado de un segundo serosubtipo meningocacico.
Similarmente, proporciona un procedimiento de administracion de una vacuna meningocdcica a un paciente, en el
que: (a) la vacuna comprende VME meningocdcicas que tienen un primer serogrupo; (b) el paciente ha recibido
previamente un sacarido capsular conjugado de un segundo serogrupo meningocaocico.

La pre-inmunizaciéon puede tener lugar mas de 6 meses antes de administrar las VME (por ejemplo, mas de 11
meses). Asi, por ejemplo, un paciente puede recibir sacaridos conjugados en el tiempo cero, y a continuacion VME
11 meses después.

La pre-inmunizacién con un sacarido meningocécico es preferentemente con al menos el serogrupo C, pero puede
ser con mas de un serogrupo, por ejemplo, con tanto A+C, con A+C+Y, con A+C+W135+Y, etc.

El primer serogrupo es preferentemente el serogrupo B.

Las VME pueden administrarse al mismo tiempo que los conjugados meningocdcicos, es decir, el paciente esta
recibiendo otra dosis de conjugado meningocdcico al mismo tiempo que recibe las VME.

El paciente puede o puede no haber sido pre-inmunizado con VME del primer serogrupo.
El paciente puede haber sido pre-inmunizado con un conjugado de sacarido capsular de H. influenzae tipo b.

El paciente puede haber sido pre-inmunizado con un toxoide diftérico y un toxoide teténico.
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General

El término “que comprende” engloba “que incluye”, ademas de “que consiste”, por ejemplo, una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

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

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

MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
Dosificacion de VME - cepa Unica

Se realizaron estudios de dosificacion para el producto MeNZB™ en adultos sanos. Los adultos recibieron tres dosis
de tanto 25 pg como 50 pg de VME, administradas a intervalos de 6 semanas a través de una aguja de 25 mm de 23
de calibre. Se observd un aumento de cuatro veces en el titulo de SBA contra la cepa de la vacuna, medido 4 a 6
semanas después de la tercera vacunacion, en el 100 % de los pacientes que recibieron la dosis de 25 pg pero,
sorprendentemente, se observd en solo el 87 % de los pacientes que recibieron la mayor dosis. La proporcion de
pacientes que respondieron también fue mayor a la menor dosificacion después de la segunda dosis (87 % frente a
78 %). Por tanto, la menor dosis se selecciond para uso adicional, permitiendo asi que las disoluciones madre de
vacuna proporcionaran la inmunizacion del doble de pacientes.

Dosificacion de VME - multiples cepas combinadas

Previamente se han descrito VME preparadas a partir de la cepa noruega H44/76 y administradas a pacientes
humanos en ensayos clinicos de fase I, Il y Ill. Forman la base del producto MenBvac™. Similarmente, VME
preparadas a partir de la cepa de Nueva Zelanda HZ98/254 forman la base del producto MeNZB™. Se han
confirmado su seguridad y eficacia.

Tanto MeNZB™ como MenBvac™ incluyen VME a una concentracion de 50 pg/ml (medida como cantidad de
proteina) en una dosis de 0,5 ml. Cuando se prueba una combinacién de las dos VME en seres humanos, entonces,
con el fin de mantener la eficacia contra los dos serosubtipos diferentes, la comparacion mas directa seria mantener
la concentracion de cada VME a 50 pg/ml. A diferencia, los inventores eligieron mantener la dosis de VME total igual
que en los dos productos monovalentes (50 pg/ml) y en lugar de dividir en dos la cantidad de cada VME, es decir,
usar 25 pg/ml de cada serosubtipo.

La vacuna combinada se administra a pacientes que han recibido previamente tanto MeNZB™ como MenBvac™. La
combinacion se administra 1 afio después de la dosis inicial de las VME monovalentes.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende vesiculas de membrana externa (VME) de dos o mas de los serogrupos A, B, C,
W135 e Y de meningococo.

2. Una composiciéon que comprende vesiculas de membrana externa de un primer serosubtipo meningocécico y un
segundo serosubtipo meningococico, en la que la concentracion de VME del primer serosubtipo es
aproximadamente 25 pg/ml y la concentracion de VME del segundo serosubtipo es aproximadamente 25 pg/ml, en la
que la composicién esta en un volumen de dosis de aproximadamente 0,5 ml.

3. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, que comprende ademas un sacarido capsular
conjugado de uno o mas de los serogrupos meningocécicos A, C, W135e'Y.

4. Un procedimiento que comprende: preparar n conjuntos de VME, uno de cada uno de n serosubtipos diferentes; y
combinar los n conjuntos de vesiculas en un kit, enelquenes 2, 3,4,5 6 6.

5. Un kit que comprende VME preparadas a partir de n serosubtipos diferentes, enelque nes 2, 3,4,5 6 6.

6. El kit de la reivindicacion 5, que comprende ademas un sacarido capsular conjugado de uno o mas de los
serogrupos meningocaocicos A, C, W135e Y.
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