ES 2383 231 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Namero de publicacién: 2 383 231
@int. cl.

A61K 39/095 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Nimero de solicitud europea: 08838605 .7
Fecha de presentacién: 17.10.2008

Numero de publicacion de la solicitud: 2200642
Fecha de publicacion de la solicitud: 30.06.2010

Tl’tulo: Formulaciones para vacunas meningocoécicas

Prioridad: @ Titular/es:

19.10.2007 US 999590 P NOVARTIS AG

LICHTSTRASSE 35
4056 BASEL, CH

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es:
19.06.2012 CONTORNI, Mario;
KAZZAZ, Jina;

O'HAGAN, Derek;
SINGH, Manmohan y
UGOZZOLI, Mildred

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente/Representante:

19.06.2012 Carpintero Lopez, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 23832311713

DESCRIPCION
Formulaciones para vacunas meningocécicas

Campo de la técnica

La presente invencién esta en el campo de la formulacion de vacunas meningocécicas.
Técnica anterior

En la actualidad se estan investigando varias vacunas contra el serogrupo B de Neisseria meningitidis ("Men-B"),
pero comparten una caracteristica comun.

Los productos de vesicula de la membrana externa (VME) producidos por Novartis (MENZB™), por el Finlay Institute
(VAMENGOC-BC™), por el Norwegian Institute of Public Health (MENBVACT™) y por el Netherlands Vaccine
Institute (HEXAMEN™ y NONAMEN™) incluyen todos ellos un adyuvante de hidroxido de aluminio. La “vacuna
universal para meningococo de serogrupo B” comunicada por Novartis en la referencia 1 también incluye un
adyuvante de hidroxido de aluminio, como también lo incluye la vacuna bivalente de VME notificada recientemente
en la referencia 2.

Divulgacién de la invencion

Al desarrollar la vacuna Men-B de Novartis, los inventores han descubierto que la inmunogenicidad 6ptima requiere
la presencia de un adyuvante. Ademas, han descubierto que la adsorcidon en hidréxido de aluminio proporciona
buena estabilidad de almacenamiento para los antigenos de la vacuna. No obstante, para evitar la necesidad de
usar sales de aluminio se han buscado alternativas.

El uso de adyuvantes que no sean de aluminio para vacunas Men-B ya se conoce. Por ejemplo, la referencia 3
notifica el uso de la emulsién de aceite en agua MF59 como adyuvante para vesiculas Men-B y la referencia 4
describe el uso de oligonucleétidos inmunoestimulantes y/o MF59 como adyuvantes. Aunque los resultados de
inmunogenicidad con MF59 fueron excelentes y la investigacion continua ha mostrado que este adyuvante puede
potenciar la cobertura de cepas de una vacuna Men-B en comparacion con el hidréxido de aluminio, otros trabajos
han mostrado inesperadamente que los inmunégenos de Men-B adyuvados con emulsiones de aceite en agua
tienen una estabilidad mala a largo plazo. Por tanto, es un objeto de la invencién proporcionar modos de mejorar la
estabilidad durante el almacenamiento de las vacunas Men-B cuando se usan emulsiones de aceite en agua como
adyuvantes.

La experiencia previa con emulsiones de aceite en agua procede del area de las vacunas contra la gripe. El producto
FLUAD™ incluye la emulsién MF59 y se distribuye en un formato liquido premezclado en un Unico contenedor (el
enfoque “un vial”). Esta formulacién premezclada es la formulacién que ahora se ha descubierto que ofrece una
mala estabilidad para las vacunas Men-B.

Como alternativa a la formulacién de “un vial” con vacunas de emulsiones de aceite en agua, se ha estado usando
un enfoque de “dos viales” para la gripe (p. €j., véase la ref. 5), para el VHS (p. €j., véase la ref. 6) y para el VIH (p.
ej., véase la ref. 7), en el que la vacuna y la emulsién estan distribuidas juntas, en formato liquido ambas, para
mezclar de forma extemporanea en el momento del uso.

E acuerdo con la presente invencion, se sigue un enfoque diferente para las vacunas Men-B, usando una
formulacién doble de (i) un adyuvante de emulsion de aceite en agua y (ii) un componente inmunogénico Men-B en
forma liofilizada. Los antigenos Men-B liofilizados se pueden reconstituir en forma de liquido adyuvado en el
momento de usar listo para administrar a un paciente. Se ha descubierto que esta formulaciéon proporciona
excelentes resultados en términos de estabilidad y de inmunogenicidad.

Los inventores también han descubierto que el componente liofilizado puede retener su eficacia cuando se incluye
uno o mas sacaridos conjugados de N. meningitidis en los serogrupos A, C, W135y/o Y (Men-A, -C, -W135 e -Y). La
combinacién de antigenos para inmunizar contra multiples serogrupos de meningococo, incluido el serogrupo B,
usando un Unico componente liofilizado, es particularmente ventajosa.

Por tanto, la invencién proporciona un kit que comprende: (i) un primer contenedor que contiene un adyuvante que
comprende una emulsion de aceite en agua; y (i) un segundo contenedor que contiene una composicion antigénica
liofilizada que comprende un inmundgeno para producir una respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N.
meningitidis. La composicion antigénica liofilizada puede ademas comprender un sacarido capsular conjugado de
uno o mas de los serogrupos A, C. W135 y/o Y de N. meningitidis.

La invencion también proporciona un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica, que comprende
una etapa de mezclar:

(i) un adyuvante que comprende una emulsién de aceite en agua; y (ii) una composicién antigénica liofilizada que
comprende un inmundgeno para producir una respuesta inmunitaria contra el serogrupo B de N. meningitidis. La
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composicion antigénica liofilizada puede ademas comprender un sacarido capsular conjugado de uno o mas de los
serogrupos A, C. W135 y/o Y de N. meningitidis.

La composicion antigénica liofilizada

La invencién usa una composicion antigénica liofilizada que incluye un inmunégeno para producir una respuesta
inmunitaria contra Men-B. Opcionalmente puede incluir un sacarido capsular conjugado de uno o mas de Men-A,
Men-C, Men-W135 y/o Men-Y.

El inmundégeno Men-B puede comprender vesiculas de membrana de una bacteria Men-B y/o proteinas
recombinantes de Men-B y/o lipooligosacarido (LOS) de Men-B.

La liofilizacién de las VME de Men-B se conoce en la técnica [8], pero estas VME se administraron después junto
con un adyuvante de fosfato de aluminio. Por tanto, el problema de la estabilidad del antigeno cuando se combina
con una emulsion de aceite en agua adyuvante no se comunic6é. Se conoce una liofilizacion similar de los antigenos
conjugados de meningococo, incluyendo la reconstitucién posterior con MF59 [9], pero no en combinacion con
ningun antigeno Men-B-

Componentes de Men-B que comprenden las vesiculas

Las vesiculas para usar como componentes de vacuna de Men-B incluyen cualquier vesicula proteoliposémica
obtenida rompiendo una membrana externa bacteriana para formar vesiculas de la misma que incluyen
componentes proteicos de la membrana externa. Por tanto, el término incluye VME (en ocasiones denominadas
“ampollas”), microvesiculas (MV [10]) y VME nativas” (‘“NVME" [11]).

Las VM y las NVME son vesiculas de membrana que se producen de forma natural y se forman de forma
espontanea durante el crecimiento bacteriano y se liberan al medio de cultivo. Las VM se pueden obtener cultivando
Neisseria en medio de caldo cultivo, separando las células enteras de las VM mas pequefias en el medio de caldo
cultivo (p. e€j., mediante filtracion o mediante centrifugacion de baja velocidad, para sedimentar Gnicamente las
células y no las vesiculas, que son mas pequefias), y, después, recoger las VM del medio sin células (p. ej.,
mediante filtracion, mediante precipitacion diferencial o agregacion de VM, mediante centrifugacion a velocidad alta
para sedimentar las VM. Las cepas para usar en la produccién de VM pueden seleccionarse, en general, en base a
la cantidad de VM producidas en el cultivo, por ejemplo las ref. 12 y 13 describen Neisseria con produccién de VM
alta.

Las VME se preparan artificialmente a partir de bacterias y se pueden preparar usando tratamiento con detergente
(p. €j., con desoxicolato) o por medios sin detergente (p. €j., véase la referencia 14). Procedimientos para obtener
preparaciones de VME adecuadas se divulgan en, por ejemplo, las referencias citadas en el presente documento.
Técnicas para formar VME incluyen el tratamiento de las bacterias con un detergente de sal de acido biliar (p. €j.,
sales de &cido litocolico, acido quenodesoxicdlico, acido ursodesoxicolico, acido desoxicolico, acido cdlico, acido
ursocolico etc., siendo preferido el desoxicolato sodico [15 & 16] para tratar Neisseria) a un pH suficientemente alto
como para no precipitar el detergente [17]. Se pueden efectuar otras técnicas sustancialmente en ausencia de
detergente [14] usando técnicas tales como sonicacion, homogeneizacién, microfluidificacion, cavitacion, shock
osmético, molturacion, prensa francesa, mezclado etc. Los procedimientos que no usan detergente, o usan muy
poco, pueden retener antigenos Utiles, tales como NspA [14]. Por tanto, un procedimiento puede usar un tampoén de
extraccion de VME con desoxicolato al aproximadamente 0,5 % o menor, por ejemplo aproximadamente 0,2 %,
aproximadamente 0,1 %, < 0,05 % o cero.

Un procedimiento util para la preparacion de VME se describe en la referencia 18 e implica ultrafiltracion en VME en
bruto, en lugar de centrifugacion de velocidad alta. El procedimiento puede implicar una etapa de ultracentrifugacion
una vez que tiene lugar la ultrafiltracion.

Las vesiculas se pueden preparar a partir de cualquier cepa de Men-B para usar con la invencién. Pueden ser de
cualquier serotipo (p. €j., 1, 2a, 2b, 4, 14, 15, 16, etc.), cualquier serosubtipo y cualquier inmunotipo (p. €j., L1; L2;
L3; L3,3,7; L10; etc.). Los meningococos pueden ser de cualquier linaje adecuado, incluidos linajes hiperinvasivos e
hipervirulentos, por ejemplo cualquiera de los siete linajes hipervirulentos siguientes: subgrupo I; subgrupo IlI;
subgrupo 1V-1; complejo ET-5; complejo ET-37; clister A4; linaje 3. Estos linajes se han definido mediante
electroforesis enzimatica multilocus (MLEE), pero también se ha usado tipado multilocus de secuencia (MLST) para
clasificar los meningococos [ref. 19], por ejemplo el complejo ET-37 es el complejo ST-11 mediante MLST, el
complejo ET5 es ST-32 (ET-5), el linaje 3 es ST-41/44, etc. Las vesiculas se pueden preparar a partir de cepas que
tienen uno de los subtipos siguientes: 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.

Las vesiculas usadas con la invencion se pueden preparar a partir de cepas de Men-B silvestres o de cepas
mutantes. Por ejemplo, la referencia 20 divulga preparaciones de vesiculas obtenidas de N. meningitidis con un gen
fur modificado La referencia 27 ensefia que la expresién de nspA se regulara por aumento con inactivacion de porA
y cps concomitante. Otros mutantes defectivos de N. meningitidis para la produccion de VME se divulgan e las
referencias 27 a 29. La referencia 21 divulga vesiculas en las que fHBP esta regulado por aumento. La referencia 22
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divulga la construccién de vesiculas de las cepas modificadas para expresar seis subtipos PorA diferentes. Neisseria
mutante con niveles bajos de endotoxina, alcanzados mediante deficiencia de enzimas implicadas en la biosintesis
de LPS, también se puede usar [33,24]. Estos y otros mutantes se pueden usar todos ellos de acuerdo con la
invencion.

Por tanto, una cepa de Men-B usada con la invencién puede, en ocasiones, expresar mas de un subtipo de PorA.
Previamente se han construido cepas PorA hexavalentes y nonavalentes. La cepa puede expresar 2, 3,4, 5,6, 7, 8
0 9 de subtipos de PorA: P1.7,16; P1.5-1,2-2; P1.19,15-1; P1.5-2,10; P1.12-1,13; P1.7-2,4; P1.22,14; P1.7-1,1 ylo
P1.18-1,3,6. En otras realizaciones, una cepa puede haber sido regulada por disminucion para la expresién de PorA,
por ejemplo en la que la cantidad de PorA se ha reducido en al menos un 30% (p.ej. 230%, >40%, =50%, =60%,
>70%, =280%, =290%, 295%, etc.), o incluso son defectivos, respecto a los niveles silvestres (p.ej., respecto a la cepa
H44/76, como se ha divulgado en la referencia 30).

En algunas realizaciones, una cepa Men-B puede sobreexpresar (respecto a la correspondiente cepa silvestre)
ciertas proteinas. Por ejemplo, las cepas pueden sobreexpresar NspA, proteina 287 [45], fHBP [21], TbpA y/o TbpB
[25], Cu, Zn superoxido dismutasa [25], etc.

En algunas realizaciones, una cepa Men-B puede incluir uno o mas de la mutaciones defectivas y/o sobreexpresion
divulgadas en las referencias de 26 a 29. Genes preferidos para la regulacién por disminucion y/o inactivaciéon
incluyen: (a) Cps, CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB, GalE, HtrB/MshB, LbpA, LbpB, LpxK, Opa, Opc, PIlC, PorB, SiaA,
SiaB, SiaC, SiaD, ThpA, and/or ThpB [26]; (b) CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, FrpB, GalE, HtrB/MsbB, LbpA, LbpB, LpxK,
Opa, Opc, PhoP, PIIC, PmrE, PmrF, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA, and/or TbpB [27]; (c) ExbB, ExbD, rmpM, CtrA,
CtrB, CtrD, GalE, LbpA, LpbB, Opa, Opc, PIlC, PorB, SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, TbpA, y/o TbpB [28]; and (d) CtrA,
CtrB, CtrD, FrpB, OpA, OpC, PIlC, PorB, SiaD, SynA, SynB, y/o SynC [29].

Cuando se usa una cepa mutante, en algunas realizaciones puede tener una o mas, o todas, de las caracteristicas
siguientes: (i) LgtB y/o GalE regulado por disminucién o inactivacion para truncar el LOS meningocdcico; (ii) ThpA
regulado por aumento; (iii) Hsf regulado por aumento; (iv) Omp85 regulado por aumento; (v) lupa regulado por
aumento; (vi) NspA regulado por aumento; (vii) PorA defectivo; (viii) FrpB regulado por disminucién o defectivo; (ix)
Opa regulado por disminucién o defectivo; (x) Opc regulado por disminucion o defectivo; (xii) complejo génico con
delecion de cps. Un LOS truncado puede ser uno que no incluya un epitopo de sialil-lacto-N-neotetraosa, por
ejemplo podria ser LOS deficiente en galactosa. El LOS puede no tener cadena a.

S| LOS esta presente en una vesicula, es posible tratar la vesicula para vincular LOS y sus componentes proteicos
(conjugacion “intra-ampolla” [29]).

La invencion puede usar con mezclas de vesiculas de diferentes cepas. Por ejemplo, la referencia 30 divulga una
vacuna que comprende composiciones de vesicula meningocécica multivalente, que comprende una primera
vesicula de una cepa meningoc6cica con un serosubtipo prevalente en un pais de uso y una segunda vesicula
derivé de una cepa que no tiene que tener un serosubtipo prevenido en un pais de uso. La referencia 31 también
divulga combinaciones Utiles de diferentes vesiculas. Una combinacién de vesiculas de cepas de cada uno de los
inmunotipos L2 y L3 se puede usar en algunas realizaciones.

Los antigenos basados en vesiculas se pueden preparar a partir de serogrupos distintos a MEN-B (p. €j., la
referencia 17 divulga un procedimiento para Men-A). La invencion pude usarse, en consecuencia, con vesiculas
preparadas de serogrupos distintos a Men-B (p. €j., A, C, W135 y/o Y). No obstante, el objetivo principal es Men-B.

Componentes de Men-B que comprenden proteinas recombinantes

También se ha comunicado el uso de proteinas recombinantes como inmundgenos para vacunas contra Men-B. Por
ejemplo, varios antigenos se comunican en las referencias 32 a 40. Estos antigenos se pueden usar solos 0 en
combinaciones. Cuando mdltiples proteinas purificadas se combinan, es util usar una mezcla de 10 o menos (p. €j.,
9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2) antigenos purificados.

Una combinacioén particularmente Util de antigenos se divulga en las referencias 1y 40 y, por tanto, una composicion
puede incluir 1, 2, 3, 4 0 5 de: (1) una proteina (NadA”; (2) una proteina 'fHBP’, anteriormente conocida como “741";
(3) una proteina “936”; (4) una proteina “953"; y (5) una proteina “287". Otras posibles combinaciones de antigenos
pueden comprender una proteina de unién a la transferrina (p. ej., TbpA and/or TbpB) y un antigeno Hsf. Otros
posibles antigenos purificados incluyen proteinas que comprenden ua de las siguientes secuencias de aminoacidos:
SC ID N° 650 de la ref. 32; SC ID N° 879 de la ref. 32; SC ID N° 884 de la ref. 32; SC ID N° 4 de la ref. 33; SC ID N°
598 de la ref. 34; SC ID N° 818 de la ref. 34; SC ID N° 864 de la ref. 34; SC ID N° 866 de la ref. 34; SC ID N° 1196
de laref. 34; SC ID N° 1272 de la ref. 34; SC ID N° 1274 de la ref. 34; SC ID N° 1640 de la ref. 34; SC ID N° 1788 de
la ref. 34; SC ID N° 2288 de la ref. 34; SC ID N° 2466 de la ref. 34; SC ID N° 2554 de la ref. 34; SC ID N° 2576 de la
ref. 34; SC ID N° 2606 de la ref. 34; SC ID N° 2608 de la ref. 34; SC ID N° 2616 de la ref. 34; SC ID N° 2668 de la
ref. 34; SC ID N° 2780 de la ref. 34; SC ID N° 2932 de la ref. 34; SC ID N° 2958 de la ref. 34; SC ID N° 2970 de la
ref. 34; SC ID N° 2988 de la ref. 34, o un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que: (a) tiene
una identidad del 50% o mas (p. €j., 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 0 mas
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(p. €j., 8, 10, 12, 14, 16, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Fragmentos preferidos
para (b) comprenden un epitopo de la secuencia relevante. Se pueden incluir mas de uno (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6) de
estos polipéptidos.

El antigeno fHBP entra dentro de tres variantes distintas [39]. Un componente Men-B de la invencién puede incluir
una Unica variante de fHBP, pero Gtilmente incluird un fHBP de cada una de dos o de las tres variantes. Por tanto,
puede incluir una combinacién de dos o tres fHBP purificados diferentes, seleccionados de: (b) una primera proteina
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 50 % con la
SEC ID N° 1 y/o que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en un fragmento de al menos x
aminoacidos contiguos de la SEC ID N° 1; (b) una segunda proteina que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de secuencia de al menos el b % con la SEC ID N° 2 y/o que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste en un fragmento de al menos y aminoacidos contiguos de la SEC ID N° 2; y/o (c) una
tercera proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el
¢ % con la SEC ID N° 3 y/o que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en un fragmento de al
menos z aminoacidos contiguos de la SEC ID N° 3.

El valor de a es al menos 85, por ejemplo 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 0 mas. El valor
de b es al menos 85, por ejemplo 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 0 mas. El valor de c es
al menos 85, por ejemplo 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5 0 mas. Los valoresde a,byc
no estan intrinsecamente relacionados entre si.

El valor de x es al menos 7, por ejemplo 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). El valor de y es al menos 7, por
ejemplo 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250). El valor de z es al menos 7, por ejemplo 3, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200,
225, 250). Los valores de x, y y z no estan intrinsecamente relacionados entre si.

En algunas realizaciones, la(s) proteina(s) fHBP se lipidaran en, por ejemplo, una cisteina de extremo N. En otras
realizaciones, no estaran lipidadas.

Una composicion Util basada en proteinas purificadas comprende una mezcla de: (i) un primer polipéptido que tiene
la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 4; (ii) un primer polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEC ID
N° 5 o la SEC ID N°: 7; y (iii) un primer polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 6. Véanse las
ref. 1y 40.

Componentes de Men-B que comprenden LOS

Se han notificado vacunas meningocécicas basadas en lipooligosacarido. El LOS se puede usar solo o conjugado
con un vehiculo. Cuando esta conjugado, la conjugacién puede ser a través de una porcién del lipido A en el LOS o
a través de cualquier otro resto adecuado, por ejemplo sus residuos de KDO. Si el resto lipido A de LOS esta
ausente, es esencial una union alternativa de este tipo.

El LOS puede ser de cualquier inmunotipo, por ejemplo, L2, L3, L7, etc.

En lugar de de usar el LOS nativo, se prefiere usar una forma modificada. Esas modificaciones se pueden realizar
guimicamente, pero es mas comodo inactivar las enzimas en Men-B responsables de ciertas adiciones biosintéticas.
Por ejemplo, el LOS se puede modificar para eliminar al menos el Gal terminal de la unidad de lacto-N-neotetraosa
nativa y esta modificacion se puede realizar inactivando una o mas de las enzimas relevantes. Las enzimas
responsables de la adicion de dos monosacaridos terminales en un LOS nativo (acido sialico y galactosa) se pueden
inactivar, bien para eliminar solo el Sia terminarl o para eliminar el disacarido Sia-Gal. Por ejemplo, la inactivacion
del gen IgtB, elimina el disacarido Sia-Gal. Una inactivacion del gen galE también proporciona un LOS modificado
util. Se puede inactivar un gen de lipido A graso transferasa [41].

Al menos un acido graso unido a O primario se puede eliminar del LOS [42]. También se puede usar el LOS que
tiene un ndmero reducido de cadenas de acilo secundarias por molécula de LOS [43]. El LOS puede no tener
cadena a.

El LOS puede comprender GlcNAc-Hepfosfoetanolamina-KDO,-Lipido A [44].

Componentes mixtos de Men-B

La invencion puede usar vesiculas, polipéptidos purificados o LOS como antigeno Men-B. También Puede usar
combinaciones de estos tres antigenos, por ejemplo (i) vesiculas + polipéptidos purificados; (ii) vesiculas + LOS; (iii)
polipéptidos purificados + LOS; o (iv) vesiculas + polipéptidos purificados + LOS; o (iv) vesiculas + polipéptidos
purificados + LOS. Estas combinaciones se pueden realizar preparando cada componente individual por separado y
mezclandolos después. Por ejemplo, la referencia 45 divulga la adicion de proteinas purificadas a vesiculas para
proporcionar una composicion con una eficacia mas amplia.
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Serogrupos A, C, W135e Y

Las vacunas monovalentes conjugadas contra el serogrupo C se han aprobado para uso humano e incluyen
MENJUGATE™, MENINGITEC™ y NEISVAC-C™. Se conocen mezclas de conjugados de los serogrupos A+C
[46,47] y se han notificado mezclas de conjugados de los serogrupos A+C+W135+Y [48-51] y se aprobaron en 2005
como el producto acuoso MENACTRA™.

El componente liofilizado usado con la invencién puede incluir uno o mas conjugados de sacaridos capsulares de 1,
2, 3, 0 4 de los serogrupos meningocdcicos A, C, W135 e Y, por ejemplo A+C, A+W135, A+Y, C+W135, C+Y,
W135+Y, A+C+W135, A+C+Y, A+W135+Y, A+C+W135+Y, etc. Se prefieren los componentes que incluyen
sacaridos de los cuatro serogrupos A, C, W135e Y.

El sacarido capsular del meningococo del serogrupo A es un homopolimero de N-acetil-D-manosamina-1-fosfato
unido a (a1l—#6), con O-acetilacion parcial en las posiciones C3 y C4. La acetilacion en la posicién C-3 puede ser del
70-95 %. Las condiciones usadas para purificar el sacarido pueden dar lugar a la O-acetilacion (p. ej., en
condiciones basicas), pero es util conservar el OAc en esta posicion C3. En algunas realizaciones, al menos el 50 %
(p. €j., al menos el 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o0 mas) de los residuos de manosamina en sacaridos del serogrupo A
también esta O-acetilado en la posicién C-3. Los grupos acetilo pueden sustituirse con grupos blogueantes para
prevenir la hidrélisis [52], y estos sacaridos modificados siguen siendo sacaridos del serogrupo A dentro del
significado de la invencion.

EL sacarido capsular del serogrupo C es un homopolimero de acido sialico unido a (a 2—9) (acido N-
acetilneuraminico o 'NeuNAc’). La estructura del sacéarido se escribe como —9)-Neu p NAc 7/8 OAc-(a2—. La
mayoria de las cepas del serogrupo C tienen grupos O-acetilo en C-7 y/o C-8 de los residuos de acido siélico, pero
aproximadamente el 15 % de los aislamientos clinicos carecen de estos grupos O-acetilo [53,54]. La presencia o
ausencia de grupos OAc genera epitopos Unicos y la especificidad de la unién del anticuerpo al sacéarido puede
afectar a su actividad bactericida contra las cepas O-acetiladas (OAc+) y des-O-acetiladas (OAc-) [55-57]. Los
sacaridos del serogrupo C usados con la invencién se pueden preparar a partir de cepas OAc+ u OAc-. Las vacunas
conjugadas Men-C aprobadas incluyen sacaridos tanto OAc-(NEISVAC-C™) como OAc+ (MENJUGATE™ &
MENINGITEC™). En algunas realizaciones, las cepas para la produccion de los conjugados sel serogrupo C son
cepas OAc+, por ejemplo del serotipo 16, serosubtipo P1.7a,1, etc. Por tanto, se pueden usar cepas C:16:P1.7a,1
OAc+. Las cepas OAc+ del serosubtipo P1.1 también son utiles, tal como la cepa C11.

El sacarido del serogrupo W135 es un polimero de unidades del disacarido acido sidlico-galactosa. Como el
sacarido del serogrupo C, tiene O-acetilacion variable, pero en las posiciones 7 y 9 del acido sialico [58]. La
estructura se escribe como: —4)-DNeup5Ac(7/90Ac)-a-(2—6)-D-Gal-a-(1—.

El sacéarido del serogrupo Y es similar al sacarido del serogrupo W135, a excepcién de que la unidad de disacarido
de repeticion incluye glucosa en lugar de galactosa. Como el serogrupo W135, tiene O-acetilacion variable en las
posiciones 7 y 9 del acido sidlico [58]. La estructura del serogrupo Y se escribe como: —4)-D-Neup5Ac(7/90Ac)-a-
(2—6)-D-Glc-a-(1—.

Los sacaridos usados de acuerdo con la invencién pueden estar O-acetilados, como se ha descrito antes (p. €j., con
el mismo patrén de O-acetilacion que se ve en los sacaridos capsulares nativos) o pueden estar parcial o totalmente
O-acetilados en una o mas posiciones de los anillos de sacarido, o pueden estar hiper-O-acetilados respecto a los
sacaridos capsulares nativos,

Los restos sacaridos en los conjugados pueden comprender sacaridos de longitud completa como los preparados a
partir de meningococos o pueden comprender fragmentos de sacaridos de longitud completa, es decir, los sacaridos
pueden ser mas cortos que los sacaridos capsulares nativos que se ven en las bacterias. Por tanto, los sacaridos
pueden estar despolimerizados, produciéndose la despolimerizacion durante o después de la purificacion del
sacarido pero antes de la conjugacion. La despolimerizacion reduce la longitud de la cadena de los sacaridos. Un
procedimiento de despolimerizacion implica el uso de peroxido de hidrégeno [48]. El peréxido de hidrégeno se afade
a un sacarido (p. €j., para dar una concentracion final de H.O; del 1 %) y la mezcla se incuba después (p. €j., a
aproximadamente 55 °C) hasta que se ha conseguido una reduccién deseada de la longitud de la cadena. Otro
procedimiento de despolimerizacion implica hidrélisis acida [49]. Otros procedimientos de despolimerizacion se
conocen en la técnica. Los sacaridos usados para preparar los conjugados para usar de acuerdo con la invencién se
pueden obtener mediante cualquiera de estos procedimientos de despolimerizacion. La despolimerizacion se puede
usar para proporcionar una longitud de cadena 6ptima para inmunogenicidad y/o para reducir la longitud de cadena
para que los sacaridos se puedan manipular fisicamente. En algunas realizaciones, los sacaridos tienen el siguiente
intervalo de grados medios de despolimerizacion (Dp): A=10-20; C=12-22; W135=15-25; Y=15-25. En términos de
peso molecular en lugar del Dp, los intervalos Utiles para todos lo serogrupos son: <100 kDa; 5 kDa-75 kDa; 7 kDa-
50 kDa; 8 kDa-35 kDa; 12 kDa-25 kDa; 15 kDa-22 kDa.

En algunas realizaciones, el peso molecular medio para los sacéaridos de cada serogrupo meningocdcico A, C, W135
e Y puede ser mas de 50 kDa , por ejemplo 275 kDa, 2100 kDa, 2110 kDa, 2120 kDa, 2130 kDa, etc. [59], e incluso
de hasta 1500 kDa, en concreto tal como se determina mediante MALLS. Por ejemplo: un sacarido Men-A puede
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estar en el intervalo de 50-500 kDa, por ejemplo 60-80 kDa; un sacarido Men-C puede estar en el intervalo de 100-
210 kDa; un sacarido Men-WI35 puede estar en el intervalo de 60-190 kDa, por ejemplo 120-140 kDa; y/o un
sacarido Men-Y puede estar en el intervalo de 60-190 kDa por ejemplo150-160 kDa.

La masa de sacarido meningocécico por serogrupo en la vacuna reconstituida normalmente estara entre 1 ug y 20
Mg, p- €j. entre 2y 10 pg por serogrupo o aproximadamente 4 ug o aproximadamente5 pg o aproximadamente 10 ug.
Cuando se incluyen conjugados de mas de un serogrupo, pueden estar presentes en masas sustancialmente
iguales, por ejemplo la masa de cada sacarido de cada serogrupo esta dentro de + 10 % del otro. Como alternativa a
una proporcién igual, se puede usar una masa doble del sacarido del serogrupo A. Por tanto, una vacuna puede
incluir el sacarido Men-A a 10 pg y Men-C, los sacéridos -W135 e -Y a 5 ug cada uno.

Las proteinas vehiculos preferidas son toxinas bacterianas, tales como las toxinas o toxoides de difteria o tétanos o
mutantes de los mismos. Estos se usan normalmente en las vacunas conjugadas. La toxina diftérica CRMg7 €S
particularmente preferida [60]. Otras proteinas vehiculo adecuadas incluyen el complejo de la proteina de la
membrana externa de N. meningitidis [61], péptidos sintéticos [62,63], proteinas del shock térmico [64,65], proteinas
de pertussis [66,67], citocinas [68], linfocinas [68], hormonas [68], factores de crecimiento [68], proteinas artificiales
gue comprenden miltiples epitopos de linfocitos T CD4+ humanos de varios antigenos derivados de patdgenos [69]
tales como N19 [70], la proteina D de H. influenzae [71-73], la neumolisina [74] o sus derivados no toxicos [75], la
proteina de la superficie del neumococo PspA [76], las proteinas de captacion de hierro [77], la toxina A o B de C.
difficile [78], la exoproteina a recombinante de Pseudomonas aeruginosa (rEPA) [79], etc. Una Unica proteina
vehiculo puede transportar sacaridos de multiples serogrupos diferentes [80], pero esta disposicion no se prefiere.
Cuando el componente liofilizado incluye conjugados de mas de un serogrupo meningocdcico, los diversos
conjugados pueden usar diferentes proteinas vehiculo (p. €j., un serogrupo en CRMig7, otro en el toroide del tétanos)
o pueden usar la misma proteina vehiculo (p. ej., sacaridos de dos serogrupos conjugados por separado a CRM1g7Y,
después, combinados).

Se pueden usar los conjugados con una proporcién sacarido:proteina (p/p) de ente 1.5 (es decir, exceso de
proteina) y 5:1 (es decir, exceso de sacarido), por ejemplo proporciones entre 1:2 y 5:1 y proporciones entre 1:1,25y
1:2,5. Como se describe en la referencia 81, conjugados de diferentes serogrupos en una mezcla pueden tener
diferentes proporciones sacarido:proteina, por ejemplo una puede tener una proporcién entre 1:2 y 1.5, mientras que
otra tiene una proporcién entre 5:1y 1:1.99.

Los sacaridos y los conjugados que tienen las caracteristicas divulgadas en la referencia 82 son utiles.

La molécula vehiculo puede estar conjugada covalentemente al sacarido meningocdcico directamente o a través de
un ligador. Se conocen varios ligadores, por ejemplo un ligador de acido adipico, que se puede formar mediante
acoplamiento de un grupo-NH: libre (p. €j., introducirse en un sacarido mediante aminacién) con acido adipico
(usando, por ejemplo, activacién de diimida) y, después, acoplando una proteina al intermedio sacarido-acido
adipico resultante [83, 84]. Otro tipo preferido de unién es un ligador de carbonilo, que puede formarse mediante
reaccion de un grupo hidroxilo libre de un sacarido con CDI [85, 86], seguido de la reaccion con una proteina para
formar un enlace carbamato. Otros ligadores incluyen B-propionamido [87], nitrofenil-etilamina [88], haluros de
haloacilo [89], enlaces glicosidicos [90], acido 6-aminocaproico [91], N-succinimidil-3-(2-piridilditio)-propionato
(SPDP) [92], acido adipico dihidrazida ADH [93], restos de Cs a Ci» [94] etc. También se puede usar condensacion
con carbodiimida [95].

Como se describe en la referencia 96, una mezcla puede incluir un conjugado con enlace sacarido/proteina directo y
otro conjugado con enlace a través de un ligador. Esta disposicion se aplica en concreto cuando se usan conjugados
sacaridos de diferentes serogrupos meningocadcicos, por ejemplo los sacaridos Men-A y Men-C se pueden conjugar
a través de un ligador, mientras que los sacaridos Men-W135 y Men-Y se pueden conjugar directamente a una
proteina vehiculo.

Cuando una composicién incluye uno o mas de los conjugados Men-A, -C, -W y/o =Y, en algunas realizaciones
puede incluir, ventajosamente, un conjugado Hib también (véase mas adelante). Cuando una composicién incluye
sacaridos de mas de un serogrupo meningococico, existe una masa media de sacarido por serogrupo. Si se usan
masas sustancialmente iguales de cada serogrupo, la masa media serd la misma masa que cada una individual;
cuando se usan masas no iguales, la media sera diferente, por ejemplo con una cantidad de 10:5:5:5 ug para una
mezcla Men-ACWY, la masa media es de 6,25 ug por serogrupo. Si también se incluye un sacarido Hlb, en algunas
realizaciones su masa sera sustancialmente la misma que la masa media del sacarido meningocécico por
serogrupo. En algunas realizaciones, la masa del sacarido Hib sera mayor que (p. €j., al menos 1,5 x) la masa media
del sacarido meningocdcico por serogrupo. EEn algunas realizaciones, la masa del sacarido Hib serd menor que (p.
ej., al menos 1,5 x) la masa media del sacarido meningococico por serogrupo [97].

Adyuvante de emulsion de aceite en agua

Se conocen varios adyuvantes de emulsiéon de aceite en agua y normalmente incluyen al menos un aceite y al
menos un tensioactivo, siendo el(los) aceite(s) y el(los) tensioactivo(s) biodegradables (metabolizables) y
biocompatibles. Generalmente, las gotas de aceite en la emulsiéon tienen un diametro inferior a 5 pm, e incluso
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pueden tener un diametro de submicrones, alcanzandose estos pequefios tamafios con un microfluidificador para
proporcionar emulsiones estables. Se prefieren las gotas con un tamafio inferior a 220 nm, ya que pueden
someterse a esterilizacion en filtro.

La invencion se puede usar con aceites como los procedentes de un animal (como un pez) o una fuente vegetal.
Entre las fuentes de aceites vegetales se incluyen nueces, semillas y granos. Como ejemplos de aceites de nuez
estan el aceite de cacahuete, el aceite de soja, el aceite de coco y el aceite de oliva, los disponibles con mayor
frecuencia. Se puede usar aceite de jojoba, obtenido, por ejemplo, de la semilla de jojoba. Los aceites de semillas
incluyen aceite de cartamo, aceite de semilla de algodén, aceite de girasol y similares. En el grupo de los granos, el
aceite de maiz es el disponible mas facilmente, pero también pueden usarse aceites de otros granos de cereales
tales como trigo, avena, centeno, arroz, mijo, triticale y similares. Los ésteres de acido graso de 6-10 atomos de
carbono del glicerol y de 1,2-propanodiol, aunque no se producen de forma natural en los aceites de semilla, se
pueden preparar mediante hidrélisis, separacion y esterificacion de los materiales adecuados a partir de los aceites
de frutos secos y de semillas. Las grasas y los aceites de la leche de mamifero son metabolizables y, por tanto,
pueden usarse en la practica de esta invencion. Los procedimientos de separacion, purificacion, saponificacion y
otros medios necesarios para obtener aceites puros de fuentes animales se conocen bien en la técnica. La mayoria
de los peces contienen aceites metabolizables que se pueden recuperar con facilidad. Por ejemplo, el aceite de
higado de bacalao, los aceites de higado de tiburén y el aceite de ballena, como esperma de ballena, son ejemplos
de los diversos aceites de pescado que se pueden usar en la presente memoria descriptiva. Una serie de aceites de
cadena ramificada se sintetizan bioquimicamente en unidades de isopreno de 5 carbonos y normalmente se
denominan terpenoides. El aceite de higado de tiburdn contiene un terpenoide insaturado ramificado conocidos
como escualeno, 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno, que es particularmente preferido en
el presente documento. EIl escualano, el andlogo saturado del escualeno, También es un aceite preferido. Los
aceites de pescado, incluidos el escualeno y el escualano, estan disponibles facilmente en fuentes comerciales o
pueden obtenerse mediante procedimientos conocidos en la técnica. Otros aceites preferidos son los tocoferoles.
También se pueden usar mezclas de aceites. Cuando una composicién incluye un tocoferol, se pueden usar
cualquiera de los tocoferoles a, B, v, 8, € 0 §-tocoferoles, pero se prefieren los a-tocoferoles. El tocoferol puede tomar
varias formas, por ejemplo diferentes sales y/o isdmeros. Ente las sales se incluyen sales organicas, tales como
succinato, acetato, nicotinato etc. También se pueden usar el D-a-tocoferol y el DL-a-tocoferol. Un a-tocoferol
preferido es DL-a-tocoferol y la sal preferida de este tocoferol es el succinato.

Los tensioactivos se pueden clasificar por su “EHL” (equilibrio hidréfilo/lipéfilo). Los tensioactivos preferidos de la
invencioén tienen un EHL de al menos 10, preferentemente de al menos 15 y mas preferentemente de al menos 16.
La invencion se puede usar con tensioactivos que incluyen, entre otros: los tensioactivos de ésteres de
polioxietilensorbitano (normalmente denominados los Tween), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80;
copolimeros de 6xido de etileno (OE), 6xido de propileno (OP), y/u 6xido de butileno (OB), vendidos con el nombre
comercial de DOWFAX™, tal como copolimeros de bloque de OE/OP, octoxinoles, en los que puede variar el
numero de grupos etoxi (oxi-1,2-etanodiilo) que se repiten, de los que el octoxinol-9 (Triton X-100, o t-
octilfenoxipoiletoxietanol) es de particular interés; (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos
tales como fosfatidilcolina (lecitina); éteres grasos de polioxietileno derivados de alcoholes laurilico, cetilico,
estearilico y oleilico (conocidos como tensioactivos Brij), tales como éter monolaurilico de trietilenglicol (Brij 30); y
ésteres de sorbitano (normalmente conocidos como los SPAN), tal como trioleato de sorbitano (Span 85) y
monolaurato de sorbitano. Entre los tensioactivos preferidos para incluir en la emulsion estdn Tween 80
(monooleato de polioxietilensorbitano), Span 85 (trioleato de sorbitano), lecitina y Triton X-100.

Se pueden usar mezclas de tensioactivos, por ejemplo mezclas de Tween 80/Span 85. También es adecuada una
combinacién de un éster de polioxietilensorbitano tal como monooleato de polioxietilensorbitano (Tween 80) y un
octoxinol, tal como t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100). Otra combinacion atil comprende lauret -9 mas un éster
de polioxietilensorbitano y/o un octoxinol.

Cantidades preferidas de tensioactivos (% en peso) son: Esteres de polioxietilensorbitano (tal como Tween 80) 0,01
a 1%, en particular aproximadamente 0,1 %; octil- o nonilfenoxi polioxietanoles (tales como Triton X-100 u otros
detergentes de la serie Triton) 0,001 a 0,1 %, en particular 0,005 a 0,02%; éteres de polioxietileno (tales como lauret
9) 0,1 a 20%, preferentemente de 0,1 a 10% y, en particular, 0,1 a 1% o aproximadamente 0,5%.

Los adyuvantes en emulsion de aceite en agua especificos Utiles con la invencion incluyen, entre otros:

. una emulsidon en submicrones de escualeno, Tween 80 y Span 85. La composicion de la emulsion en
volumen puede ser de aproximadamente 5% de escualeno, aproximadamente 0,5% de polisorbato 80 y
aproximadamente 0,5% de Span 85. En términos de peso, estas cantidades se convierten en 4,3% de
escualeno, 0,5% de polisorbato 80 y 0,48% de Span 85. Este adyuvante se conoce como 'MF59” [98-100],
como se describe con mayor detalle en el Capitulo 10 de la ref. 101 y el capitulo 12 de la ref. 102. La
emulsion de MF59 puede incluir iones citrato, por ejemplo tamp6n citrato sédico 10mM.

. Una emulsion de escualeno, tocoferol y Tween 80. La emulsion puede incluir solucién salina tamponada con
fosfato. También puede incluir Span 85 (p. €j., al 1%) y/o lecitina. Estas emulsiones pueden tener de 2 a 10%
de escualeno, de 2 a 10% de tocoferol y de 0,3 a 3% de Tween 80, y la proporcion en peso de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 23832311713

escualeno:tocoferol es, preferentemente, < 1, dado que esta proporciona una emulsibn mas estable.
Escualeno y Tween 80 pueden estar presentes en una proporcion en volumen de aproximadamente 5:2. Una
de estas emulsiones puede prepararse mediante la disolucion de Tween 80 en PBS para dar una solucion al
2%, después mezclando 90 ml de esta solucion con una mezcla de (5 g de DL-a-tocoferol y 5 ml de
escualeno) y, posteriormente, microfluidificando la mezcla. La emulsién resultante puede tener gotas de
aceite en submicrones, por ejemplo con un diametro promedio de entre 100 y 250 nm, preferentemente de
aproximadamente 180 nnm.

Una emulsién de escualeno, a-tocoferol y un detergente Triton (p. €j., Triton X-100). La emulsion debe
también incluir un 3d-MPL. La emulsion puede contener un tampon fosfato.

Una emulsién que comprende un polisorbato (p. €j., polisorbato 80), un detergente Triton (p. €j., Triton X-100)
y un tocoferol (p. ej., un a-tocoferol succinato). La emulsién puede incluir estos tres componentes en una
proporcion de masa de aproximadamente 75:11:10 (p. €j., 750 pg/ml de polisorbato 80, 110 pg/ml de Triton
X-100 y 100 pg/ml de a-tocoferol succinato) y estas concentraciones deberan incluir cualquier contribucion de
estos componentes de antigenos. La emulsién debe también incluir escualeno.

La emulsién debe también incluir un 3d-MPL. La fase acuosa puede contener un tampon fosfato.

Una emulsion de escualeno, poloxamero 80 y poloxamero 401 ("Pluronic™ L121"). La emulsién s epuede
formular en solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsién es un vehiculo de liberacién util
para dipéptidos de muramilo y se ha usado con treonil-MDP en el adyuvante "SAF-1" [103] (0,05-1% Thr-
MDP, 5% de escualano, 2,5 % de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80). También s epuede usar son Thr-
MDP, como en el adyuvante “AF" [104] (5% de escualano, 1,25% de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80).
Se prefiere la microfluidificacion.

Una emulsién que comprende escualeno, un disolvente acuoso, un tensioactivo no iénico hidréfilo de éter de
polioxietilenalquilo (p. €j., éter cetoesteariilico de polioxietileno (12) y un tensioactivo no iénico hidréfobo (p.
€j., un éster de sorbitano o éster de manida, tal como monooleato de sorbitano o “Span 807).
Preferentemente, la emulsion es termorreversible y/o tiene al menos un 90% de las gotas de aceite (en
volumen) con un tamafio inferior a 200 nm [105]. La emulsién puede también incluir uno o mas de: alditol; un
agente crioprotector (p. €j., un azucar tal como dodecilmaltésido y/o sacarosa); y/o un alquilpoliglicésido.
Dichas emulsiones pueden liofilizarse.

Una emulsion que tiene de 0,5-50 % de un aceite, 0,1-10 % de un fosfolipido y 0,05-5 % de un tensioactivo
no iénico. Como se ha descrito en la referencia 106, componentes fosfolipidos preferidos son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, esfingomielina y
cardiolipina. Los tamafios de gotas de submicrones son ventajosos.

Una emulsion submicrénica de aceite en agua de un aceite no metabolizable (tal como un aceite mineral
ligero) y al menos un tensioactivo (tal como lecitina, Tween 80 o Span 80). Se pueden incluir aditivos, tal
como QUuilA saponina, colesterol, un conjugado de saponina-lipéfilo (tal como GPI-0100, descrito en la
referencia 107, producido mediante la adicion de amina alifatica a desacilsaponina a través del grupo
carboxilo del acido glucurénico), bromuro de dimetilyodooctadecilamonio y/o N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-
hidroxietil)propanodiamina.

Una emulsién que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lipofilo no idnico y un tensioactivo
hidréfilo no i6nico (p. ej., un alcohol graso etoxilado y/o copolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [108].

Una emulsion que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidréfilo no i6nico y un
tensioactivo lipéfilo no iénico (p. ej., un alcohol graso etoxilado y/o copolimero de bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [108].

Una emulsién en la que una saponina (p. €j., QuilA o QS21) y un esterol (p. €j., colesterol) se asocian en
forma de micelas helicoidales [109].

Se pueden usar emulsiones de aceite en agua como adyuvantes, solas o como vehiculos para compuestos
inmunoestimulantes, por ejemplo oligonucleétidos inmunoestimulantes, 3d-MPL, etc.

3dMPL (también conocido como monofosforilo lipido A 3 des-O-acilado o 3-O-desacil-4’-monofosforil lipido A) es un
adyuvante en el que la posicion 3 del extremo reductor glucosamina en el monofosforilo lipido A se ha desacilado. El
3D-MPL se ha preparado a partir de un mutante sin heptosa de Salmonella minnesota y es quimicamente similar al
lipido A, pero carece de un grupo fosforilo labil a acido y un grupo acilo labil a bases. La preparacion del 3dMPL se
describié inicialmente en la referencia 110.
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Reconstitucién y envasado

Los componentes de antigeno liofilizado de la invencidon se reconstituiran en Gltimo término con un componente
liquido para dar material adecuado para administrar a un paciente. Normalmente, la reconstitucion tendra lugar en el
lugar de uso. Por tanto, un antigeno y un adyuvante de emulsiéon de aceite en agua se pueden conservar por
separado en un kit de vacuna envasada o distribuida, preparada para formulacion al final en el momento de usar.

En un kit que contiene dos contenedores, uno incluira el liquido para reconstitucién y el segundo contenedor incluye
material liofilizado. El segundo contenedor normalmente estara herméticamente sellado. Normalmente, el liquido se
introducira en el segundo contenedor a través de una primera aguja, de modo que se reconstituye el material
liofilizado en forma liquida. Después, se extraera el liquido, normalmente en una jeringa, para administrar a un
paciente. Esta etapa de extraccion se puede realizar con la primera aguja, pero a menudo se realizara a través de
una segunda aguja La aguja usada para la extraccion sera la misma aguja que se usa después para la inyeccion a
un paciente o puede ser diferente.

El segundo contenedor normalmente contendra un vial. Una emulsion de aceite en agua para reconstituir el material
lifolizado también se puede localizar en un vial, pero como alternativa se puede localizar en una jeringa. Una
disposicién adicional tiene los contenedores primero y segundo en camaras separadas en una jeringa de camara
doble, de modo que, cuando se acciona, el material liquido se introduce desde el primer contenedor en el segundo
contenedor. Los materiales mezclados y reconstituidos pueden salir de la jeringa en forma liquida. No obstante, en
todos los casos, los materiales liofilizado y liquido se mantienen separados hasta que estén listos para mezclar.

Aunque, normalmente una emulsién de aceite en agua normalmente se usara en su forma liquida, en algunas
realizaciones de la invencion es posible usar un adyuvante liofilizado de emulsién de aceite en agua. La liofilizacion
de los adyuvantes en emulsién de este modo se divulga en, por ejemplo, las referencias 105 y 111, Estas
emulsiones secas también se reconstituyen en forma liquida en el momento de usar, por ejemplo usando un
vehiculo acuoso. Los componentes adyuvante liofilizado y el antigeno liofilizado pueden ser componentes de kit
separados, pero, en algunas realizaciones, pueden estar mezclados (bien antes o bien después de la liofilizacién) en
forma liofilizada. Por tanto, en algunas realizaciones, la invencidn proporciona una composicion que comprende una
mezcla de una emulsion de aceite en agua liofilizada y una composicién antigénica liofilizada que comprende un
inmunogeno para producir una respuesta inmunitaria contra Neisseria meningitidis, serogrupo B. Esta composicion
liofilizada puede mezclarse con un vehiculo acuoso para dar, en una etapa de reconstitucion, una composicion de
Men-B con una emulsién de aceite en agua adyuvante.

Por tanto, un kit puede comprender, por ejemplo, dos viales, una jeringa precargada y un vial etc. Una jeringa
incluird una Unica dosis de la composicion, mientras que un vial puede incluir una dosis o mdltiples dosis. Por tanto,
para las formas de multiples dosis se prefieren los viales a las jeringas precargadas.

También se pueden afadir otros materiales liquidos y/o liofilizados antes de la administracién a un paciente.

Un contenedor para un componente liofilizado puede tener una tapa (p. €j., un cierre de tipo Luer) adaptada de modo
que se pueda insertar en la tapa una jeringuilla pre-cargada, expeler los contenidos de la jeringuilla hacia el interior
del vial (p. €j., para reconstituir el material liofilizado en su interior) y de modo que los contenidos del vial se puedan
volver a introducir en la jeringuilla. Tras la retirada de la jeringuilla del vial, se puede insertar una aguja y la vacuna
se puede administrar a un paciente. La tapa esta dentro de un sello o cubierta, de modo que el sello o cubierta ha de
retirarse antes de poder acceder a la tapa.

Cuando un componente esta envasado en un vial, éste estard hecho preferentemente de material de vidrio o
plastico. Preferentemente, el vial se esteriliza antes de que el material se afiada. Para evitar problemas con
pacientes sensibles al latex, los viales pueden sellarse con un tapén sin latex. El vial puede incluir una dosis Gnica
de vacuna o puede incluir mas de una dosis (un vial “multidosis”), por ejemplo 10 dosis. Los viales preferidos estan
hechos de vidrio incoloro.

Cuando la vacuna esta envasada en una jeringa, la jeringa puede tener fijada una aguja o puede no portar una
aguja. Se puede suministrar una aguja aparte con la jeringa para montar y usar. Se prefieren las agujas de
seguridad. Son tipicas las agujas de 2,54 cm y 0,61 mm, 2,54 cmy 0,51 mm y 1,6 cm y 0,51 mm. Las jeringas
pueden proporcionarse con etiquetas que se pueden despegar en las que figurard impreso el nimero de lote y la
fecha de caducidad de los contenidos, con el fin de facilitar el mantenimiento de un registro. Preferentemente, el
émbolo de la jeringuilla tiene un tap6n para evitar que el émbolo se saque accidentalmente durante la aspiracion.

Cuando se usa un contenedor de vidrio (p. €j., una jeringuilla o un vial), se prefiere usar un contenedor hecho de
vidrio de borosilicato en lugar de un vidrio de cal sodada.

Dado que las vacunas normalmente se administran a los pacientes en dosis de 0,5 ml, el volumen del liquido en el
primer contenedor sera adecuado para administrar un volumen de dosis tras la reconstitucién de al menos 0,5 ml,
por ejemplo de 0,6 ml, que justifica el volumen de pérdidas.

Por motivos de estabilidad, el componente liofilizado de la invencién puede incluir un estabilizante, tal como lactosa,
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sacarosa y/o manitol, asi como mezclas de los mismos, por ejemplo mezclas de lactosa/sacarosa, mezclas de
sacarosa/manitol etc. El uso de una mezcla de sacarosa/manitol puede acelerar el proceso de secado. Un
componente liofilizado puede también incluir cloruro sddico. Los componentes adecuados en el material liofilizado se
conservaran en la composicion tras la reconstitucion y, de este modo, las vacunas liquidas finales pueden contener,
por tanto, lactosa y/o sacarosa.

Una composicion puede incluir un agente de proteccion frente a la temperatura, como se describe en la referencia
112. Ejemplos incluyen glicerina, propilenglicol y/o polietilenglicol (PEG). PEG adecuados pueden tener un peso
molecular medio que varia de 200-20.000 Da. En una realizacion preferida, el polietilenglicol puede tener un peso
molecular medio de aproximadamente 30 Da (PEG-300’).

Composiciones farmacéuticas

En Ultima instancia, los materiales de la invencién se usaran para preparar composiciones farmacéuticas para
administrar aun paciente. Normalmente, estas incluiran un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En la referencia
113 se puede encontrar una exhaustiva discusion de vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Se pueden establecer volimenes de dosificacion eficaces de forma rutinaria, pero una dosis humana tipica de la
composicion para inyeccion tiene un volumen de aproximadamente 0,5 ml, por ejemplo para inyeccién intramuscular.
La vacuna basada en VEM RIVM se administré en un volumen de 0,5 ml [114] mediante inyeccién intramuscular en
el muslo o el antebrazo. MeNZB™ se administra en una dosis de 0,5 ml mediante inyeccion intramuscular en la
parte anterolateral del muslo o la region deltoides del brazo. Se pueden usar dosis similares para otras vias de
administracion, por ejemplo una vacuna basada en VME intranasal para atomizacién puede tener un volumen de
aproximadamente 100 pl o aproximadamente 130 pl por aerosol, con cuatro aerosoles administrados para dar una
dosis total de aproximadamente 0,5 ml.

El pH tras la reconstitucion estara, preferentemente, entre 6 y 8, y, mas preferentemente, entre 6,5y 7,5, (por
ejemplo de aproximadamente 7). El pH de la vacuna basada en RIVM VME es 7,4 [115], y, para las composiciones,
se prefiere un pH <7,5. La la vacuna basada en RIVM VME mantiene el pH usando un tampén Tris/HCI 10 mM y un
pH estable en las composiciones se puede mantener mediante el uso de un tampén, por ejemplo un tampén Tris, un
tampodn citrato, un tampdn fosfato o un tampén histidina. Por tanto, las composiciones de la invencion generalmente
incluirdn un tampon. Los componentes tampoén se localizaran en el componente liquido y/o el componente liofilizado,
segun sea adecuado, para dar la disposicion final tras la reconstitucién segun se desee.

La composicion puede ser estéril y/o apirbgena. Las composiciones pueden ser isoténicas con respecto a los seres
humanos.

Las composiciones para administraciéon a pacientes son inmunogénicas y son, mas preferentemente, composiciones
vacunales. Las vacunas de acuerdo con la invencion pueden ser profilacticas (es decir, para prevenir la infeccién) o
terapéuticas (es decir, para tratar la infeccién), pero normalmente seran profilacticas. Las composiciones
inmunogénicas usadas como vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz de antigeno(s), asi
como de cualquier otro componente, segln sea necesario. Por “cantidad inmunolégicamente eficaz” se quiere decir
que la administracion de dicha cantidad a un individuo, bien en una sola dosis o0 como parte de una serie, es eficaz
para tratamiento o prevencioén. Esta cantidad varia en funcién de la salud y el estado fisico del individuo que se va a
tratar, la edad, el grupo taxonémico del individuo que se va a tratar (p. €j., 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 evaluacion del médico encargado del tratamiento de la situacion médica y otros factores
relevantes. Cabe esperar que la cantidad entre dentro de un intervalo relativamente amplio que puede determinarse
mediante ensayos de rutina. El contenido de antigeno de las composiciones 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.

Los meningococos afectan a varias zonas del cuerpo y, por tanto, las composiciones se pueden preparar en varias
formas liquidas. Por ejemplo, las composiciones se pueden preparar en forma de inyectables, bien como soluciones
0 suspensiones. La composicion se puede preparar para administracién pulmonar, por ejemplo en forma de un
inhalador, usando un atomizador. La composicién se puede preparar para administracion nasal, aural u ocular, por
ejemplo en forma de gotas o aerosol. Son tipicos los inyectables para administracion intramuscular.

Las composiciones pueden incluir un antimicrobiano, particularmente envasado en formato de mdltiples dosis. Los
antimicrobianos, tales como tiomersal y 2-fenoxietanol se encuentran habitualmente en vacunas pero se prefiere
usar un conservante sin mercurio o no usar ningin conservante.

Un componente liofilizado de la invencién y/o una emulsion de aceite en agua adyuvante co-envasado pueden estar
sustancialmente libres de sales de aluminio. Esta disposicion permite que una composicion reconstituida de la
invencion estén sustancialmente libres de sales de aluminio.

Las composiciones pueden comprender detergente, por ejemplo un Twwn (polisorbato), tal omo Tween 80.
Generalmente, los detergentes estan presentes a niveles bajos, por ejemplo < 0,01%.
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Las composiciones pueden incluir detergente residual (p. €j., desoxicolato) para preparacion de VME, La cantidad de
detergente residual es, preferentemente, inferior a 0,4 ug (mas preferentemente, inferior a 0,2 ug) por cada ug de
proteina MEn-B.

Las composiciones pueden incluir LOS de meningococos. La cantidad de LOS es, preferentemente, inferior a 0,12
ug (mas preferentemente, inferior a 0,05 pg) por cada pg de proteina.

Las composiciones pueden incluir sales de sodio (p. €j., cloruro sddico) para dar tonicidad. Una concentracion de 10
+ 2mg/ml de NaCl es tipica, por ejemplo de aproximadamente 9 mg/ml.

Procedimientos de tratamiento

La invencion se puede usar en un procedimiento para producir una respuesta inmunitaria en un mamifero, que
comprende administrar al mamifero una composiciéon farmacéutica liquida de la invencion. Preferentemente, la
respuesta inmunitaria es protectora y, preferentemente, implica la aparicién de anticuerpos. El procedimiento puede
producir una respuesta de refuerzo en un paciente que ya ha sido vacunado contra N. meningitidis. Los regimenes
de primovacunacién/refuerzo subcutaneos e intranasal para VME se divulgan en la ref. 116.

Preferentemente, el mamifero es un ser humano. Cuando la vacuna es para uso profilactico, el ser humano es,
preferentemente, un nifio (p. €j., un niflo pequefio o un lactante) o un adolescente; cuando la vacuna es para uso
terapéutico, el ser humano es, preferentemente, un adulto. Una vacuna destinada a nifios puede también
administrarse a adultos, por ejemplo para evaluar la seguridad, la dosificacion, la inmunogenicidad etc.

Estos usos y procedimiento son, preferentemente, para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad
producida por una Neisseria meningitidis, por ejemplo meningitis bacteriana (o, mas especificamente,
meningocécica) o septicemia.

Un modo de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico implica monitorizar la infeccidon por Neisseria tras la
administracion de la composicién. Un modo de comprobar la eficacia del tratamiento profilactico implica monitorizar
las respuestas inmunitarias contra los antigenos basicos tras la administracion de la composiciéon. La
inmunogenicidad de las composiciones se puede determinar mediante su administracién a sujetos de ensayo (p. €j.,
nifios de 12-16 meses de edad o modelos animales [117]) y, después, determinando los parametros estandar,
incluidos los anticuerpos bactericidas en suero (ABS) y los titulos de ELISA (GMT). Estas respuestas inmunitarias
generalmente se determinardn alrededor de meses después de la administracion de la composicidon y se
compararan con los valores determinados antes de la administracion de la composicién. Se prefiere un incremento
de los ABS de al menos 4 u 8 veces. Cuando se administra mas de una dosis de la composicion, se puede realizar
mas de una determinacion postadministracion.

En general, las composiciones pueden inducir respuestas bactericidas de anticuerpos después de su administracion
a un sujeto. Estas respuestas se miden de forma conveniente en ratones y son un indicador estandar de la eficacia
de la vacuna. La actividad bactericida en suero (ABS) mide la muerte de bacterias mediada por el complemento y se
puede analizar usando complemento humano o de cachorro de conejo. Las normas de la OMS requieren que una
vacuna induzca al menos una elevacién multiplicada por 4 de la ABS en mas del 90% de los receptores. MeNZB™
produce un aumento de 4 veces la ABS 4-6 semanas después de la administracion de la tercera dosis.

Las composiciones preferidas pueden conferir un titulo de anticuerpos en un paciente sujeto humano que es
superior al criterio para seroproteccion para un porcentaje aceptable de sujetos humanos. Los antigenos con un
titulo de anticuerpos asociado superior a lo que en un huésped se considera seroconversién contra al antigeno son
bien conocidos y dichos titulos son publicados por organizaciones tales como la OMS. Preferentemente, mas del
80% de una muestra estadisticamente significativa de sujetos esta seroconvertido, mas preferentemente mas del
90%, todavia mas preferentemente mas del 93% y, mas preferentemente, 96-100%.

En general, las composiciones se administraran directamente a un paciente. La administracién directa se puede
conseguir mediante inyeccién parenteral (p. €j. por via subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular o en
el espacio intersticial de un tejido) o mediante cualquier via adecuada. La invencidn se puede usar para provocar
inmunidad sistémica y/o mucosa. Se prefiere la administracion intramuscular en el muslo o el brazo. La inyeccion se
puede realizar a través de una aguja (p. €j., una aguja hipodérmica) pero, como alternativa, se puede usar la
inyeccion sin aguja. Una dosis intramuscular tipica es de 0,5 ml.

La posologia del tratamiento puede ser un calendario de dosis Unica o un calendario de mdltiples dosis. Las
multiples dosis pueden usarse en un calendario de inmunizacién primaria y/o en un calendario de inmunizacion de
refuerzo. A un calendario de dosis primaria le puede segur un calendario de dosis de refuerzo. El tiempo adecuado
entre las dosis iniciales (p. €j., entre 4-16 semanas) y entre la administracién inicial y la de refuerzo se pueden
determinar de forma rutinaria. La vacuna RIVM basada en VME se analiz6 usando un programa primario de 3 o 4
dosis, con vacunacién a 0, 2y 8 0 0, 1, 2 y 8 meses. MeNZB™ se administra en tres dosis a intervalos de seis
semanas.
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La composicion se puede usar para inducir respuestas bactericidas de anticuerpos contra mas de un linaje
hipervirulento de meningococo. En concreto, pueden inducir, preferentemente, respuestas bactericidas contra dos o
tres de los siguientes tres linajes hipervirulentos: (i) clister A4; (i) complejo ET5; y (iii) Inaje 3. Adicionalmente
pueden inducir respuestas bactericidas de anticuerpos contra uno o mas linajes hipervirulentos del subgrupo I,
subgrupo iii, 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 en estos linajes hipervirulentos, por ejemplo, en su lugar, para cualquier grupo dado de
cuatro o mas cepas del meningococo del serogrupo B en un linaje hipervirulento concreto, los anticuerpos inducidos
por la composicién son bactericidas contra al menos el 50% (p. ej., 60%, 70%, 80%, 90% o mas) del grupo. Los
grupos de cepas preferidos incluiran cepas aisladas en al menos cuatro de los paises siguientes: GB, AU, CA, NO,
IT, US, NZ, NL, BR y CU. Preferentemente, el suero tiene un titulo bactericida de al menos 1024 (p. ej., 2'°, 2™, 22,
213, 21 21 2% 217 2 o mayor, preferentemente al menos 2**), es decir, el suero puede matar al menos el 50% de
las bacterias de ensayo de una cepa concreta cuando esta diluida al 1/1024.

Las composiciones Utiles pueden inducir respuestas bactericidas contra las cepas siguientes de meningococo del
serogrupo B: (i) del cluster 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:-). Las composiciones mas preferidas pueden inducir respuestas bactericidas contra las cepas 961-5945,
44/76 'y 394/98.

Las cepas 561-5945 y G2136 son las dos cepas de referencia de Neisseria MLST [ids 638 y 1002 en la referencia
118]. La cepa MC58 esta ampliamente disponible (p. ej., ATCC BAA-335) y era la cepa que se secuencio en la
referencia 119. La cepa 44/76 se ha usado ampliamente y se ha caracterizado (p. €j., ref. 120 y es una de las cepas
de referencia Neisseria MLST [id 237 en la referencia 118; fila 32 de la Tabla 2 en la referencia 19]. Originalmente, la
cepa 394/98 se aislé en Nueva Zelanda en 1998 y se han publicado varios estudios usando esta cepa (p. €j., ref.
121 y 122). La cepa BZ 198 es otra cepa de referencia MLST [id 409 en la referencia 118; fila 41 de la Tabla 2 en la
referencia 19].

Otros componentes antigénicos

Ademas de contener antigenos de N. meningitidis, las composiciones pueden incluir antigenos de otros patdgenos.
Por ejemplo, la composicion puede comprender uno o mas de los antigenos adicionales siguientes:

- un antigeno de Streptococcus pneumoniae, tal como un sacarido (habitualmente conjugado).
- un antigeno del virus de la hepatitis B, tal como el antigeno de superficie HBsAg.

- Un antigeno de Bordetella pertussis, tal como la holotoxina de pertussis (PT) y la hemaglutinina filamentosa
(FHA) de B. pertussis, opcionalmente también en combinacién con pertactina y/o aglutinégenos 2 y 3.

- un antigeno de la difteria, tal como un toxoide de la difteria.

- un antigeno del tétanos, tal como un toxoide del tétanos.

- un antigeno sacarido de Haemophilus influenzae B ((Hib), normalmente conjugado.
- antigenos del poliovirus inactivados.

Estos antigenos adicionales pueden incluirse en forma liquida en el mismo contenedor que la emulsién de aceite en
agua, en forma liofilizada en el mismo contenedor que el antigeno Men-B liofilizado o en un tercer contenedor (en
forma liofilizada o, normalmente, en forma liquida).

Cuando un antigeno de difteria esta incluido en la composicion, también se prefiere incluir los antigenos del tétanos
y de pertussis. De forma similar, cuando un antigeno del tétanos esta incluido, también se prefiere incluir los
antigenos de difteria y de pertussis. De forma similar, cuando un antigeno de pertussis esta incluido, también se
prefiere incluir los antigenos de difteria y del tétanos. Por tanto, se prefieren las combinaciones de DTP.

Si se incluye un sacéarido de Hib (normalmente un conjugado), el resto sacarido del conjugado puede ser un
polisacarido (p. €j., poliribosilribitol fosfato de longitud completa (PRP)purificado de la bacteria), pero también es
posible fragmentar el sacéarido purificado para formar oligosacéaridos (p. ej., PM de ~ 1 a ~ 5 kDa), por ejemplo
mediante hidrolisis. La concentracion del conjugado de Hib en una vacuna reconstituida normalmente estara en el
intervalo de 0,5 pg a 50 pg, por ejemplo de 1-20 pg, de 10-15 pg, de 12-16 ug, etc. La cantidad puede ser de
aproximadamente 15g, o de aproximadamente 12,5 ug en algunas realizaciones. Una masa inferior a 5 ug puede ser
adecuada [123], por ejemplo en el intervalo de 1-5 ug, 2-4 ug, o de aproximadamente 2,5 ug. Como se ha descrito
anteriormente, en combinaciones que incluyen sacérido de Hib y sacaridos meningocécicos, la dosis del primero se
puede seleccionar en base a la dosis deldltimo (en concreto, con multiples serogrupos meningocdécicos, su masa
media). Otras caracteristicas de los conjugados de Hib son como se ha divulgado anteriormente para los conjugados
meningocdcicos, incluida la eleccién de la proteina vehiculo (p. ej., CRM197 o el toroide del tétanos), enlaces,
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proporciones etc.

Si se incluye un antigeno de S. pneumoniae, éste puede ser un polipéptido o un sacarido. Los sacaridos capsulares
conjugados son particularmente Utiles para inmunizar contra neumococos. El sacarido puede ser un polisacarido que
tenga el tamafio que se produzca durante la purificacion del sacéarido de las bacterias, o puede ser un oligosacarido
obtenido mediante fragmentacién de dicho polisacarido. En el producto heptavalente PREVNAR™, 6 de los
sacaridos se presentan como polisacaridos intactos, mientras que uno (el serotipo 18C) se presenta como un
oligosacaridos. Una composicién puede incluir un sacarido capsular de uno o mas de los siguientes serotipos
neumocacicos: 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y/o
33F. Una composicion puede incluir multiples serotipos, por ejemplo 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 o mas serotipos. Las combinaciones de conjugados heptavalente, nonavalente,
decavalente, undecavalente y tridecavalente ya se conocen en la técnica, como también una combinacién 23-
valente sin conjugar. Por ejemplo, una combinacién decavalente puede incluir sacarido de los serotipos 1, 4, 5, 6B,
7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F. Una combinacion undecavalente puede incluir ademéas sacérido del seroripo 3. Una
combinacion dodecavalente puede afiadirse a la mezcla decavalente. serotipos 6A 'y 19A; 6Ay 22F; 19Ay 22F; 6Ay
15B; 19A y 15B; r 22F y 15B; una combinacién tridecavalente puede afadir a la mezcla undecavalente: Los
serotipos 19A y 22F; 8 y 12F; 8 y 15B; 8 y 19A; 8 y 22F; 12F y 15B; 12F y 19A; 12F y 22F; 15B y 19A; 15B y 22F.
etc. Otras caracteristicas de los conjugados neumococicos son como se ha divulgado anteriormente para
conjugados meningocécicos, incluida la eleccién de la proteina vehiculo (p. ej., CRM197 o el toxide del tétanos),
enlaces, proporciones etc. Cuando una composicion incluye mas de un conjugado, cada conjugado puede usar la
misma proteina vehiculo o una proteina vehiculo diferente. La referencia 124 describe posibles ventajas a la hora de
usar proteinas vehiculo diferentes en vacunas conjugadas neumocécicas multivalentes.

Generalidades

El término “que comprende" abarca “que incluye” ademas de “que consiste en”, por ejemplo una composicién “que
comprende” X puede consistir en sélo por 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 composicién que esta “sustancialmente
libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede
omitirse de la definicion de la invencion.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra dos trazas analiticas superpuestas para una composicién de la invencion. Las lineas son
una composicion antes de la liofilizacién y después de la reconstitucion. Esencialmente, solo se ve una linea
porque son muy similares.

La Figura 2 muestra dos trazas analiticas superpuestas para una composicién almacenada a 4 °C y una
composicion almacenada a 37 °C. Al contrario que la Figura 1 se pueden ver dos lineas.

La Figura 3 muestra un analisis SDS-PAGE de varias formulaciones. Los 10 carriles, de izquierda a derecha,
muestran: (1) marcador de PM; (2)-(4) antigenos liquidos a 100 pg/ml, 50 pyg/ml y 25 pg/ml; (5) antigenos en
mezcla de 2% de manitol y 3% de sacarosa, antes de la liofilizacién; (6) como el carril (5), pero tras la
liofilizacion y reconstitucion con WFI; (7) como el carril (5), pero tras la liofilizacién y reconstitucion con MF59;
(8) a (10) como los carriles (5) a (7), pero en sacarosa al 5%.

Modos para realizar la invencion

Inclusion de adyuvante en la vacuna Men-B

La evaluacion preclinica inicial de la vacuna Men-B de Novartis indicd que una respuesta inmunitaria Optima requeria
la presencia de hidréxido de aluminio adyuvante. No obstante, incluso en presencia de este adyuvante, la cobertura
de cepa fue incompleta. Por ejemplo, aunque el 100 % de las cepas ST32 y ST8 analizadas moria por el suero
producido por la vacuna, esta cifra descendia al 65 % para las cepas ST11. Por el contrario, el uso de la emulsion
MF59 como adyuvante proporcioné una cobertura del 100 % para todas las cepas ST32, ST8 y ST11. Otros
experimentos confirmaron la superioridad de MF59.

La misma superioridad se observé cuando se afiadieron sacaridos capsulares conjugados de los serogrupos A, C,
W135 e Y a la vacuna Men-B. La inmunogenicidad alcanzada mediante esta vacuna A-B-C-W-Y era mejor usando
MF59 que cuando se us6 hidroxido de aluminio, tanto en términos de titulos bactericidas y cobertura de cepas.

Por tanto, M59 proporciona una eficacia inmunogénica potenciada en comparaciéon con el hidroxido de aluminio
adyuvante. No obstante, cuando se analiz6 su estabilidad, se descubri6 que los antigenos Men-B estaban
comenzando a degradarse después de aproximadamente 12 semanas, incluso cuando se almacenaron a 4 °C.
Cuando se almacenaron a temperaturas mayores, la degradacion fue evidente ya a las 2 semanas, y la degradacién
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completa se observé a los 6 meses. El andlisis usando el analizador Agilent 3100 Bioanalyzer o cromatografia de
exclusién por tamafio confirmé la degradaciéon. Por el contrario, los antigenos permanecieron estables cuando se
adsorbieron sobre hidréxido de aluminio.

También se vio menor estabilidad para los sacaridos capsulares conjugados procedentes de serogrupos distintos al
B en MF59. El nivel de acido sidlico libre (un componente en los sacéaridos capsulares de Men-C, Men-W135 and
Men-Y) aumenté de forma gradual en una formulacién con MF59 como adyuvante almacenada a 4 °C, y alcanza
aproximadamente el 15 % tras 6 meses. No obstante, a temperaturas mas altas, el nivel libre alcanzé el 50 % tras
aproximadamente 10 semanas y el 100 % (es decir, degradacion total) en 6 meses.

Por tanto, la inmunogenicidad potenciada alcanzada por MF59 se consigue a expensas de la estabilidad durante el
almacenamiento. Se realizaron trabajos para ver si se podia conseguir una formulacién estable durante el uso de
MF59 y/o sin requerir adsorciéon en un adyuvante de hidroxido de aluminio.

Liofilizacién de Men-B

En un intento de alcanzar el objetivo de estabilidad se liofilizaron los antigenos de Men-B. Tras la reconstitucion, se
confirmd que conservaban su eficacia. Ademas, la estabilidad se observé en las mezclas de antigenos Men-B
cuando se conjugan con sacaridos capsulares conjugados de cada uno de los serogrupos A, C, W135e Y.

Por ejemplo, la Figura 1 muestra las trazas analiticas superpuestas, con los picos correspondientes a las posiciones
de la elucién de las proteinas Men-B. Las trazas son casi idénticas, lo que no revela cambios fisicoquimicos. Por el
contrario, la Figura 2 muestra dos trazas analiticas superpuestas de la misma composicion almacenada a 4 °C o a
37 °C y los cambios son facilmente visibles. Otras técnicas analiticas confirmaron la ausencia de cualquier cambio
detectable antes y después de la liofilizacion. La integridad de los antigenos de Men-B individuales parece estar
conservada incluso tras 6 meses de almacenamiento a 4 °C tras la liofilizacion.

Las composiciones se habian liofilizado en presencia de manitol a 4,5 % y sacarosa al 1,5 %.

Por tanto, la estabilidd a largo plazo de los antigenos meningocdcicos se puede conseguir sin necesidad de
adsorcion a una sal de aluminio. Por tanto, la liofilizacién permite que se usen los antigenos en combinacién con una
emulsién de aceite en agua, proporcionando de este modo la mayor eficacia y cobertura de cepas que se ha
demostrado para estos adyuvantes al tiempo que se evitan los problemas de estabilidad asociados.

Formulaciones adicionales

En trabajos de desarrollo adicionales para una presentacion liofilizada de la vacuna Men-B se prepararon dos
formulaciones de la vacuna de proteina recombinante. Ambas usaron sacarosa como estabilizante de la liofilizacion,
pero una incluyé también manitol. La osmolaridad es 300 mOsmU y el pH es 7,0. cada vial incluye material suficiente
para una dosis humana con un 40 % de exceso (70 ug de cada proteina recombinante, 15 mg de PBS y 14 mg de
manitol o0 21 mg de manitol + 35 mg de sacarosa) y se reconstituird con 700 uyl de agua de MF59 (o, para
comparacion, con WFI).

Los niveles de humedad se midieron inmediatamente después de la liofilizacién y, después, durante un mes a
temperaturas bajas o elevadas. El contenido en humedad permaneci6 constante a aproximadamente 1,1 %.

Una comparacion de las trazas de RP-HPLC antes de la liofilizacion y después de la reconstitucion mostré que las
proteinas en ambas formulaciones permanecian estables tras la liofilizacién incluso durante 1 mes a 37 °C. El SDS-
PAGE (Figura 3) y las transferencias Western también mostraron que las tres proteinas eran estables tras el proceso
de liofilizacion, sin signos de degradacion o agregacion tras la reconstitucion con MF59 o WFl a 4 °C y a 37 °C. El
analisis Experion dio el mismo resultado. La cromatografia de exclusiébn por tamafio mostré que la liofilizacién
producia un pequefio incremento de la agregacion, pero la cantidad de agregado no aumentd después, ni siquiera
tras 3 meses a 37 °C o 6 meses a 4 °C.

Estudios de inmunogenicidad

Se usaron ratones en un estudio de inmunogenicidad para evaluar el efecto de la liofilizacién sobre la potencia de la
vacuna. Las formulaciones liofilizadas se reconstituyeron con MF59 y los titulos se compararon contra los mismos
antigenos en forma liquida y se mezclaron de forma extemporanea con MF59 (como en un enfoque de “dos viales”).
Las formulaciones indujeron titulos similares.

Para estudiar la estabilidad a mas largo plazo, dos preparaciones de antigeno liofilizadas (una liofilizada con
sacarosa, la otra con sacarosa + manitol) se almacenaron a 4 °C y sus inmunogenicidades se analizaron tras de 3 a
6 meses de almacenamiento. Los antigenos almacenados se reconstituyeron con MF59 (también se almacenaron a
4 °C con los antigenos) y se usaron rapidamente para inmunizacion. Para comparacion, los antigenos acuosos
recién preparados y MF59 también se mezclaron y analizaron en paralelo.

Los resultados de ELISA de dos estudios separados indicaron que las formulaciones liofilizadas, cuando se
reconstituyeron con MF59, indujeron titulos de anticuerpos (GMT) similares a los producidos por la formulacion
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recién preparada. Lo mismo se observé cuando se evalud la ABD de las respuestas de anticuerpos, por ejemplo un
titulo de ABS DE 32678 se observo a tiempo cero con el antigeno liofilizado con sacarosa, y se siguié observando
tras 6 meses de almacenamiento. Por tanto, los antigenos de Men-B permanecen activos tras la liofilizacion y
almacenamiento.

En otros estudios, las preparaciones liofilizadas se almacenaron a 4 °C o a 37 °C y se evalu6 la inmunogenicidad.
Incluso tras 1 mes de almacenamiento a 37 °C, los antigenos liofilizados no mostraron pérdida alguna de la actividad
de ABS.

Estabilidad por tamafio de la emulsiéon mezclada con|  os antigenos liofilizados de Men-B

El tamafio de la gota de aceite de una emulsion de MF59 se midié en un periodo de 24 horas a 4 °C y a 25 °C, bien
como emulsion sola o mezclados con antigenos Men-B liofilizados o mezclados con un antigeno control. Los
tamanos de las gotas (nm) fueron los siguientes:

Temp (C): 25 4
Tiempo (h): 0 3 5 24 0 24
MF59 solo 171 | 169 | 172 | 168 | 172 | 170

MF59 + Ag control 173 | 170 | 167 | 172 | 169 | 172

MF59 + Men-Byyo 169 | 168 | 176 | 170 | 173 | 171

Por tanto, el tamafio de particula de la emulsién en presencia de los antigenos de Men-B liofilizados es estable
durante 24 horas a 4 °C 0 a 25 °C y es, esencialmente, el mismo que la emulsion sola.

Se entendera que la invencion se ha descrito a modo de ejemplo Unicamente y que se pueden realizar
modificaciones.
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Leu

Val

Thr

Lys

kS

Leu

Ser

Ser

Gly

Tyr

145

Tyr

Leu

Pro

Gln

Gln

225

His

<210> 2
<211> 247
<212> PRT

Ala
Asp
Arg
Tyr
50

Val
Ile
Ala
Gly
Glu
130
Arg
Thr
Lys
Asp
Ala
210

Glu

Ile

Ala

His

Lys

a5

Ser

Thr

Leu

Lys

115

His

Gly

Ile

Ser

Gly

195

Glu

Val

Gly

Asp
Lys
20

Asn
Asn
Arg
Leu
Thr
100
Met
Thr
Thr
Asp
Pro
1a0
Lys
Lys

Ala

Leu

<213> Neisseria meningitidis

<400> 2

Ile

Asp

Glu

Gly

Phe

Glu

45

Ala

Val

Ser

Ala

Phe

1k5

Glu

Arg

Gly

Gly

Ala
245

Gly

Lys

Lys

Asp

Asp

Ser

Phe

Ala

Phe

Phe

150

Ala

Leu

His

Ser

Ser

230

Ala
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Ala
Gly
Leu
Ser
585

Phe
Gly
Gln
Lys
Asp
135
Gly
Ala
Asn
Ala
Tyr
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Lys

Gly
Leu
Lys
40

Leu
Ile
Glu
Thr
Arg
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Ser
Lys
Val
Val
200
Ser
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Leu
Gln
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Leu
Asn
Arg
Phe
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Gln
Leu
Asp
Gln
Asp
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Leu

Val
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Ser
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Thr
Gln
Gln
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Gly
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Ser
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Lys

Asp

Leu

Ala
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Ile
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Val

Ile

Arg

Glu
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Asn
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Thr
235
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Thr
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Lys
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Tyr
Gln
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40
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Phe
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Val
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Leu
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45
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Lys
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Gly
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Val
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Asn

Thr
Asp
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Gln
Ser
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Ile
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Leu
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Gln
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Asn
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Ser

95
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ITle
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Leu
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Ile

Tyr

Lys
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Ser

Lys

Asp

Gln

His
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Ala

Thr

Thr

1k0
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Lys

Asn
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240
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Val Ala Ala Asp Ile Gly Ala Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala Pro
5 10 15

Leu Asp His Lys Asp Lys Ser Leu Gln Ser Leu Thr Leu Asp Gln Ser
20 25 30

Val Arg Lys Asn 6Glu Lys Leu Lys Leu Ala Ala Gln Gly Ala Glu Lys
35 40 us

Thr Tyr Gly Asn 6ly Asp Ser Leu Asn Thr Gly Lys Leu Lys Asn Asp
80 55 kL0

Lys Val Ser Arg Phe Asp Phe Ile Arg Gln Ile Glu Val Asp Gly Gln
k5 70 75 a0

Leu Ile Thr Leu Glu Ser Gly Glu Phe Gln Ile Tyr Lys 6Gln Asp His
a5 q0 a5

Ser Ala Val Val Ala Leu Gln Ile Glu Lys Ile Asn Asn Pro Asp Lys
100 105 110

Ile Asp Ser Leu Ile Asn Gln Arg Ser Phe Leu Val Ser Gly Leu Gly
115 120 125

Gly Glu His Thr Ala Phe Asn Gln Leu Pro Asp Gly Lys Ala Glu Tyr
130 135 140

His Gly Lys Ala Phe Ser Ser Asp Asp Ala Gly Gly Lys Leu Thr Tyr
145 150 155 1kL0

Thr Ile Asp Phe Ala Ala Lys Gln Gly His 6ly Lys Ile Glu His Leu
1k5 170 175

Lys Thr Pro Glu Gln Asn Val Glu Leu Ala Ala Ala Glu lLeu Lys Ala
180 185 190

Asp Glu Lys Ser His Ala Val Ile Leu Gly Asp Thr Arg Tyr Gly Ser
195 200 205

Glu Glu Lys Gly Thr Tyr His Leu Ala Leu Phe Gly Asp Arg Ala Gln
210 215 220

Glu Ile Ala Gly Ser Ala Thr Val Lys Ile Gly Glu Lys Val His Glu
2258 230 235 240

Ile Gly Ile Ala Gly Lys Gln

<210> 3

<211> 250

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 3

Val Ala Ala Asp Ile Gly Thr Gly Leu Ala Asp Ala Leu Thr Ala Pro
L 5 10 15

Leu Asp His Lys Asp Lys Gly Leu Lys Ser Leu Thr Leu Glu Asp Ser
20 25 30

Ile Pro Gln Asn Gly Thr Leu Thr Leu Ser Ala Gln Gly Ala Glu Lys
L 4o 45

20



<210> 4
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<211> 644
<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 4
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Gln
His
Lys
115
Gly
Tyr
Tyr
Leu
Ala
195
Ser

Gln

Glu

Ala

Lys

Thr

Ser

100

Thr

Gly

His

Ser

'Lys

180

Asp

Glu

Glu

Ile

Gly
Ile
Ile
a5

Ala
Asp
Glu
Gly
Ile
1k5
Ther
Glu
Glu

Ile

Gly
245

ES 23832311713

Asp
Ser
70

Thr
Val
Ser
His
Lys
150
Asp
Leu
Lys
Lys
Ala

230
Ile

Lys
58

Leu
Val
Leu
Thr
135
Ala
Phe
Glu
Ser
Gly
2l5

Gly

Ala

Asp
Phe
Ala
Ala
Ile
120
Ala
Phe
Thr
Gln
His
200
Thr

Ser

Gly

Asn
Asp
Ser
Leu
105
Asn
Phe
Sar
Lys
Asn
185
Ala
Tyr

Ala

Lys

21

Ser
Phe
Gly
90

Gln
Gln
Asn
Ser
Lys
170
Val
Val
His
Thr

Gln
250

Leu

vVal

Glu

Ile

Arg

Gln

Asp

155

Gln

Glu

Ile

Leu

Val
235

Asn
1311

Gln
Phe
Glu
Ser
Leu
140
Asp
Gly
Leu
Leu
Ala

220

Lys

Thr
Lys
Gln
Lys
Phe
125
Pro
Pro
Tyr
Ala
Gly
205

Leu

Ile

Gly
Ile
Ile
Ile
110
Leu
Gly
Asn
Gly
Ala
190
Asp

Phe

Gly

Lys
Glu
Tyr
95

Asn
Val
Gly
Gly
Arg
17?5
Ala
Thr

Gly

Glu

Leu
Val
ad

Lys
Asn
Ser
Lys
Arg
1L0
Ile
Glu
Arg

Asp

Lys
240



Met
Ala
Gln
Asp
Ala
LS

Pro

Ala

Gly

Ala

Pro

Ala

Met

50

Thr

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

Gly

35

Ala

Asp

Asn

Asn

Ser
115

Pro
Val
20

Ser
Ala
Lys

Ala

Met
100

Asp

Ser

Gln

Val

Pro

Ala

a5

Pro

Gln

ES 23832311713

Val

Glu

Gly

Ser

Lys

70

Asp

Ala

Pro

Lys

Lys

Gln

Glu

Asn

Thr

Gly

Ala

Ser

Glu

Gly

40

Glu

Glu

Asp

Asn

Asn
120

Ala
Thr
25

Ala

Asn

Ser
Met
105

Gln

22

Asp
10

Glu
Pro
Thr
Glu
Leu
90

Glu

Pro

Thr
Ala
Ser
Gly
Gly
75

Thr

Asn

Asp

Leu

Lys

Ala

Asn

Ala

Pro

Gln

Met

Ser
Glu
Gln
us5

Gly
Gln
Asn

Ala

Ala
12§

Lys
Asp
30

Gly
Gly
Asn
His
Pro

110

Asn

Pro
15

Ala
Gly
Ala
Asp
Thr
g5

Asp

Thr

Ala

Pro

Gln

Ala

Met

ao0

Pro

Ala

Ala



Asp
Asn
i45
Gly
Gly
Gly
Ser
Glu
225
Lys
Val
Pro
Leu
Ile
305
Phe
Leu
Gly
Phe
Ala
385
Gly
Gly
Ser
Ser
Gly

4k5
Val

Gly
130
Thr
Ser
Gly
Pro
Gly
210
Lys
Asn
Gln
Thr
Pro
290
Val
Ala
Pro
Glu
His
370
Lys
Asp
Asn
Gly
Tyr
450

Lys

Asp

Met
Ala
Gln
Asp
Ser
14958
Asn
Leu
Asp
Met
Ser
275
Ala
Asp
Pro
Gly
Met
355
Thr
Val
Gly
Gly
Lys
438
Arg

Lys

Glu

Gln
Ala
Asn
Phe
Lan
Gln
Asn
Ser
Gly
Lys
2k0
Phe
Glu
Gly
Glu
Gly
340

Leu

Glu

Leu
Phe
420
Phe
Pro

Glu

Tyr

Gly
Gln
Pro
1k5
Gly
Asn
Phe
Asp
Lys
245
Gly
Ala
Met
Glu
Gly
325
Ser
Ala
Asn
Phe
His
405
Lys
Tyr
Thr

Gln

His
485
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Asp
Gly
150
Ala
Arg
Ile
Leu
Ala
230
Asn
Ile
Arg
Pro
Ala
310
Asn
Tyr
Gly
Gly
Gly
390
Met
Gly
Gly
Asp
Asp

470

Ala

Asp
1358
The
Ser
Thr
Thr
Asp
2158
Asp
Asp
Asn
Phe
Leu
295
Val
Tyr
Ala
Thr
Arg
375
Ser
Gly
Thr
Pro
Ala
455

Gly

Asn

Pro
Asn
Ser
Asn
Leu
200
Glu
Lys
Lys
Gln
Arg
280
Ile
Ser
Arg
Leu
Ala
3k0
Pro
Lys
Thr
Trp
Ala
yuQ
Glu

Ser

Ala

Ser
Gln
Thr
Val
185
Thr
Glu
Tle
Phe
Tyr
2bs
Arg
Pro
Leu
Tyr
Arg
L
Val
Ser
Ser
Gln
Thr
4es
Gly
Lys

Gly

Arg

23

Ala
Ala
Asn
170
Gly
His
Val
Ser
Val
250
Ile
Ser
Val
The
Leu
330
Val
Tyr
Pro
Val
Lys
410
Glu
Glu
Gly

Gly

Phe
490

Gly
Glu
155
Pro
Asn
Cys
Gln
Asn
235
Gly
Ile
Ala
Asn
Gly
315
Thr
Gln
Asn
Ser
Asp
3958
Phe
Asn
Glu
Gly
Gly

4?5

Ala

Gly
40
Asn
Ser
Ser
Lys
Leu
220
Tyr
Leu
Phe
Arg
Gln
300
His
Tyr
Gly
Gly
Arg
340
Gly
Lys
Gly
Val
Phe
U0

Gly

Ile

Glu
Asn
Ala
Val
Gly
205
Lys
Lys
Val
Tyr
Ser
285
Ala
Ser
Gly
Glu
Glu
365
Gly
Ile
Ala
Gly
Ala
445
Gly

Ala

Asp

Asn
Gln
Thr
Val
130
Asp
Ser
Lys
Ala
Lys
270
Arg
Asp
Gly
Ala
Pro
350
Val
Arg
Ile
Ala
Gly
430
Gly
Val

Thr

His

Ala
Thr
Asn
175
Ile
Ser
Glu
Asp
Asp
255
Pra
Arg
Thr
Asn
Glu
338
Ser
Leu
Phe
Asp
Ile
4%5
Asp
Lys
Pha

Tyr

Phe
495

Gly
Ala
1k0
Ser
Asp
Cys
Phe
Gly
240
Ser
Lys
Ser
Leu
Ile
320
Lys
Lys
His
Ala
Ser
400
Asp
Val
Tyr
Ala
Lys

4ao

Asn



<210>5

Thr
Phe
Ala
Ala
545
Thr
Leu
Phe
Asp
Val

ke2s

Ala

<211> 434
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 5

Ser
Asp
Asn
530
Asp
Lys
Thr
Asn
Phe
b1l0O

Asn

Ala

Thr
Gln
518
Leu
Ile
Phe
Met
Cys
595
Ser

Val

Lys

Asn
500
Ala
Gln
Phe
Asn
His
580
Tyr
Thr

Gly

Gln

Val

Lys

Ser

Asp

Phe

5bS

Gly

Gln

Thr

Met

ES 23832311713

Gly
Arg
Gly
Ala
550
Asn
Lys
Ser

Ile

Thr
630

Gly
Asp
Ser
535
Ala
Gly
Thr
Pro
Asp

b5

Lys

Phe
Gly
820
Gln
Gln
Lys
Ala
Met
LDO

Arg

Ser

Tyr
505
Lys
His
Tyr
Lys
Pro
585
Ala

Thr

Val

24

Gly
Ile
Phe
Pro
Leu
570
val
Lys

Lys

Arg

Leu
Asp
Thr
Asp
555
Val
Lys
Thr

Trp

Ile
L35

Thr
Ile
Asp
540
Ile
Ser
Leu
Glu
Gly

bL20

Asp

Gly
Thr
525
His
Arg
Val
Lys
Val
£05

Val

Ile

Ser
510
Ile
Leu
Phe
Asp
Ala
5490
Cys

Asp

Gln

Val
Pro
Lys
Val
Gly
g?s
Glu
Gly

Tyr

Tle

Glu

Val

Ser

Ser

5k0

Asn

Lys

Gly

Leu

Glu
bY40



Met

Val

Leu

Thr

Leu

Gly

Ile

Thr

Ala

Val

145

Val

Tyr

Val
Asp
Arg
Lys
50

Leu
Gln
Thr
Trp
Thr
130
Met

Ser

Val

Ser
Arg
Ile
35

Gly
Leu
Ile
Val
Asn
115
Gln
Gly

Thr

Gln

Ala
Arg
20

Glu
Tyr
Leu
Ala
Ala
100
Thr
Ala
Ile

Thr

Arg

Val
Thr
Thr
Thr
Gly
Arg
a5

Ser
Ser
Arg
Leu
Val

1b5

Gly
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Ile
Thr
Thr
Pro
Gln
70

Ser
Leu
Lys
Val
Thr
150

Gly

Ser

Gly

Gly

Ala

Gln

Val

Glu

Pro

Val

Lys

135

Pro

Val

Gly

Ser

Ala

Arg

Ile

Ala

Gln

Arg

Arg

120

Ile

Glu

Gln

Gly

Ala
Gln
25

Ser
Ser
Thr
Ala
Thr
105
Ala
Val
Glu

Lys

Gly

25

Ala

Thr

Tyr

Val

Glu

Ala

90

Ala

Thr

Thr

Gln

Val

170

Gly

Val
Asp
Leu
Val
Gly
75

Glu
Gly
Leu
Tyr
Ala
155

Ile

Val

Gly

Asp

Arg

Gly

Glu

Gly

Asp

Leu

Thr

Ala

Ala

Asn

Gln

Tyr

Lys

Val

Ile

Gly

125

Asn

Ile

Leu

Ala

Lys
Val
30

Asn
Asn
Gln
Tyr
Ala
110
Ile
Val
Thr

Tyr

Asp

Ser
15

Met
Asn
Arg
Phe
Asn
95

Gly
Ser
Ther
Gln
Gln

17?5

Ile

Ala
Ala
Gln
His
Val
80!

Tyr
Asp
Pro
Tyr
Lys
1k0

Asn

Gly



<210>6

Ala

Gly

Leu

225

Ser

Phe

Gly

Gln

Lys

Asp

Gly

Ala

Asn

Ala

385

Tyr

Ala

Lys

<211> 327
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 6

Gly
Leu
210
Lys
Leu
Ile
Glu
Thr
290
Arg
Lys
Ser
Lys
Val
370
Val
Ser

Glu

Gln

Leu
195
Gln
Leu
Asn
Arg
Phe
275
Glu
Gln
Leu
Asp
Gln
355
Asp
Ile

Leu

Val

180

Ala

Ser

Ala

Thr

Gln

2k0

Gln

Gln

Phe

Pro

Asp

340

Gly

Leu

Ser

Gly

Lys
420

Asp
Leu
Ala
Gly
245
Ile
Val
Ile
Arg
Glu
325
Ala
Asn
Ala
Gly
Ile

4035

Thr

ES 23832311713

Ala
Thr
Gln
230
Lys
Glu
Tyr
Gln
Ile
310
Gly
Gly
Gly
Ala
Ser
390

Phe

Val

Leu
Leu
215
Gly
Leu
Val
Lys
Asp
295
Gly
Gly
Gly
Lys
Ala
378
Val

Gly

Asn

Thr
200
Asp
Ala
Lys
Asp
Gln
280
Ser
Asp
Arg
Lys
Ile
3k0
Asp
Leu

Gly

Gly

145
Ala

Gln
Glu
Asn
Gly
2bs
Ser
Glu
Ile
Ala
Leu
345
Glu
Ile
Tyr

Lys

Ile
425

26

Pro
Ser
Lys
Asp
250
Gln
His
His
Ala
Thr
330
Thr
His
Lys
Asn
Ala

410

Arg

Leu
Val
Thr
235
Lys
Leu
Ser
Ser
Gly
315
Tyr
Tyr
Leu
Pro
Gln
395

Gln

His

Asp
Arg
220
Tyr
Val
Ile
Ala
Gly
300
Glu
Arg
Thr
Lys
Asp
340
Ala

Glu

Ile

His
205
Lys
Gly
Ser
Thr
Leu
285
Lys
His
Gly
Ile
Ser
3k5
Gly
Glu

Val

Gly

190

Lys
Asn
Asn
Arg
Leu
270
Thr
Met
Thr
Thr
Asp
350
Pro
Lys
Lys

Ala

Leu
430

Asp
Glu
Gly
Phe
2558
Glu
Ala
Val
Ser
Ala
3358
Phe
Glu
Arg
Gly
Gly

415

Ala

Lys
Lys
Asp
240
Asp
Ser
Phe
Ala
Phe
320
Phe
Ala
Leu
His
Ser
400

Ser

Ala



Ala

Ala

Thr

Thr

Lys

b5

Val
Thr
Leu
Thr
Leu
145
Asp
Val
Asn
Glu
Val
225
Asp
Glu
Glu
His
Lys

305
Phe

Thr

Ala

Ile

Ala

Val

Asp
Lys
Asp
Phe
130
Glu
Ile
Lys
Val
Ala
210
Ala
Asn
Ser
Lys
Asp
290

Glu

Gln

Asn
Tyr
Tyr
35

Ala

Val

Ala
Leu
Ala
145
Ala
Ala
Ala
Thr
Asp
1495
Ala
Ala
Ile
Asp
Leu
2758
Ther

The

Pro

Asp

Asn

Asp

Asp

Thr

Lys
Ala
100
Thr
Glu
Val
Asp
Ala
a0
Ala
Ala
Lys
Ala
Ser
20
Asp
Arg

Arg

Tyr

Asp
5

Asn
Ile
Val

Asn

Val
Asp
Thr
Glu
Ala
Ser
b5
Asn
Lys
Gly
Val
Lys
245
Lys
Thr
Leu

Gln

Asn
325
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Asp

Gly

Asp

Glu

Leu

70

Lys
Ther
Asn
Thr
Asp
150
Leu
Glu
Val
Thr
Thr
230
Lys
Phe
Arg
Asn
Gly

310
Val

Val
Gln
Glu
Ala

55

Thr

Ala
Asp
Ala
Lys
135
Thr
Asp
Ala
Lys
Ala
215
Asp
Ala
Val
Leu
Gly
295

Leu

Gly

Lys

Glu

Asp

Asp

Lys

Ala
Ala
Leu
120
Thr
Val
Glu
Lys
Ala
200
Asn
Ile
Asn
Arg
Ala
2af

Leu

Ala

Lys
Ile
25

Gly

Asp

Thr

Glu
Ala
105
Asn
Asn
Asp
Thr
Gln
145
Ala
Thr
Lys
Ser
Ile
2b5s
Ser

Asp

Glu

27

Ala

Asn

Thr

Phe

Val

Ser
90

Leu
Lys
Ile
Lys
Asn
170
Thr
Glu
Ala
Ala
Ala
250
Asp
Ala

Lys

Gln

Ala

Gly

Ile

Lys

Asn

75

Glu

Ala

Leu

Val

His

155

Thr

Ala

Thr

Ala

Asp

235

Asp

Gly

Glu

Thr

Ala
315

Thr

Phe

Thr

Gly

Glu

Ile
Asp
Gly
Lys
140
Ala
Lys
Glu
Ala
Asp
220
Ile
Val
Leu
Lys
Val

3oa

Ala

Val

Lys

Glu
Thr
Glu
125
Ile
Glu
Ala
Glu
Ala
205
Lys
Ala
Tyr
Asn
Ser
ca5s

Ser

Leu

Ala
Ala
30

Lys

Gly

Lys

Lys
Asp
110
Asn
Asp
Ala
Asp
Thr
190
Gly
Ala
Thr
Thr
Ala
270
Ile

Asp

Ser

Ile
15

Gly
Asp

Leu

Gln

Leu
95

Ala
Ile
Glu
Phe
Glu
175
Lys
Lys
Glu
Asn
Arg
255
Thr
Ala

Leu

Gly

Ala

6Glu

Ala

Lys

Asn

a0

Thr
Ala
Thr
Lys
Asn
1ED0
Ala
Gln
Ala
Ala
Lys
240
Glu

Thr

Asp

Leu
320



<210>7

<211> 434
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400>7

Met

Val

Leu

Thr

Leu

Val

Asp

Arg

Lys

50

Leu

Ser

Leu

Ala
Arg
20

Glu

Tyr

Leu

Val

Thr

Thr

Thr

Gly
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Ile

Thr

Thr

Pro

Gln

Gly
Gly
Ala
Gln

55

Val

Ser

Ala

Arg

Ile

Ala

Ala

Gln

Ser

Ser

Thr

28

Ala

Thr

Tyr

Val

Glu

Val

Asp

Leu

Val

Gly

Gly

Asp

Arg

Gly

kO

Glu

Ala
Asn
Gln
45

Tyr

Lys

Lys
Val
30

Asn

Asp

Gln

Ser
15

Met
Asn

Arg

Phe

Ala

Ala

Gln

His

Val



kS
Gly

Ile
Thr
Ala
Val
145
Val
Tyr
Ala
Gly
Leu
225
Ser
Phe
Gly
Gln
Lys
305
Asp
Gly
Ala
Asn
Ala
385
Tyr

Ala

Lys

Gln
Thr
Trp
Thr
130
Met

Ser

Val

Leu
210
Lys
Leu
Ile
Glu
Thr
290
Arg
Lys
Ser
Lys
Val
370
Val
Ser

Glu

Gln

Ile
Val
Asn
115
Arg
Gly
Thr
Gln
Leu
195
Gln
Leu
Asn
Arg
Phe
275
Glu
Gln
Leu
Asp
Gln
355
Asp
Ile

Leu

Val

Ala
Ala
100
Thr
Ala
Ile
Thr
Arg
140
Ala
Ser
Ala
Thr
Gln
2k0
Gln
Gln
Phe
Pro
Asp
340
Gly
Leu
Ser

Gly

Lys
420

Arg
85

Ser
Ser
Arg
Leu
Val

1k5
Gly

Leu
Ala
Gly
245
Ile
Val
Ile
Arg
Glu
325
Ala

Asn

Ala

Ile
405

Thr
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7?0

Ser
L.eu
Lys
Val
Thr
150
Gly
Ser
Ala
Thr
Gln
230
Lys
Glu
Tyr
Gln
Ile
310
Gly
Gly
Gly
Ala
Ser
3[0

Phe

val

Glu
Pro
Val
Lys
135
Pro
Val
Gly
Leu
Leu
215
Gly
Leu
Val
Lys
Asp
295
Gly
Gly
Gly
Lys
Ala
375
Val

Gly

Asn

Gln
Arg
Arg
120
Ile
Glu
Gln
Gly
Thr
200
Asp
Ala
Lys
Asp
Gln
240
Ser
Asp
Arg
Lys
Ile
k0O
Asp
Leu

Gly

Gly

Ala
Thr
105
Ala
Val
Glu
Lys
Gly
145
Ala
Gln
Glu
Asn
Gly
2k5s
Ser
Glu
Ile
Ala
Leu
345
Glu
Ile
Tyr

Lys

Ile
yas

29

Ala
90

Ala
Thr
Thr
Gln
Val
170
Gly
Pro
Ser
Lys
Asp
250
Gln
His
His
Ala
Thr
330
Thr
His
Lys
Asn
Ala

410

Arg

75

Glu
Gly
Leu
Tyr
Ala
155
Ile
Val
Leu
Val
Thr
235
Lys
Leu
Ser
Ser
Gly
315
Tyr
Tyr
Leu
Pro
Gln
395

Gln

His

Gly
Asp
Leu
Gly
40
G1ln
Thr
Ala
Asp
Arg
220
Tyr
Val
Ile
Ala
Gly
300
Glu
Arg
Thr
Lys
Asp
380
Ala

Glu

Ile

Val
Ile
Gly
125
Asn
Ile
Leu
Ala
His
205
Lys
Gly
Ser
Thr
Leu
245
Lys
His
Gly
Ile
Ser
3k5S
Gly
Glu

Val

Gly

Tyr

Ala

110

Ile

Val

Thr

Tyr

Asp

170

Asn

Asn

Arg

Leu

270

Thr

Met

Thr

Thr

Asp

350

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu
430

Asn
95

Gly
Ser
Thr
Gln
Gln
175
Ile
Asp
Glu

Gly

Phe

255

Glu

Ala

Val

Ser

Ala

335

Phe

Glu

Arg

Gly

Gly

Ala

a0

Tyr
Asp
Pro
Tyr
Lys
1L0
Asn
Gly
Lys
Lys
Asp
240
Asp
Ser
Phe
Ala
Phe
320
Phe
Ala
Leu
His
Ser
400

Ser

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Un kit que comprende: (i) un primer contenedor que contiene un adyuvante que comprende una emulsion de
aceite en agua; y (i) un segundo contenedor que contiene una composicion antigénica liofilizada que comprende un
inmundgeno para producir una respuesta inmunitaria contra Neisseria meningitidis, serogrupo B.

2. El kit de la reivindicacién 1, en el que la composicién antigénica liofilizada en el segundo contenedor comprende
ademas un sacarido capsular conjugado de uno o mas de los serogrupos A, C, W135 y/o Y de N. meningitidis.

3. El kit de la reivindicacion 2, en el que la composicion antigénica liofilizada esta sustancialmente libre de sales de
aluminio.

4. El kit de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la composicion antigénica liofilizada y/o la
emulsién adyuvante esta/n sustancialmente libres de sales de aluminio.

5. El kit de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicion antigénica liofilizada comprende
vesiculas de membrana de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis.

6. El kit de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicion antigénica liofilizada comprende
proteinas recombinantes de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis.

7. El kit de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicion antigénica liofilizada comprende
un lipooligosacarido de una cepa del serogrupo B de N. meningitidis.
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Figura 1
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Figura 3
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