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DESCRIPCION

Vacunas de polisacdrido y glucoconjugado mejoradas.
Antecedentes

Las vacunas de glucoconjugados datan su desarrollo industrial para utilizacién humana después de 1990, basdndose
en estudios tedricos y modelos moleculares originalmente descritos entre 1929 y 1940. Estos estudios fueron reeva-
luados y puestos de manifiesto a nivel molecular en la década de 1980 a 1990, aprovechdndose de las metodologias
mas recientes en desarrollo en la era biotecnoldgica.

La estrategia de utilizar como vacuna un antigeno semisintético que conlleva un carbohidrato unido por enlace
covalente a una proteina portadora, ha tenido la base experimental en la demostracién de que el sistema inmunitario
de lactantes humanos no estd completamente maduro hasta los 2 afios de edad, de modo que los antigenos de poli-
sacdrido muy purificados no son reconocidos de manera eficaz como antigenos extraiios por el hospedador humano.
Como resultado, una cantidad adecuada de anticuerpo IgG funcional y no anestésico no sigue a la inyeccién de varias
inyecciones de polisacdrido. La proteina portadora no desempefia la funcién de activar propiamente y reforzar la po-
blacién de linfocitos T cooperadores del sistema inmunitario del hospedador que da como resultado a continuacién la
expansion de anticuerpos IgG del suero que segregan linfocitos B con memoria especificos para el polisacarido trans-
portado asi como para la proteina portadora. El impacto de las vacunas de glucoconjugado en la Salud Piblica desde
el principio de los noventa, ha sido inapreciable ya que han salvado millones de vidas de nifios en situacion de riesgo
de infecciones agudas mortales, como la meningitis medular debida a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (S.
pneumoniae, H. influenzae o N. meningitidis).

Varias estrategias de conjugacion quimica son conocidas para preparar industrialmente un antigeno de conjugado
proteina-carbohidrato. Las técnicas conocidas no son satisfactorias en cuanto a rendimientos cuantitativos.

El documento EP 0306607A da a conocer la desintoxicaciéon de LPS por hidrdlisis del lipido A que produce
polisacarido exento de lipido A. El polisacéarido obtenido de este modo y la proteina se activan a continuacién y se
acoplan para producir vacunas para bacterias Gram-negativas.

Segtin un aspecto, la presente solicitud se refiere a un procedimiento de preparacién que proporciona:

A) la utilizacién de antigenos de polisacdrido rigurosamente exentos de endotoxina (exentos de LPS), para
conjugarse con una proteina portadora, con una pureza mejorada de los antigenos asi como para su mejor
comportamiento de seguridad,;

B) un rendimiento cuantitativo de cada etapa de reaccién implicada en el proceso, que produce a continuacién
un rendimiento total del antigeno de glucoconjugado cuantitativo con respecto a ambos componentes del
conjugado, es decir la proteina portadora y el carbohidrato transportado;

C) un procedimiento de conjugacion flexible. Especificamente, el procedimiento de conjugacién permite la
sintesis de glucoconjugados como antigenos mono, bi o polivalentes capaces de expresar simultdneamente
caracteristicas inmundgenas mono, bi o polivalentes.

Segtin un aspecto, la presente invencién proporciona procedimientos de purificacién y/o conjugacién como se
describe a continuacién en la presente memoria y se reivindica en las reivindicaciones adjuntas. En particular, una
forma de realizacién de la presente invencién proporciona un procedimiento de conjugacién que implica las etapas
siguientes:

A. activacion del antigeno de polisacarido exento de endotoxina contra un polisacarido polifuncional mediante
un espaciador de diamino-alquilo introducido mediante:

Al. desacoplamiento del O-de-hidrégeno obtenido mediante la introduccién de grupos carbonilo reactivos
con un agente oxidante para generar grupos aldehido en presencia de iones borato cuando se realiza la
reaccién en disolvente acuoso; reaccionando a continuacién dichos grupos con el espaciador diamino-
alquilo en presencia de un agente reductor,

A2. enlace del espaciador diamino-alquilo con los restos carbonilo reactivos ya presentes en forma de
grupos carboxilo por carbodiimida insoluble en agua, en presencia de disolventes orgénicos,

B. activacion de la proteina inmundgena portadora por el éster bis-succinimidilico de un 4cido bicarboxilico
alifdtico, que produce una proteina polifuncional mediante los ésteres de monosuccinimidilo de los restos
de lisina,

C1. acoplamiento de la proteina portadora polifuncional activada con el polisacarido activado polifuncio-
nal exento de endotoxina, mediante los ésteres monosuccinimidilicos introducidos en los restos de
lisina de la proteina y los grupos amino introducidos en el polisacérido; o, alternativamente,
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C2. acoplamiento del polisacarido aminoactivado polifuncional a la proteina portadora mediante un és-
ter bis-succinimidilico de un 4cido bicarboxilico alifdtico que reacciona sucesivamente, en la misma
mezcla de reaccion, con los grupos amino del polisacarido amino-activado y con los grupos epsilon-
amino de los restos de lisina de la proteina.

Preferentemente los antigenos de polisacarido se purifican mediante un procedimiento que implica la eliminacién
de la endotoxina contaminante mediante el enlace por afinidad de la fraccién lipido A de LPS con los péptidos anti-
endotoxina sintéticos (SAEP) con secuencias de aminoacido retroinvertidas, que producen un polisacdrido que tiene
un contenido de endotoxina convenientemente inferior a 0,125 unidades de endotoxina/ug de polisacdrido, equivalente
a menos de 0,00125% (p/p), citado en las reivindicaciones como polisacédrido exento de endotoxina.

Procedimiento preferido para preparar vacunas de glucoconjugado

Etapa 1 preliminar: Purificacion del antigeno del polisacarido procedente de LPS

contaminante

Esta etapa produce un antigeno de polisacarido de pureza excepcionalmente elevada, que impide la posibilidad real
de conjugarse con la proteina portadora, ademas de con el polisacérido, el LPS contaminante. De hecho, las prepara-
ciones utilizadas actualmente de polisacaridos que se originan a partir de la cdpsula de las bacterias Gram-negativas,
pueden contener una cantidad de LPS igual o inferior a 25 UE/ug de polisacarido (unidades de endotoxina/mCg). Este
limite es requerido por las Farmacopeas Oficiales que emiten las especificaciones del producto. Dado que 1 UE/ml
detectada por el andlisis del LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) iguala a una media de 100 pg/ml de LPS purificada,
en 1 ug de antigeno de polisacdrido existe una cantidad de LPS contaminante de 2,5 ng. Dado el hecho de que la dosis
inmunizante para personas estd comprendida en el intervalo entre 25 y 50 ug para el polisacdrido capsular purificado
y entre 10 a 25 ug para el polisacarido capsular conjugado, se puede calcular que el hospedador est4 recibiendo en-
tre 62,5 y 125 ng de LPS/dosis de polisacdrido capsular en la vacuna anterior y entre 25 y 62,5 ng de LPS/dosis de
polisacdrido conjugado en la vacuna dltima.

Estas concentraciones de impurezas de LPS presentes en los productos disponibles en el mercado, cuando se
expresan en peso para lactantes y nifios (de 4 a 8 kg de peso corporal medio entre los 3 y 24 meses de edad) que
son las poblaciones destinatarias de las vacunas glucoconjugadas, corresponden y superan el umbral de pirogenicidad
determinado recientemente para LPS en personas (concentraciones de suero entre 1 y 2 ng de LPS/kg de peso corporal
después de la administracién i.v.). La inyeccion de una dosis de 25 a 50 ug de vacuna de polisacarido, que contiene
entre 62,5 y 125 ng de LPS contaminante, introduce realmente en el hospedador humano del lactante una cantidad de
LPS contaminante comprendida en el intervalo entre 15 y 30 ng/kg. En el caso de un glucoconjugado, estas cifras se
calculan en el intervalo entre 6 y 15 ng/kg.

Esta observacion explica la razén de por qué se describen efectos pirdgenos, esporddicos, aunque detectables,
después de la inmunizacién con vacunas de polisacdrido capsular (en forma de polisacarido libre o polisacarido con-
jugado), aunque los efectos secundarios generales de las vacunas estén mitigados por las vias de administracién s.c. e
im.

La purificacion completa de un polisacarido capsular para ser utilizado en la preparacién de una vacuna conjugada,
se da a conocer en la presente solicitud preferentemente por eliminacién de la afinidad del LPS contenido en la prepa-
racion de polisacarido utilizando un soporte s6lido (membrana filtrante o esferas de vidrio o medio cromatografico en

gel) al que se unen por enlace covalente los péptidos de antiendotoxina sintéticos dados a conocer en la patente US n°
5.589.459 (concedida el 31 de diciembre de 1996).

Procedimiento preferido

SAEP3-RIS, como ejemplo, es un péptido ciclico con la secuencia de aminodcidos retroinvertida:

NH,-Cys-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Cys-Lys-Thr-Lys-lle-COOH
S S

que hace que el péptido sea resistente a la actividad de las serina proteasas durante el proceso de purificacién. SAEP3
estd unido por enlace covalente a una membrana filtrante que lleva un grupo amino por un procedimiento conocido
que puede incluir el éster bis-succinimidilico del 4cido adipico del espaciador bifuncional.
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En un experimento tipico, una membrana filtrante activada por SAEP3-RIS (poros de 0,45 ym y una densidad
de 51,6 nmoles de SAEP3/cm” de membrana) se utiliza como herramienta para eliminar los LPS de la solucién de
polisacdrido del Grupo A (PsA) de N. meningitidis (100 mg/ml) en PBS pH = 7,20. La cantidad eliminada de LPS
después del ciclo de filtracién excede de 2,0 logs con respecto a la cantidad contenida en el material de partida (25 UE
LPS/ug de PsA antes de la filtracién por afinidad en comparacién con inferior a 0,125 UE LPS (el nivel de sensibilidad
de la prueba de coagulacion de LAL)/ug PsA después de la filtracién por afinidad, equivalente a inferior a 0,00125%
expresado en peso. De este modo, incluso si se utiliza polisacarido filtrado por afinidad a la dosis humana maxima
administrable de 25 ug como Ps conjugada o 50 ug de Ps pura, no puede alcanzar el umbral de pirogenicidad expresado
en peso a medida que la concentracion de endotoxina existente disminuye entre 0,06 y 0,15 ng/kg, respectivamente, en
lactantes y nifios de 4 a 8 kg de peso corporal medio. A este nivel de pureza, la vacuna de polisacarido o glucoconjugado
no produce pirédgenos incluso si se inyectara por via intravenosa.

Una PsA filtrada por afinidad presenta, por consiguiente, un perfil mds seguro con respecto a los polisacdridos
recomendados actualmente para la vacunacién como Ps libre o Ps conjugada que, aunque purificada en grandes con-
centraciones, conserva todavia una cantidad no despreciable de LPS contaminante.

Etapa 2: Introduccién estratégica y cuantitativa de grupos aminorreactivos en restos de
carbohidrato seleccionados dentro de una estructura de polisacarido que presenta grupos
carbonilo reactivos en forma de grupos aldehido introducidos “ad hoc” o grupos carbonilo

ya presentes

Exposicion razonada

Las estructuras de polisacarido que presentan grupos amino no potencialmente reactivos para ser utilizadas para
estrategias de conjugacidn directa con un portador de proteina dado, deben activarse previamente mediante reacciones
quimicas. Es bien sabido en quimica orgéanica cldsica que los grupos hidroxilo adyacentes presentes en estructuras de
mono o polisacdrido pueden activarse con grupos aldehido reactivos, mediante la utilizacién de reactivos oxidantes
como peryodato sédico en presencia de un agente reductor que estabiliza la base de Schiff formada (reaccidn cldsica
conocida por los quimicos como “aminacion reductora”). En los procedimientos patentados anteriores, esta reaccién
se ha utilizado para conjugar directamente una Ps oxidada con peryodato con una proteina portadora dada (Jennings
1980 y Anderson, 1982). El limite de este procedimiento es que el rendimiento de la reaccién estd penalizado por el
impedimento estérico de dos moléculas grandes que deben interactuar, que es la Ps y la Proteina.

Segin una forma de realizacion del presente procedimiento se utiliza la reaccidon de “aminacion reductora” cldsi-
ca para activar selectivamente la estructura Ps en “zonas seleccionadas”, introduciendo un grupo amino reactivo que
preferentemente estd espaciado del carbohidrato mediante un espaciador alquilo (alquil diamina) necesario solo para
derivar el fendmeno del impedimento estérico que se produce en la etapa de conjugacion siguiente. Esta estrategia
consigue de manera cuantitativa la activacién de la estructura Ps. Las “zonas seleccionadas” de la estructura Ps estdn
convenientemente representadas por los restos oxidrilo, exentos de O-acetilo, adyacentes forzados a asumir la confor-
macién en cis mediante la presencia de iones boro que forman complejos solamente con el OH en cis adyacente y no
con el OH en trans. De tal manera, la reaccién oxidativa y la reduccidn consiguiente de la base de Schiff formada,
que conduce a la introduccién de grupos amino reactivos en las zonas seleccionadas de la estructura Ps, tendrd lugar
preferentemente en las posiciones OH en cis de la estructura de Ps.

Una estrategia alternativa de lo anteriormente descrito, para introducir grupos aldehido adyacentes en un polisaca-
rido que presenta grupos OH adyacentes, comprende convenientemente la reaccién del antigeno de polisacarido con
el reactivo tetraacetato de plomo. En este caso, el disolvente acuoso se sustituye por un disolvente orgdnico.

Segtn otra forma de realizacion, en los casos en que las posiciones OH préximas estdn presentes en la naturaleza
como derivados de éster de grupos acetilo (grupos O-acetilo), la des-O-acetilacién puede conseguirse de manera
selectiva y cuantitativa por hidrélisis con hidrazina anhidra. A continuacién, sigue la activacién de los grupos O-
desacetilados adyacentes segtn el procedimiento descrito anteriormente.

Segtin otra forma de realizacién, en los casos en los que los grupos carbonilo estdn ya presentes en la estructura
de polisacdrido, en forma de grupos carbonilo, la transformacién de los grupos amino reactivos se realiza mediante
la utilizacién de la diamina espaciada por alquilo mencionada anteriormente, por reaccién con carbodiimida (DCC o
EDAC) en un disolvente apropiado.

En los procedimientos de activacion para un antigeno de carbohidrato, es importante que no haya concentracio-
nes contaminantes significativas de endotoxina (lipopolisacarido, LPS) con objeto de impedir la reaccion paralela de
activacion de la cadena de carbohidrato de esta molécula y a continuacién conjugarla con la proteina portadora, con
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el resultado obvio de tener un antigeno conjugado polisacarido-proteina que estd asociado a los efectos téxicos que
presenta el conjugado LPS-proteina en el momento de la inyeccién en el hospedador humano.

A titulo de ejemplo se ilustran los procedimientos preferidos para introducir en grupos carbonilo con estructura de
polisacdrido en forma de restos de aldehido para ser transformados a continuacién en grupos amino reactivos.

Escision oxidativa

En un ejemplo tipico de activaciéon de una estructura de polisacirido mediante grupos amino primarios, PSA (un
homopolimero de 1,6 fosfato de N,O-acetil manosamina purificada procedente de grupos A de N. meningitidis, que ha
sido utilizada como tal o ha sido parcialmente des-O-acetilada previamente con la cantidad estequiométrica deseada
de hidrazina anhidra en tetrahidrofurano durante 5 a 120 minutos a 37°C, a continuacién ha sido recuperada por
precipitacion con acetona anhidra y lavada tres veces) se hace reaccionar con uno u otro de los reactivos siguientes:

Reactivo A

Peryodato sédico en una cantidad por lo menos equimolar con el 0,5 a 5% de monosacéridos que presenta grupos
-OH vecinos, estimada en la estructura PsA por andlisis RMN (Resonancia Magnética Nuclear).

En la PsA natural existe una cantidad experimentalmente estimada de grupos -OH adyacentes que llevan monosa-
cérido comprendidos entre 10 y 30% de los restos de monosacdrido total.

La reaccidn se lleva a cabo de manera conveniente en presencia de tampdn borato 0,25 a 0,50 M, pH = 8,20, 15 a
30 minutos a 4°C. Esta reaccién produce de manera ventajosa la activacion cuantitativa (100%) a grupos aldehido del
0,5 al 5% de los restos de monosacaridos que presentan grupos -OH adyacentes, que estdn presentes en la estructura
de PsA; o:

Reactivo B

Tetraacetato de plomo en las mismas condiciones descritas anteriormente, excepto que la reaccion se realiza en
disolvente orgénico en lugar de tamp6n (p. ej.: sulféxido de dimetilo o dimetilformamida). En este caso, la Ps activada
por aldehido insoluble se recupera por centrifugacion a baja g y se lava tres veces con acetona.

Aminacion reductora

Tras la seleccién de una de las dos etapas anteriores, se realiza la adicion del espaciador bifuncional (1,4 di-
amino)-n-butano, (como ejemplo entre una variedad de bis-alquil amina tal como 1,2-etilamina, 1,3-propilamina,
1,4 butilamina), a un exceso molar de cinco a diez veces la cantidad de grupos -CHO reductores introducidos en
la estructura de PsA por oxidacién selectiva. El complejo piridina borano, necesario para reducir de manera eficaz
y por consiguiente estabilizar la base de Schiff formada, se afiade tipicamente en una cantidad molar dos a cinco
veces mayor con respecto al 1,4-diamino-butano utilizado en la reaccidn; la mezcla se mantiene convenientemente en
agitaciéon magnética durante 18 horas (durante la noche) a 4°C, pH = 8,20 en tampdn de borato 0,25 a 0,50 M. Por
dltimo, se afiade borohidruro sédico (Ia misma cantidad molar del complejo piridina-borano) a la mezcla de reaccion,
durante 1 hora. La reaccién oxidativa y la aminacion reductora pueden realizarse como un procedimiento de una sola
etapa.

El rendimiento de la reaccidn es cuantitativo (100%) con respecto al 0,5 al 5% de los restos de monosacédrido
que presentan grupos -OH vecinos, que estdn presentes en la estructura de PsA. En este punto del procedimiento, por
consiguiente, la PSA presenta una estructura multipunto, activada por el grupo amino primario. Dado un PM medio
de 2,5 x 10° para PsA, referido al tamizado molecular seguido por espectrometria MALDI-TOF o cualquier otro
procedimiento para la determinacién de masas, PsA contendria aproximadamente 1.000 restos de monosacarido de
1,6-fosfato de N-acetil-manosamina.

Dependiendo del intervalo de estequiometria anterior utilizado en la reaccién, un nimero medio de 5 a 50 restos
de monosacaridos resulta activado por el grupo amino primario “espaciado ad hoc”, en una media de 1.000 restos de
monosacdrido. El polisacdrido activado por amino se purifica en reactivos de bajo peso molecular por diafiltracién
utilizando una membrana con NMWL de 10* y tamp6n borato 0,25 M, pH 8,20 o por cromatografia de permeacién en
gel utilizando Sepharose G-50. Este producto intermedio puede liofilizarse y almacenarse a -20°C o inferior.

El mismo solicitante ha dado a conocer en la patente US n° 5.306.492 anterior concedida el 26 de abril de 1994 la
activacion de polisacaridos de S. pneumoniae mediante su #nico resto de monosacdrido que reduce el extremo. En este
caso, la reaccion de aminacién reductora se consiguié a un rendimiento significativo “desplazando” el equilibrio de la
forma de acetal (anillo cerrado) del resto de monosacérido que reduce el extremo (R’-CHOH) con la forma de cadena
abierta R’-CHO (semiacetal), utilizando temperatura elevada (100°C). Esta reaccion produjo oligosacdridos activados
por el grupo amino primarios en un extremo Util para acoplarse a una proteina portadora. Segun esta estrategia, el
modelo glucoconjugado conseguido fue el correspondiente al oligosacarido de un extremo, unido por enlace covalente,
sin ninguna posibilidad de reticulacién (puntos mdltiples de enlace covalente) entre el oligosacarido y la proteina
portadora.
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Procedimiento ejemplar para introducir grupos amino reactivos en una estructura de polisacdrido que contiene
grupos carbonilo en forma de restos carbonilo:

Los polisacéridos que presentan en su estructuras grupos carbonilo en forma de restos carbonilo (p. €j.: 1a Ps cap-
sular de S. typhi, conocida como antigeno Vi, que es un homopolimero del 4dcido N,O-acetil galacturénico) se activan
con los grupos amino reactivos de la forma siguiente: el polisacarido Vi se disuelve en DMSO (otros polisacaridos
pueden solubilizarse también en DMF o dioxano dependiendo de su estructura) y se afiade al espaciador bifuncional
1,4-diamino-n-butano (como ejemplo) en cantidad estequiométrica con el 0,5 a 5% del -COOH presente en la estruc-
tura de polisacdrido. El reactivo DCC (diciclohexil carbodiimida) insoluble en agua se afiade en una cantidad por lo
menos equimolar con el espaciador bifuncional. La mezcla de reaccién se realiza de 2 a 4 horas a 37°C. Durante la
reaccion, se forma un mol de diciclohexilurea insoluble por mol de resto de monosacarido activado por el grupo amino
que lleva originalmente un resto -COOH. Dado que la reaccién es cuantitativa con respecto al 0,5 a 5% de los restos
de monosacdrido que llevan restos -COOH, la misma cantidad cuantitativa se transformard en grupos amino reactivos
espaciados. Después de descargar la diciclohexilurea insoluble, el polisacarido Vi activado por amino se purifica a
continuacién a partir de los reactivos de bajo peso molecular mediante la precipitacién con Et-OH del 50 al 75% (v/v)
o se dializa por filtracién a través de una membrana filtrante con NMWL de 10%, tras la dilucién con PBS 0,1 M
pH =7,20.

Etapa 3: Activacién de los grupos epsilon-amino de los restos de lisina de la proteina
portadora para derivados reactivos de mono-succinimidilo

Exposicion razonada

Una activacién apropiada de la proteina portadora para la reaccion de acoplamiento final con el polisacarido acti-
vado, es una estrategia que permite el aumento significativo del rendimiento de esta reaccién. La principal razén para
esta observacion experimental es que una molécula espaciadora pequefia y muy reactiva puede derivar eficazmente el
fenémeno del impedimento estérico que ocurre cuando dos moléculas grandes (polisacdrido y proteina) se llegan a
poner en contacto muy intimo para reaccionar para formar un enlace covalente. En el caso especifico de esta solicitud,
se utiliza un éster bis-succinimidilico obtenido mediante un acido bicarboxilico como el 1,3-carboxil propiénico, 1,4-
carboxil butanoico, 1,5-carboxil pentanoico y 1,6-carboxil hexanoico.

Procedimiento preferido

Se solubiliza la vacuna antitetdnica de la proteina inmunégena, como ejemplo, en la mezcla sulféxido de dimetilo
(DMSO): tampén PBS (o acetato) 0,1 M pH = 7,2 (50:50 v/v) a la concentracién de 10 mg/ml o més. La cantidad de
grupos epsilon amino reactivos de los restos de lisina presentes en la proteina se estima mediante un procedimiento
quimico convencional (p. ej.: reactividad al reactivo TNBS) o una alicuota de la mezcla de reaccién. La mezcla de
reaccion se aflade a continuacién del espaciador bifuncional éster bis-succinimidilico del dcido adipico (4cido 1,6-
carboxil hexanoico) en cantidad molar equivalente con respecto a la cantidad de grupos amino estimados por mol
de PsA activada que debe conjugarse. La reaccién se deja 1 hora a 37°C. El producto de reaccién es el derivado
monosuccinimidilico de la vacuna antitetdnica que presenta la transformacién cuantitativa de los grupos epsilon amino
de los restos de lisina en ésteres monosuccinimidilicos muy reactivos del 4cido adipico. En estas condiciones, no
se produce ninguna reticulacién proteina-proteina, ya que el equilibrio entre las caracteristicas préticas/polares del
disolvente es crucial para favorecer la reaccién del derivado frente a la reaccién de reticulacién. La Proteina activada
esté lista entonces para el acoplamiento inmediato a la PsA activada ya que la estabilidad de este compuesto intermedio
dura no més de 30 a 60 minutos, para una recuperacion cuantitativa de ésta.

Etapa 4: Acoplamiento de la Proteina activada al Polisacarido activado

Exposicion razonada

De manera conveniente, el Polisacdrido activado por el grupo espaciador (en los ejemplos dados anteriormente
PsA o PsVi) se hace reaccionar con la Proteina activada por el espaciador éster succinimidilico. En este caso, la
naturaleza nucleéfila del reactivo activado anterior estard complementada quimicamente por el grupo éster labil y
electrofilico del dltimo reactivo. El producto formado es un conjugado reticulado de polisacdrido-proteina de alto
PM. La reaccién puede llevarse a cabo también simultdineamente con Polisacdridos heterélogos activados para que
se conjuguen con la misma Proteina portadora (p. €j.: tanto PSA como PsVi). Las condiciones de reaccion contintian
siendo las mismas. En dicho caso se sintetiza una formulacidn de vacuna polivalente, que utiliza una Unica proteina
portadora para transportar varios antigenos del Polisacdrido capsular diferentes (p. ej.: Haemophilus influenzae tipo b;
Neisseria meningitidis Grupo A, C, Y, W135; Streptococcus pneumoniae tipo 4, 6A 'y 6B, 9N, 14, 18c, 19F, 23F; S.
typhi Vi; K. pneumoniae etc.).
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Ademds, la misma estrategia y las mismas condiciones pueden aplicarse a la conjugacién de moléculas de car-
bohidrato que presentan su estructura molecular, grupos amino primarios relacionados con la presencia de un azicar
N-amino no sustituido (p. ej.: glucosamina o manosamina o galactosamina en lugar de N-acetil glucosamina o o N-
acetil manosamina o N-acetil galactosamina, etc.) asi como a la presencia de restos de etanolamina. Este es el caso
del lipopolisacarido (LPS o endotoxina) que, en las formas desintoxicadas como LPS lipido A-de-O-acilado o LPS
desprovisto de lipido A o complejo LPS-péptido sintético anti endotoxina pueden utilizarse como entidad inmundgena
después de la conjugacion con una proteina portadora seleccionada.

Forma de realizacion del procedimiento

Una solucién orgdnica acuosa que contiene la vacuna antitetdnica activada por el éster monosuccinimidilico se
mezcla con la solucién organica acuosa que contiene la PsA activada por amino. La solucién final estd compuesta por
DMSO: tampén PBS (o acetato) 0,1 M pH = 7,2 (50:50 v/v). La composicién molar de los reactivos es tal que existe
equimolaridad entre la cantidad total de grupos éster mono-succinimidilicos presentes en la vacuna antitetdnica y la
cantidad total de grupos amino presentes en la PsA (o la cantidad total de grupos amino presentes en los polisacaridos
multiples y heterélogos como PsA y PsVi). La reaccién tiene lugar 2 a 4 horas a 4°C, con un rendimiento que es
cuantitativo para ambos (o multiples) reactivos.

El antigeno conjugado HMW se recupera a continuacion por precipitacién con Et-OH del 25 al 50% (v/v) o por
tamizado molecular a través de una columna Sepharose-6B. En este ultimo caso, el conjugado HMW se recupera
cuantitativamente (100%) en el volumen vacio de la columna mientras que el disolvente residual (DMSO) presente en
la mezcla se conserva en el Vi de la columna y a continuacién se descarta.

Alternativamente, la purificacién del conjugado del disolvente (DMSO) puede llevarse a cabo por didlisis mediante
filtracion utilizando una membrana filtrante con NMWL de 10%.

Procedimiento alternativo de acoplamiento, que combina las etapas 3 y 4 para llevar a cabo la reaccién de conju-
gacién en una sola etapa.

Exposicion razonada

El control minucioso del equilibrio entre la polaridad y las caracteristicas proténicas del disolvente utilizando
como medio de reaccién, permite la posibilidad de “conducir” con eficacia la reaccién de acoplamiento entre el
polisacdrido activado por el enlazador amino y la Proteina portadora mediante un enlazador bifuncional como los
ésteres bis-succinimidilicos de un acido bicarboxilico. En particular, un grupo éster es estable durante varias horas
en un disolvente polar y no prético como DMSO mientras que se hidroliza rapidamente en presencia de un disol-
vente polar y prético como el agua. Dado que la solubilidad y la retencién de antigenicidad de los Polisacaridos y
varias Proteinas en una mezcla apropiada de DMSO/agua no representa ningtin problema, la seleccion de un sistema
disolvente bien equilibrado se hace crucial para una termodindmica eficaz de la reaccién de acoplamiento. En con-
diciones oportunas de estabilidad del reactivo éster bifuncional y para varios antigenos de polisacarido y proteina es
entonces posible conseguir el acoplamiento de las dos entidades moleculares (Polisacdrido y Proteina) en una sola
ctapa.

Procedimiento a titulo de ejemplo

El Polisacarido activado por el enlazador amino se solubiliza a 4°C en DMSO/tampén acetato 0,1 M pH = 7,0
(75%:25% v/v) a la concentracion de 5 a 10 mg/ml y se afiade al éster bis-succinimidilico del espaciador bifuncional
del 4acido adipico (como ejemplo) en una cantidad comparable a la requerida estequiométricamente por la cantidad
molar total de grupos amino presentes en su estructura (p. €j.: determinada por la reaccién con TNBS). La proteina
portadora, previamente disuelta a 4°C en DMSO/tamp6n acetato 0,1 M pH = 7,0 (50% : 50% v/v) a la concentracién
de 5 a 10 mg/ml, se afiade a continuacion a la mezcla de reaccién en un espacio de tiempo de 15 a 60 minutos a partir
de la adicion del espaciador bifuncional. La cantidad total de Polisacarido activado por el enlazador y la cantidad
total de la proteina portadora presente en la mezcla de reaccion estdn comprendidas en un intervalo de la relacién
(p/p) entre 1:1 y 1:5 y atin superior, dependiendo del PM de los dos reactivos y de la cantidad de grupos amino por
mol de cada uno de los reactivos. La reaccién se mantiene a 4°C, en agitacidn suave, durante 4 a 6 horas adicionales.
El producto glucoconjugado se recupera cuantitativamente (100% para ambos componentes) segtn el procedimiento
descrito en la Etapa 4 anterior, con objeto de eliminar los compuestos LMW presentes en la reaccidn, es decir la N-
hidroxi-succinimida liberada durante la reaccion de los grupos éster con los grupos amino, el disolvente DMSO y los
iones acetato.

Estabilidad y aimacenaje de las vacunas de glucoconjugado preparadas segun una

forma de realizacion del procedimiento de la invencion
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El enlazador resultante interpuesto entre la proteina y los antigenos del polisacdrido contiene dos enlaces amidicos
y un enlace imina reducido. El enlace anterior se encuentra en las proteinas naturales y puede escindirse solamente en
condiciones duras como temperatura superior a 100°C en presencia de HCI 3 M. Este tltimo es resistente incluso en
condiciones severas en las que se escinde el anterior. Por consiguiente, el glucoconjugado preparado segin el proce-
dimiento anterior resulta ser un producto muy estable. Por encima de todo, el procedimiento de glucosilacién también
produce una proteina portadora més estable para la protedlisis por las serina proteasas como tripsina y quimiotripsina.
Sin embargo, dado que la estabilidad de un glucoconjugado se refiere también a la estructura de polisacdrido como tal,
una estructura Ps dada puede presentar diferentes requisitos para el almacenaje a largo plazo de otras estructuras. Por
esta razon, se recomienda el almacenaje de un producto similar de cualquier modo como forma liofilizada a -20°C o
inferior, en presencia de un soporte inerte (p. ej.: lactosa o manitol, 5% p/v).

Resultados obtenidos con una forma de realizacion del procedimiento de conjugacion fisico-quimica

El conjugado resultante del procedimiento descrito es una entidad reticulada, polidispersa y de alto peso mole-
cular que eluye de un tamizador molecular como Sepharose 2B-CL con una curva de forma monomodal o bimodal
en el intervalo de Kd = 0,1-0,8. Las caracteristicas de elucién prueban que la entidad del conjugado es un sistema
polidisperso desde el punto de vista del peso molecular. El conjugado purificado presenta una relacién molar media
Proteina : Polisacarido en el intervalo entre 0,75 y 1,25 (mol/mol). Sin embargo, esta relacién puede variar consi-
derablemente (en el intervalo 0,5 a 2,0 mol/mol o superior) dependiendo del PM de la Proteina y del Polisacdrido
utilizados en la reaccién de conjugacion. Transferido a bases en peso, el valor de esta relacion puede oscilar de manera
significativa segin el PM de los componentes en el conjugado. En los ejemplos dados anteriormente utilizando PsA y
vacuna antitetdnica segtn la estequiometria de la reaccidn descrita, 1a media de la relacién (p/p) Proteina: Polisacarido
puede ser tan alta como 3 con un valor SD que disminuye dentro del 25% del valor.

Pirogenicidad

Dicho conjugado contiene menos de 0,125 UE/ug de producto (o menos de 12,5 pg de LPS)/ug de conjugado, que
corresponde a menos de 0,00125% p/p) cuando se ensaya por coagulacién de LAL.

Rendimiento de la reaccion
El rendimiento total del proceso completo es cuantitativo referido a ambos componentes del conjugado.
Eficacia de la reaccion de conjugacion

La reaccion de sintesis es muy flexible, porque una de las dos vacunas de glucoconjugado monovalente o poli-
valente puede prepararse en la misma etapa de conjugacion. Una lista de vacunas polivalentes que puede prepararse
mediante la presente invencion incluye, pero no se limita a las siguientes:

una vacuna de glucoconjugado del grupo A, C, W135, Y, meningocdcica tetravalente preparada por acoplamiento
de cada polisacarido activado por amino por separado a la misma proteina portadora.

una vacuna de glucoconjugado del grupo 4, 6, 9, 14, 18, 19, 23, neumocdcica polivalente preparada por acopla-
miento de cada polisacarido activado por amino por separado a la misma proteina portadora.

una vacuna de glucoconjugado, meningocdcica y neumocdcica polivalentes preparada por acoplamiento de cada
polisacdrido activado por amino por separado a la misma proteina portadora.

Inmunogenicidad en ratones

Como ejemplo para demostrar la inmunogenicidad de un glucoconjugado sintetizado con el nuevo procedimiento
industrial, se inmunizaron grupos de ratones Swiss Webster de 8§ semanas de vida por via subcutdnea, intramuscular o
intraperitoneal con tres dosis de la vacuna de glucoconjugado TT-PsA en el intervalo de dosis de 1 a 10 ug/ratén, dos
semanas aparte (semana 0, 2 y 4). Dos semanas después de cada inyeccion (semana 0, 2, 4 y 6), se extrajo sangre a los
ratones y se analizaron los sueros por ELISA con objeto de cuantificar la concentracién de anticuerpo IgG con is6topo
producida de manera especifica contra el polisacarido A transportado y la proteina portadora TT.
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La tabla 1 siguiente presenta los titulos de anticuerpo obtenidos:

TABLA 1

Titulos por ELISA de IgG producidos por glucoconjugado de sueros de ratones SW * sin adyuvante mineral, nd
funcionalidad biologica relativa

Dosis de PsA Semana 0 Semana 2 Semana 6
comgo conjugado®

{via:s.c.} 7T PsA 7 PsA 17 PsA

1 pg/raton <200 <200 3.000 1.000 42.500 5.500
(<0.1) (<10) (0.5) (32) (5.0) (128)

5 ugl/raton <200 <200 7.200 4.500 136.900 25.000

(1) (128) (>10)  (1,204)
10 pg/ratén <200 <200 9.600 5.800 138.500 26.500
(>1)  (128) (>10)  (2.048)

* Los titulos se expresan como media de la dilucién reciproca (punto final) del grupo de sueros de grupos de cinco
ratones cada uno, de tres experimentos diferentes. La SD de los titulos medios estd comprendida dentro del 20% de
los valores indicados. La funcionalidad biolégica de los anticuerpos estd indicada entre paréntesis y se refiere a la
actividad bactericida dependiente del complemento (PsA) asi como a la actividad neutralizante de la vacuna contra
el tétanos. La PsA inyectada como referencia en el intervalo de dosis 5 a 10 pg/ratén, no produjo ninguna cantidad
significativa de anticuerpos IgG especificos para PsA (titulos de punto final < 200).

** La dosis de conjugado contiene los dos componentes en la misma cantidad (2,5 pg de cada uno) ya que su
relacién en peso es 1,0.

Como ejemplo adicional de inmunizacion, se inyectd a grupos de ratones comparables otra preparacién de gluco-
cojugado TT-PsA, utilizando un adyuvante mineral AIPO,:

TABLA 2
Titulos por ELISA de IgG producidos por el glucoconjugado de sueros de ratones SW *, utilizando el adyuvante
mineral AIPO,
Dosis de PsA como conjugado**  Semana 0 Semana 2 Semana 6
(via:i.p.) TT PsA TT PsA TT PsA
5 ug/raton <200 <100 800 1,000 51,200 409,500
10 pg/ratéon <200 <100 3,200 1,600 51,200 204,800

* Titulos de ELISA expresados como en la Tabla 1. La PsA inyectada como referencia a 1a misma dosis no produjo
titulos significativos de anticuerpos IgG especificos para PsA (titulos de punto final <200)

** La dosis de conjugado contiene los dos componentes en la relacién w/w Proteina : Polisacarido = 3,0
Dosis preferida y formulacion de vacunas de polisacdrido y glucoconjugado

La dosis de polisacdrido en la forma de vacunas de glucoconjugado preparadas segtn el procedimiento de con-
jugacién descrito, puede oscilar preferentemente entre 0,5 y 10 g o mds en lactantes y nifios y hasta 25 6 50 ug o
mads en adultos, cuando se desea la vacuna para la proteccidn frente a un antigeno Ps transportado (formulacién mo-
novalente). En los casos de formulaciones polivalentes, es decir cuando se transportan antigenos Ps multiples por la
misma proteina portadora o estdn asociados como glucoconjugados heter6logos monovalentes; la dosis puede aumen-
tarse de acuerdo con la composicién de amplio espectro de la vacuna, teniendo en consideracién el intervalo de dosis
indicado anteriormente. Los expertos en materia de experimentacion clinica pueden encontrar propiamente la dosis de
inmunizacién 6ptima.
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De manera conveniente, la dosis de vacunas de polisacdrido purificadas segtn el procedimiento descrito puede
oscilar entre 5 y 50 ug en nifios. Las mismas consideraciones anteriores indicadas para las formulaciones polivalentes
de glucoconjugados pueden aplicarse a las vacunas de polisacdrido. Dado que los lactantes no responden de manera
adecuada a los antigenos de polisacdrido, éstos pueden utilizarse para reforzar la inmunizacién después que se ha
llevado a cabo la inmunizacién bdsica utilizando vacunas de glucoconjugado. Asimismo, ya sea las formulaciones
monovalentes o las polivalentes de vacunas de polisacdrido y glucoconjugado pueden estar asociadas a otras vacunas
pedidtricas disponibles en el mercado con o sin la presencia de adyuvantes minerales que pueden contribuir a la
inmunogenicidad de la formulacién completa.

10
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de conjugacion que implica las etapas siguientes:

A. activacién de un antigeno de polisacdrido exento de endotoxina contra un polisacarido polifuncional me-
diante un espaciador de diamino-alquilo introducido mediante:

Al. desacoplamiento del O-de-hidrégeno obtenido mediante la introduccién de grupos carbonilo reactivos
con un agente oxidante para generar grupos aldehido en presencia de iones borato cuando se realiza la
reaccién en disolvente acuoso; reaccionando a continuacién dichos grupos con el espaciador diamino-
alquilo en presencia de un agente reductor, o mediante

A2. enlace del espaciador diamino-alquilo con los restos carbonilo reactivos ya presentes en forma de
grupos carboxilo por carbodiimida insoluble en agua, en presencia de disolventes organicos,

B. activacién de la proteina portadora inmundégena por el éster bis-succinimidilico de un 4cido bicarboxilico
alifatico, que produce una proteina polifuncional mediante los ésteres bis-succinimidilicos de los restos de
lisina,

C. acoplamiento de la proteina portadora polifuncional activada con el polisacarido polifuncional exento de
endotoxina activada, mediante los ésteres bis-succinimidilicos de los restos de lisina de la proteina y los
grupos amino del polisacdrido

2. Procedimiento de conjugacion segtin la reivindicacion 1, en el que dicho antigeno del polisacarido exento de
endotoxina se prepara mediante la eliminacién de la endotoxina contaminante mediante el enlace por afinidad de la
fraccién lipido A de LPS con péptidos anti-endotoxina sintéticos (SAEP) que presentan secuencias de aminoacido
retroinvertidas.

3. Vacuna que contiene uno o mds antigenos de glucoconjugado preparados segin la reivindicacién 1, que se
administra por via s.c., i.m. o i.d. en la dosis comprendida entre 0,1 y 100 ug, en una sola o mdltiples inyecciones.

4. Formulacién para vacuna que contiene uno o mds antigenos de glucoconjugado preparados segin la reivindica-
cién 1.

5. Procedimiento para preparar un antigeno de polisacdrido exento de endotoxina (LPS) conjugado con una proteina
portadora que comprende las etapas siguientes:

A. activacidn del antigeno de polisacdrido exento de endotoxina (exento de PLS) mediante la introduccion de
grupos amino reactivos,

B. activacién de la proteina portadora inmunégena,

C. acoplamiento de la proteina portadora activada con el polisacarido activado polifuncional exento de endo-
toxina.

6. Procedimiento segin la reivindicacién 5, en el que dicha etapa A comprende el desacoplamiento O-de-hidr6-
geno mediante la introduccién de grupos carbonilo reactivos con un agente oxidante para generar grupos aldehido en
presencia de iones borato, reaccionando a continuacién dichos grupos con un espaciador diamino-alquilo en presencia
de un agente reductor.

7. Procedimiento segin la reivindicacién 5, en el que dicha etapa A comprende un enlace del espaciador diami-
no-alquilo con los restos carbonilo reactivos en forma de grupos carboxilo por carbodiimida insoluble en agua, en
presencia de un disolvente orgéanico.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que la activacion de la proteina inmundgena portadora de la etapa
B es llevada a cabo mediante los ésteres monosuccinimidilicos de los restos de lisina de la proteina.

9. Procedimiento segtin la reivindicacion 5, en el que el acoplamiento de la etapa C se lleva a cabo mediante los
ésteres monosuccinimidilicos de los restos de lisina de la proteina y los grupos amino del polisacérido.

10. Procedimiento segin la reivindicacién 5, en el que el acoplamiento de la etapa C se lleva a cabo mediante un
éster bis-succinimidilico de un 4cido bicarboxilco alifatico que reacciona sucesivamente con 1) un grupo amino del
polisacdrido amino-activado y 2) con los grupos epsilon-amino de los restos de lisina de la proteina.

11. Conjugado de un antigeno de polisacdrido exento de endotoxina (LPS) con una proteina portadora, que puede
obtenerse mediante el procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

11
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12. Vacuna que comprende un conjugado de un antigeno de polisacdrido exento de endotoxina (LPS) con una
proteina portadora segun la reivindicacién 11.

13. Vacuna segtin la reivindicacion 12, en la que los polisacéridos tienen un contenido en endotoxina inferior a
0,125 unidades de endotoxina/ug de polisacérido, equivalente a menos de 0,00125 (p/p).

14. Vacuna segutn la reivindicacién 12, que comprende un antigeno glucoconjugado especifico para Neisseria
meningitidis del grupo A.

15. Vacuna segtn la reivindicacién 12, que comprende un antigeno glucoconjugado especifico para Neisseria
meningitidis del grupo C.

16. Vacuna segiin la reivindicacién 12, que comprende un antigeno glucoconjugado especifico para Neisseria
meningitidis del grupo W135.

17. Vacuna segun la reivindicacién 12, que comprende un antigeno glucoconjugado especifico para Neisseria
meningitidis del grupo Y.

18. Vacuna segtin la reivindicacién 12, que comprende multiples antigenos glucoconjugados especificos para Neis-
seria meningitidis de los grupos A, C, W135e Y.

19. Vacuna segun la reivindicacion 12, que comprende multiples antigenos glucoconjugados especificos para Strep-
tococcus pneumoniae de los grupos 3,4, 6,7, 9, 11, 12, 14, 18, 19 6 23.

20. Vacuna segtin la reivindicacioén 12, que comprende un antigeno glucoconjugado especifico para Haemophilus
influenzae de tipo B.

21. Vacuna segtn la reivindicacion 12, que comprende un antigeno glucoconjugado especifico para Salmonella
typhi.

22. Vacuna segtn la reivindicacién 12, que comprende un antigeno glucoconjugado especifico para Vibrio cholerae.

12
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