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DESCRIPCION
Sacaridos Vi conjugados
Campo técnico
La invencion se refiere a vacunas, de forma mas particular aquellas contra fiebre tifoidea.
Técnica anterior

La fiebre tifoidea es una enfermedad seria comin en muchas partes del mundo. Se usa polisacarido capsular
purificado de Salmonella Typhi (Vi) como una vacuna, proporcionando aproximadamente 70% de proteccion frente a
fiebre tifoidea en individuos de 5 a 45 afios de edad. Sin embargo la vacuna es incapaz de establecer memoria
inmunolégica y no es eficaz en bebés y nifios [1]. Una vacuna conjugada de Vi acoplada con exoproteina A de
Pseudomonas aeruginosa mutante recombinante (Vi-rEPA) dio una respuesta de refuerzo en chicos jovenes y era
muy eficaz [2].

El documento WO 02/20059 A2 describe un procedimiento para la produccién de un conjugado de polisacérido
capsular purificado de salmonella typhi, en el que se combina simultaneamente una fraccion purificada de la proteina
vehiculo albumina de suero de pollo con la carbodiimida EDC y el conector ADH, seguido de eliminacién del
conector en exceso mediante didlisis.

Lillo (2003) Carbohydrate Polymers 51(3):317-325 describe que la oxidacion de poli-a-D-falactosamina con 6xidos
de nitrégeno da un derivado que es similar al polisacarido Vi antigénico de Salmonella typhi.

Es un objeto de la invencion proporcionar nuevos procedimientos para la produccion de vacunas de conjugado de Vi
gue se puedan usar a una escala industrial.

Descripcion de lainvencion

Los inventores ha dilucidado un nuevo procedimiento para la produccion de conjugados de Vi y por tanto han
producido un nuevo conjugado que comprende Vi acoplado con CRMsg7 de acuerdo con las reivindicaciones.

Un primer aspecto de la descripcién proporciona un procedimiento para la preparacion de un conjugado de Vi. Se
afladen un conector, tal como una dihidrazida de &cido adipico (ADH), y una carbodiimida, tal como 1-etil-3(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) simultaneamente a una solucion que contiene una proteina vehiculo tal
como CRMig7 0 toxoide de tétanos (TT), dando una proteina vehiculo derivatizada.

Se puede afiadir un tampdn, tal como acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) a la solucién que contiene la
proteina vehiculo antes de la adicién del ADH y EDAC. La relacién en peso de la carbodiimida a la proteina es de
forma tipica de 0,1 a 0,15, ya que mayores relaciones de carbodiimida/proteina pueden provocar la formacion de
agregados.

Tras la derivatizacion de la proteina vehiculo se elimina cualquier conector en exceso (por ejemplo, ADH), por
ejemplo, mediante didlisis o filtracion de flujo tangencial (TFF).

Vi es activado también con una carbodiimida y se combina subsiguientemente con la proteina vehiculo derivatizada.
Para la activacion de Vi se pueden usar diversas relaciones de Vi a carbodiimida. Se puede usar una relacion molar
1:1 (grupos COOH de Vi a carbodiimida), pero no se reduce la cantidad de derivados de carbodiimida no conjugada
residual (por ejemplo, ureas tales como EDU; se pueden usar mayores ratios de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)urea,
un producto de reaccién soluble de acoplamiento de EDAC) es decir con un exceso molar de Vi por ejemplo > 1,5:1
y de forma ideal = 3:1, tales como 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 o superiores. Se podria usar relaciones hasta de
200:1. Estas relaciones son mayores que los usadas en la referencia 3. La activacion de Vi se puede llevar a cabo a
temperatura ambiente por ejemplo en aproximadamente 2 minutos.

Por tanto el procedimiento comprende las etapas de:
a) Combinacion simultanea de un conector, una carbodiimida y una proteina vehiculo.
b) Hacer reaccionar Vi con una carbodiimida
c) Hacer reaccionar el producto de la etapa a) con el producto de la etapa b).

Las etapas a) y b) se pueden llevar a cabo en cualquier orden.

Tras la etapa a), pero antes de la etapa c), se puede eliminar cualquier conector en exceso.

Este aspecto de la descripcidon también proporciona un procedimiento para la preparacion de un conjugado de Vi-
CRM;g7, €n el que Vi se combina con CRMsg7 derivatizado. El procedimiento comprende las etapas de:
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a) Hacer reaccionar Vi con una carbodiimida
b) Hacer reaccionar el producto de la etapa a) con CRMsg7 derivatizado.

Este aspecto de la descripcion proporciona también un procedimiento para la preparacién de un conjugado de Vi-
CRM197, que comprende la etapa de:

a) Hacer reaccionar Vi activado con CRMig7 derivatizado

La referencia 3 describe un procedimiento para la preparacioén de conjugados de Vi con rEPA y albimina de suero
bovino (BSA) mediante sintesis mediada con carbodiimida con ADH como el conector. Sin embargo, este
procedimiento no implica la combinacién simultanea de rEPA/BSA, ADH y EDAC. Mas bien rEPA/BSA y ADH se
combinan y mezclan antes de la adicion de ENAC.

Un segundo aspecto de la invencién proporciona un conjugado de Vi-CRMig7. Este conjugado se puede preparar
mediante el procedimiento anterior, o se puede obtener por otros medios.

Sacérido Vi

Vi es el sacarido capsular de Salmonella typhi (clasificado previamente como una especie en si, pero ahora
denominado como la typhi serovar de S. enterica). Vi puede también encontrarse en otros serovares de Salmonella
(tal como serovar paratyphi C de S. entérica o serovar dublin) y en otras bacterias, tales como Citrobacter (por
ejemplo C.freundii y C.youngae). El polisacéarido Vi es un homopolimero lineal de un &cido hexosaminurénico, acido
a 1,4-N-acetilgalactosaminourdnico, que esta acetilado al 60 - 90% en la posicion C-3 [4-9]. La sustitucién de O-
acetilo en Vi es un factor en su capacidad para dar una respuesta inmunoprotectora [10]. La inmunogenicidad de Vi
estd estrechamente relacionada con su grado de O-acetilacion. La des-O-acetilacion parcial puede aumentar
ligeramente la inmunogenicidad; la des-O-acetilacién completa elimina la inmunogenicidad de Vi [11].

El sacarido Vi usado en la presente invencion se puede modificar quimicamente respecto al sacéarido capsular que
se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, el sacarido Vi puede estar parcialmente des-O-acetilado, des-N-
acetilado (parcial o completamente), N-propionado (parcial o completamente), etc. La des-acetilacion puede tener
lugar antes, durante o tras conjugacion, pero preferiblemente tiene lugar antes de la conjugacion. El efecto de des-
acetilacion etc. se puede evaluar por ensayo rutinario.

El sacarido Vi se puede hidrolizar para formar polisacéridos acortados (por ejemplo, con un grado de polimerizacion
(DP) de al menos 10, por ejemplo, 20, 30, 40, 50, 60 6 mas) u oligosacaridos (por ejemplo, con un grao de
polimerizacion de 2 a 10). Se prefieren oligosacéaridos a polisacaridos para uso en vacunas. El grado medio de
polimerizacion se puede medir de forma conveniente mediante cromatografia de intercambio de iones o por ensayo
colorimétrico [12].

Ademas se ha encontrado por inmunodifusion doble que pectina, cuando est4d O-acetilada en C-2 y C-3, es
antigénicamente idéntica a Vi. La estructura de Vi difiere de la de la pectina en que esta N-acetilada en C-2 y O-
acetilada en C-3. La pectina O-acetilada conjugada con toxoide de tétanos da anticuerpos de Vi en ratones, y la
reinyeccion da una respuesta de refuerzo [13,14]. De acuerdo con lo anterior la pectina O-acetilada se puede usar
en la invencién en lugar de Vi. Sin embargo los conjugados Vi se han evidenciado que son significativamente mas
inmunogénicos que sus analogos de pectina O-acetilada, y de este modo Vi se prefiere de fuentes naturales [13]. No
obstante, se entendera que referencias a “Vi” puede incluir “pectina O-acetilada” y cualesquiera otras moléculas que
pueden ser estructuralmente o antigénicamente idénticas a Vi y son capaces de dar anticuerpos que reconocen Vi
nativo.

“Vi” puede referirse a un polisacéarido Vi (por ejemplo, con un grado de polimerizacién de al menos 10, por ejemplo
20, 30, 40, 50, 60 o mas) o un oligosacarido Vi (por ejemplo, con un grado de polimerizacion de 2 a 10) y puede
haber sido modificado quimicamente. Los oligosacaridos pueden ser el resultado de la despolimerizacion y/o
hidrélisis de un polisacarido padre.

Purificacién de Vi

Se pueden purificar sacaridos capsulares mediante técnicas conocidas, como se describe en las referencias de esta
invencion. Un procedimiento tipico implica la extraccion con base, centrifugacion, filtracion, tratamiento con
ARNasa/ADNasa, tratamiento con proteasa, concentracidon, cromatografia de exclusion molecular, ultrafiltracion,
cromatografia de intercambio de aniones y ademas ultrafiltracion.

Se describe un procedimiento particularmente Util en la referencia 15.

Un procedimiento para la purificacion de Vi puede comprender las etapas de (a) precipitacion de Vi, seguido de (b)
solubilizacién del Vi precipitado usando un alcohol tal como etanol.
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Precipitacién y solubilizacién con alcohol

Se conocen en la técnica muchas técnicas para la precipitacion de polisacaridos solubles, tales como Vi.
Procedimientos preferidos usan uno o mas detergentes catiénicos. Los detergentes preferiblemente presentan la
siguiente formula general:

R,

I
R;— N —R; X

l
R4

en la que: R1, Rz y R3 son los mismos o diferentes y significa cada uno de ellos alquilo o arilo; 0 R; y Rz junto
con el atomo de nitrogeno al que estos estan unidos forman un anillo heterociclico saturado de 5 6 6
miembros, y Rs significa alquilo o arilo; 0 R1, R2 y Rs junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos
forman un anillo heterociclico de 5 6 6 miembros, insaturado en el atomo de nitrégeno,

R4 significa alquilo o arilo, y
X' significa un anion.

Detergentes particularmente preferidos para uso en el procedimiento son sales de tetrabutilamonio y
cetiltrimetilamonio (por ejemplo, las sales de bromuro). El bromuro de cetiltrimetilamonio (“CTAB”) es particularmente
preferido [16]. CTAB es también conocido como bromuro de hexadeciltrimetilamonio, bromuro de cetrimonio,
cetavlon y centimida. Otros detergentes incluyen bromuro de hexadimetrina y sales de miristiltrimetilamonio.

Vi puede ser liberado en medios durante el cultivo. De acuerdo con esto el material de partida para la precipitacion
serd de forma tipica el sobrenadante de un cultivo bacteriano centrifugado o sera un cultivo concentrado. Este
material puede filtrarse para eliminar la turbidez.

La etapa de precipitacion puede ser selectiva para Vi, pero de forma tipica co-precipitaran otros componentes (por
ejemplo, proteinas, acido nucleico, etc.).

Vi precipitado se puede recoger por centrifugacion antes de la solubilizacion.

Tras precipitacion, Vi (de forma tipica en la forma de un complejo con el detergente catiénico) es redisuelto. Se
prefiere usar un disolvente que es relativamente selectivo para Vi con el fin de minimizar contaminantes (por
ejemplo, proteinas, acido nucleico, etc.). Se ha encontrado que el etanol es ventajoso a este aspecto, y es muy
selectivo para el complejo CTAP-Vi. Se pueden usar otros alcoholes inferiores (por ejemplo, metanol, propan-1-ol,
butan-1-ol, butan-2-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-propan-2-ol, dioles, etc.).

El alcohol se afiade preferiblemente al Vi precipitado para dar una concentracion de alcohol final (en base al
contenido total del alcohol y agua) entre 50% y 99% (por ejemplo en torno a 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
0 en torno a 90%), y preferiblemente entre 75% y 95%.

El alcohol se puede afadir al Vi precipitado en forma pura o se puede afiadir en una forma diluida con un disolvente
miscible (por ejemplo, agua). Mezclas de disolvente preferidas son mezclas de alcohol:agua con una relacién
preferida entre aproximadamente 70:30 y aproximadamente 95:5 (por ejemplo 75:25, 80:20, 85:15, 90: 10).

Comparado con procedimientos convencionales para la preparacion de polisacaridos capsulares, el procedimiento
en dos etapas de precipitacion seguido de extraccion con alcohol es mas rapido y mas sencillo.

Por el contrario al procedimiento descrito en la referencia 17, el procedimiento usa detergente catiénico mas que
detergente anionico. A diferencia que el procedimiento de la ref. 18, la precipitacion no requiere un soporte poroso
inerte. Adicionalmente, a diferencia de los procedimientos de la técnica anterior, se usa un alcohol para redisolver Vi
mas que para precipitarlo.

Procesamiento adicional del polisacarido disuelto

Tras resolubilizacién, se trata adicionalmente Vi para eliminar contaminantes ya que, en la produccion de vacuna
humana, no es aceptable la mas minima contaminacion.

Este tratamiento puede incluir centrifugacion del complejo CTAP-Vi solubilizado, seguido de precipitacion de Vi del
sobrenandante obtenido mediante intercambio de cationes (por ejemplo, mediante la adicion de sales de calcio o de
sodio) dando un precipitado de Vi que es insoluble en el alcohol pero soluble en agua.
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Este precipitado se puede recoger por centrifugacion y lavarse adicionalmente en alcohol y redisolverse en una
solucién acuosa si se desea.

El procedimiento de tratamiento implicara de forma tipica una o mas etapas de filtracion.
Se puede usar filtracion en profundidad. Esto es particularmente (til para clarificacion.

Se puede usar filtracion a través de carbono activado. Esto es Util para la eliminacion de pigmentos y compuestos
orgénicos traza. Se puede repetir hasta, por ejemplo, OD275nm < 0,2.

Se puede usar filtracién o ultrafiltraciéon por tamafio.

Si se hidroliza Vi el hidrolizado por lo general sera tamizado con el fin de eliminar oligosacaridos de longitud corta.
Esto se puede conseguir en diversas etapas tales como ultrafiltracion seguido de cromatografia de intercambio de
iones.

No obstante la invencion no se ve limitada a sacaridos purificados de fuentes naturales, y los sacaridos se pueden
obtener por otros procedimientos tales como sintesis total o parcial.

Conjugados

Vi puro es un inmundgeno pobre. Para eficacia protectora, por tanto, Vi puede presentarse al sistema inmune como
un conjugado de Vi-vehiculo. El uso de conjugacién con proteinas vehiculo con el fin de mejorar la inmunogenicidad
de antigenos de carbohidrato es bien conocido [por ejemplo, revisado en referencias 19 a 27, etc.] y se usa en
particular para vacunas pediatricas [28]. Como se describié anteriormente se puede conjugar un sacarido con una
proteina vehiculo o con una mezcla de diferentes proteinas vehiculo. De forma similar, una proteina vehiculo puede
portar un sacérido o una mezcla de diferentes sacéridos, es decir, multiples sacéaridos diferentes [29].

La invencion proporciona un conjugado de (1) Vi, y (i) CRM1g7 como una proteina vehiculo.
El CRMa1g7 Se puede conjugar covalentemente con Vi directamente o mediante un conector.

Se puede usar cualquier reaccién de conjugacion adecuada con cualquiera conector adecuado segun sea necesario.
Los oligosacaridos se tamizardn de forma tipica antes de la conjugacion. Cuando la composicién de la invencion
incluya un sacérido despolimerizado se prefiere que la despolimerizacion preceda a la conjugacion.

La union de Vi a CRMig; es preferiblemente mediante un grupo -NH: por ejemplo en la cadena lateral de un residuo
de lisina en CRMjg7, 0 de un residuo de arginina. La uniéon al CRMi97 puede ser también mediante un grupo —SH por
ejemplo en la cadena lateral de un residuo de cisteina. De forma alternativa, Vi puede estar unido a CRM;g7
mediante una molécula conectora como se describié anteriormente.

Vi se activara de forma tipica o sera funcionalizado antes de la conjugacién. Una técnica preferida usa carbodiimidas
(por ejemplo, 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC)). Otras técnicas adecuadas usan hidrazidas, ésteres
activos, norborano, é&cido p-nitrobenzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDAC, TSTU (véase también la
introduccion de la referencia 30).

Se pueden usar uniones mediante un grupo conector a proteinas vehiculo en general usando cualquier
procedimiento conocido, por ejemplo, los procedimientos descritos en las referencias 31 y 32. Un tipo util de union
es un conector de acido adipico, que pueden estar formados por acoplamiento de un grupo -NH libre (por ejemplo,
introducido en Vi mediante aminacién) con acido adipico (usando, por ejemplo activaciéon con diimida), y luego
acoplamiento de una proteina al intermedio de sacarido-acido adipico resultante [23, 33, 34]. Otro tipo util de unién
es un conector de carbonilo, que puede estar formado por reaccién de un grupo hidroxilo libre de un Vi modificado
con CDI [35, 36] seguido de reaccién con una proteina para formar un uniéon de carbamato. Un conector Util es
dihidrazida de &cido adipico ADH [37]. La proteina vehiculo puede ser derivatizada con ADH (por ejemplo, por
acoplamiento con carbodiimida en un grupo lateral acido carboxilico) y unirse subsiguientemente a Vi [3] (de nuevo,
por ejemplo, por acoplamiento con carbodiimida). Otros conectores incluyen B-propionamido [38], nitrofenil-etilamina
[39], haluros de haloacilo [40], conectores glicosidicos [41], acido 6-aminocaproico [42], N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)-propionato (SPDP) [43], restos C4 a C12 [44], etc. Se puede usar también condensacion con carbodiimida
[45].

Un procedimiento Util para la unién de Vi a CRMjgy implican la tiolacion de Vi con cistamina o cisteamina
(acoplamiento de carbodiimida) y reaccion subsiguiente con CRMsg7 derivatizado con SPDP [46].

Otro procedimiento util implica la introduccién de grupos amino en Vi seguido de derivatizaciéon con un diéster
adipico (por ejemplo, diéster N-hidroxisuccinimido de acido adipico) y reaccion con CRMig7.

Se puede usar un conector bifuncional para proporcionar un primer grupo para acoplamiento con un grupo amino
gue se ha introducido en Vi y un segundo grupo para acoplamiento al vehiculo (de forma tipica para acoplamiento a
una amina en el vehiculo).

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2537019 T3

El primer grupo en el conector bifuncional es por tanto capaz de reaccionar con un grupo amino (-NH) en Vi. Esta
reaccion implicara de forma tipica una sustitucion electréfila del hidrégeno de la amina. El segundo grupo en el
conector bifuncional es capaz de reaccionar con un grupo amina en el vehiculo. Esta reaccion implicara de forma
tipica de nuevo una sustitucién electréfila de la amina.

Cuando las reacciones tanto con Vi y la proteina vehiculo impliquen aminas entonces se prefiere el uso de un
conector bifuncional, por ejemplo, un conector homobifuncional de formula X-L-X, donde: los dos grupos X son los
mismos que cada uno de los otros y pueden reaccionar con las aminas; y donde L es un resto de unién en el
conector. Un grupo X (til es N-oxisuccinimida. L puede presentar la formula L'-L2-L', donde L' es carbonilo. Grupos L2
Gtiles son alquilos de cadena lineal con 1 a 10 atomos de carbono (por ejemplo, C1, Cz, C3, C4, Cs, Cs, C7, Cg, Co,
Ci0) por ejemplo -(CHp)a-.

Otros grupos X son aquellos que forman ésteres cuando se combinan con HO-L-OH, tales como norborano, acido p-
nitrobenzoico, y sulfo-N-hidroxisuccinimida.

Conectores bifuncionales adicionales para uso con la invencidn incluyen haluros de acriloilo (por ejemplo, cloruro) y
haluro de haloacilo.

El conector se afadira por lo general en exceso molar a Vi modificado.

Proteinas vehiculo preferidas son toxinas bacterianas, tales como difteria o toxinas de tétanos, o toxoides o
mutantes de los mismos. Estos se usan habitualmente en vacunas de conjugado. El mutante de la toxina de difteria
CRMg7 es particularmente preferido [47].

Otras proteinas vehiculo adecuadas incluyen el complejo de proteina de membrana exterior de N. meningitidis [48],
péptidos sintéticos [49,50], proteina de choque térmico [51 ,52], proteinas pertussis [53,54], citoquinas [55],
limfoquinas [55], hormonas [55], factores de crecimiento [55], proteinas artificiales que comprende epitopos de célula
T CD4" human mdaltiple de diversos antigenos derivados de patdégenos [56] tales como N19 [57], proteina D de
H.influenzae [58-60], pneumolisina [61] o sus derivados no téxicos [62], proteina PspA de superficie pneumococcal
[63], proteina de ingesta de hierro [64], toxina A o B de C. difficile [65], exoproteina A de Pseudomonas aeruginosa
recombinante (rEPA) [66], etc. Es posible usar mezclas de proteinas vehiculo. Una proteina vehiculo puede portar
multiples sacaridos Vi [67].

Los conjugados pueden presentar proteina vehiculo en exceso (p/p) o Vi en exceso (p/p), por ejemplo, en el
intervalo de relacion de 1:5 a 5:1. Los conjugados con proteina vehiculo en exceso son tipicos, por ejemplo, en el
intervalo de 0,2: 1 a 0,9: 1, tales como 0,5: 1, o con pesos iguales (1:1). En algunas realizaciones la relacién de
Vi:proteina se encuentra entre 0,4:1y 1.2:1.

Cuando el conjugado forma el componente Vi en una composicion inmunogénica de la invencion la composicion
puede comprender también proteina portadora libre [68].

El resto Vi en el conjugado es preferiblemente un polisacéarido Vi o un oligosacarido de bajo peso molecular, como
se definié anteriormente. Los oligosacaridos se tamizaran de forma tipica antes de la conjugacion.

El conjugado proteina-Vi es preferiblemente soluble en agua y/o en un tampon fisiolégico.

Composiciones farmacéuticas

La invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende (a) conjugado de Vi, y (b) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Una discusién al respecto de tales vehiculos se encuentra disponible en la ref. 69.

Las infecciones microbianas afectan a diversas zonas del cuerpo y de este modo las composiciones de la invencion
se pueden preparar de diversas formas. Por ejemplo, las composiciones se pueden preparar como inyectables, bien
como soluciones liquidas o suspensiones. También se pueden preparar formas sélidas adecuadas para solucién en,
0 suspension en, vehiculos liquidos antes de la inyeccion. La composicion se puede preparar para administracion
por via topica, por ejemplo, como un ungiento, crema o polvo. La composicion se puede preparar para
administracion por via oral, por ejemplo, como un comprimido o capsula, 0 como un jarabe (opcionalmente
aromatizado). La composicion se puede preparar para administracion por via pulmonar, por ejemplo, como un
inhalador, usando un polvo fino o un aerosol. La composicion se puede preparar como un supositorio o pesario. La
composicion se puede preparar para administracién por via nasal, aural u ocular, por ejemplo, gomo gotas, como un
aerosol, 0 como un polvo [p.e. 70]. La composicién puede estar incluida en un enjuague bucal. La composicion
puede ser liofilizada.

La composicion farmacéutica es preferiblemente estéril. Estd preferiblemente libre de pirégenos. Esta
preferiblemente tamponada por ejemplo entre pH 6 y pH 8, en general en torno a pH 7.

Una composicion de la invencion puede comprender un conjugado de Vi y solucion salina.
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La invencién también proporciona un dispositivo de liberacion que contiene una composicién farmacéutica de la
invencion. El dispositivo puede ser, por ejemplo, una jeringuilla o un inhalador.

Composiciones farmacéuticas de la invencion son preferiblemente composiciones inmunogénicas que comprenden
una cantidad inmunogénicamente efectiva de inmunégeno Vi. Por “cantidad inmunogénicamente efectiva” se
entiende que la administracion de esa cantidad a un individuo, bien una dosis Unica o como parte de una serie, es
efectiva para el tratamiento o prevencion. Esta cantidad varia en funcion de la salud y estado fisico del individuo que
se va a tratar, edad, el grupo taxonémico del individuo a ser tratado (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.),
la capacidad del sistema inmune del individuo frente a anticuerpos de sintesis, el grado de protecciéon deseado, la
formulacion de la vacuna, la valoracién de la situacién médica del doctor encargado del tratamiento y otros factores
relevantes. Se espera que la cantidad caiga en un intervalo relativamente amplio que se puede determinar mediante
ensayos rutinarios. Se espera una dosis entre 1 ug y 20 ug de sacérido, por ejemplo, aproximadamente de 5
pg/dosis. El tratamiento de dosificacién puede ser un calendario de dosis Unica o un calendario de dosis mdltiple (por
ejemplo, incluyendo dosis de refuerzo). La composicion se puede administrar junto con otros agentes
inmunoregulatorios.

Una vez formuladas las composiciones de la invencion se pueden administrar directamente al sujeto. Los sujetos
gue se van a tratar pueden ser animales; en particular se pueden tratar sujetos humanos.

Se pueden usar composiciones inmunogénicas terapéuticamente (es decir, tratar una infeccién existente) o
profilacticamente (es decir, evitar la futura infeccién).

Una composicién inmunogénica puede no estar adyuvada. En otras realizaciones, sin embargo, una composicion
inmunogénica puede incluir un adyuvante, que puede funcionar para mejorar las respuestas inmunes (humoral y/o
celular) dadas en un paciente que recibe la composicion. Adyuvantes que se pueden usar con la invencion incluyen:

. Una composicién que contiene mineral, incluyendo sales de calcio y de aluminio (0 mezclas de las mismas).
Sales de calcio incluyen fosfato de calcio (por ejemplo, las particulas “CAP” descritas en la referencia 71). Las
sales de aluminio incluyen hidroxidos, fosfatos, sulfatos, etc. con las sales adquiriendo cualquier forma
adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.). Se prefiere la adsorcion a estas sales. Las
composiciones que contiene mineral pueden por tanto formularse como una particula de sal de metal [72]. Se
pueden usar adyuvantes conocidos como hidroxido aluminio y fosfato de aluminio. Estos nombres son
convencionales, pero se usan solo por conveniencia, ya que no es una descripcion precisa del compuesto
quimico actual que esté presente (véase, por ejemplo, el capitulo 9 de la referencia 155). La invencion puede
usar cualquiera de los adyuvantes “hidréxido” o “fosfato” que son de uso general como adyuvantes. Los
adyuvantes conocidos como “hidroxido de aluminio” son de forma tipica sales de oxihidroxido de aluminio,
que son usualmente al menos parcialmente cristalinos. Los adyuvantes conocidos como “fosfato de aluminio”
son de forma tipica hidroxifosfatos de aluminio, frecuentemente también contienen una pequefia cantidad de
sulfato (es decir, hidroxifosfato sulfato de aluminio). Estos se pueden obtener por precipitacion, y las
condiciones de reaccion y concentraciones durante la precipitacion influyen en el grado de sustitucion de
fosfato para hidroxilo en la sal. La invencion puede usar una mezcla de ambos, un hidréxido de aluminio y un
fosfato de aluminio. En este caso puede haber mas fosfato de aluminio que hidréxido, por ejemplo, una
relacién en peso de al menos 2:1 por ejemplo = 5: 1, 2 6:1, = 7:1, = 8:1, 2 9:1, etc. La concentracién de Al*™
en una composicion para administracion a un paciente es preferiblemente menor de 10 mg/ml, por ejemplo, <
5 mg/ml, £ 4 mg/ml, £ 3 mg/ml, < 2 mg/ml, £ 1 mg/ml, etc. Un intervalo preferido esta entre 0,3 y 1 mg/ml. Se
prefiere un maximo de 0,85 mg/dosis.

. Saponinas [capitulo 22 de ref. 155], que son un grupo heterélogo de esterolglicosidos y triterpenoide
glicésidos que se encuentran en el corteza, hojas, tallo, raices e incluso flores de una amplio intervalo de
especies de planta. La saponina de la corteza del arbol Molina Quillaia saponaria ha sido ampliamente
estudiada como adyuvante. La saponina se puede obtener también comercialmente de Smilax ornata
(sarsaprilla), Gypsophilla paniculata (brides veil), y Saponaria officianalis (raiz de la sopa). Las formulaciones
de adyuvante de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como QS21, asi como también
formulaciones de lipido, tales como ISCOMs. QS21 se comercializa como Stimulon™. Las composiciones de
saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado fracciones purificadas especificas
gue usan estas técnicas, incluyendo QS7, QS17, QS 18, QS21, QH-A, QH- B y QH-C. Preferiblemente la
saponina es QS21. Se describe un procedimiento de produccion de QS21 en ref. 73. Las formulaciones de
saponina pueden comprender también un esterol, tales como colesterol [74]. Se pueden usar combinaciones
de saponinas y colesteroles para formar particulas Unicas denominadas complejos inmunoestimulantes
(ISCOM) [capitulo 23 de ref. 155]. ISCOM incluye también de forma tipica un fosfolipido tal como
fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Se puede usar cualquier saponina conocida en ISCOM.
Preferiblemente el ISCOM incluye uno o méas de QuilA, QHA & QHC. ISCOM se describen adicionalmente en
referencias 74-76. De forma opcional los ISCOM puede estar exentos de detergente adicional [77]. Se puede
encontrar una revision del desarrollo de adyuvantes basados en saponina en referencias 78 y 79.

. Toxinas ADP-ribosilantes bacterianas (por ejemplo, la enterotoxina “LT” labil por calor de E. Coli, toxina de
célera “CT”, o toxina de pertussis “PT”) y derivados detoxificados de las mismas, tales como las toxinas
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mutantes conocidas como LT-K.63 y LT-R72 [80]. El uso de toxinas ADP-riboxilantes detoxificadas como
adyuvantes mucosales se describe en la referencia 81 y como adyuvantes parenterales en la referencia 82.

Bioadhesivos y mucoadhesivos, tales como microesferas de acido hialurénico esterificadas [83] o quitosan y
sus derivados [84].

Microparticulas (es decir una particula de ~100 nm a ~150 ym de diametro, mas preferiblemente de ~ 200 nm
a ~30 ym de diametro, o de ~500 nm a ~10 pm de diametro) formadas por materiales que son bidegradables
y no toxicos (por ejemplo, un poli(a-hidroxiacido), un &cido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un
polianhidrido, un policaprolactona, etc.), siendo preferida poli(lactida-co-glicolida), opcionalmente tratadas
para presentar una superficie cargada negativamente (por ejemplo, con SDS) o una superficie cargada
positivamente (por ejemplo, con un detergente cationico, tal como CTAB)

Liposomas (capitulos 13 y 14 de la referencia 155). Ejemplos de formulaciones de liposoma adecuados para
uso como adyuvantes se describen en las referencias 85-87.

Péptidos de muramilo, tales como N-acetilmuramil-L-treonil-D-isoglutamina ("tr-MDP"), N-acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilglucsaminil-N-acetilmuramil-L-Al-D-isoglu-L-Ala-
dipalrnitoxipropilamida ("DTP-DPP", o "Teramide™), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-
2'dipalmitoil- sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina ("MTP-PE").

Un polimero de polioxidonio [88,89] y otro derivado de polietilen-piperazina N-oxidado.

Un ligando de CDId, tal como una a-glicosilceramida [90-97] (por ejemplo, a-galactosilceramida), o-
glicosilceramidas que contiene fitosfingosina, OCH, KRN7000 [(2S,3S,4R)-1-O-(a-D-galactopiranosil)-2-(N-
hexacosanoilamino)-1,3,4-octadecanetriol], CRONY- 101, 3"-O-sulfo-galactosilceramida, etc.

Una inulina gamma [98] o derivado de la misma, tal como algamulina.

Una emulsion aceite-en-agua. Se conocen diversas emulsiones de este tipo y se incluyen de forma tipica al
menos un aceite y al menos un tensioactivo, siendo el aceite(s) y tensioactivo(s) biodegradable
(metabolizable) y biocompatible. Las gotas de aceite en la emulsién son por lo general menores de 5 pm de
diametro, y puede incluso presentar un diametro submicrénico, alcanzando estos tamafios de particula con
un microfluidizador para proporcionar emulsiones estables. Se prefieren gotas con un tamafio menor de 220
nm ya que pueden ser sometidas a esterilizacion con filtro.

Un oligonucleétido inmunoestimulatorio, tal como uno que contiene un motivo CpG (una secuencia de
dinucledtido que contiene un residuo de citosina no metilado unida por un enlace de fosfato a un residuo de
guanosina), o un motivo de Cpl (una secuencia de dinucleétido que contiene citosina unida a inosina), o un
ARN de doble hebra, o un oligonucleétido que contiene una secuencia palindrémica, o un oligonucledtido que
contiene una secuencia  poli(dG). Oligonucledtidos  inmunoestimulatorios  pueden incluir
modificaciones/analogos de nucleédtidos tales como modificaciones de fosforotioato y pueden ser de doble
hebra o (excepto para ARN) de hebra simple. Las referencias 99, 100 y 101 describen posibles sustituciones
de anélogos, por ejemplo, reemplazo de guanosina con 2’-deoxi-7-deazaguanosina. El efecto adyuvante de
oligonucledtidos CpG se describe ademas en las referencias 102-107. Se puede referir una secuencia CpG a
TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [108]. La secuencia puede ser especifica para inducir una
respuesta inmune a Thl, tal como un CpG-A ODN (oligodeoxinucleétido), o puede ser mas especifico para
inducir una respuesta a célula B, tal como un CpG-B ODN. CpG-A y CpG-B ODN se describen en las
referencias 109-111. Preferiblemente el CpG es un CpG-A ODN. Preferiblemente, el oligonucledtido CpG se
construye de modo que el extremo 5’ es accesible para el reconocimiento del receptor. De forma opcional se
pueden unir dos secuencias de oligonucleétido CpG en sus extremos 3’ para formar "immundémeros”. Véase,
por ejemplo, las referencias 108 & 112-114. Un adyuvante de CpG (util es CpG7909, también conocido como
ProMune™ (Coley Pharmaceutical Group, Inc.). Otro es CpGl 826. Como una alternativa o ademas de usar
secuencias de CpG, se pueden usar secuencias TpG [115], y estos oligonucleétidos pueden estar libres de
motivos CpG no metilados. El oligonucleétido inmunoestimulatorio pueden ser rico en pirimidina. Por ejemplo,
puede comprender mas de un nucleétido de timidina consecutivo (por ejemplo, TTTT, como se describe en la
referencia 115), y/o puede presentar una composicion de nucleétido con > 25% de timidina (por ejemplo
>35%, >40%, >50%, >60%, >80%, etc.). Por ejemplo, puede comprender mas de un nucleétido de citosina
consecutivo (por ejemplo, CCCC, como se describe en la referencia 115), y/o puede presentar una
composicion de nucleétido con >25 % de citosina (por ejemplo, >35%, >40%, >50%, >60%, >80%, etc.).
Estos oligonuclettidos pueden estar libres de motivos de CpG no metilados. Los oligonucleétidos
inmunoestimulatorios comprenderan de forma tipica al menos 20 nucledtidos. Estos pueden comprender
menos de 100 nucledtidos. Un adyuvante particularmente Uatii basado en oligonucleétidos
inmunoestimulatorios es conocido como IC31™ [116]. Por tanto un adyuvante usado con la invencién puede
comprender una mezcla de (i) un oligonucleétido (por ejemplo, entre 15-40 nucledtidos) incluyendo al menos
uno (y preferiblemente multiple) motivos Cpl, y (ii) un polimero policatiénico, tal como un oligopéptido (por
ejemplo, entre 5-20 aminoacidos) incluyendo al menos uno (y preferiblemente mudltiples) secuencia(s)

8



10

15

20

25

30

35

ES 2537019 T3

tripéptidos Lys-Arg-Lys. El oligonucleétido puede ser un deoxinucleétido que comprende secuencia 26-mer 5'-
(IC)13-3. El polimero policatiénico puede ser un péptido que comprende aminoacido de 11-mer Lys-Leu-Lys-
Leus-Lys-Leu-Lys.

Monofosforilo lipido A 3-O-desacilado (“3dMPL”, también conocido como “MPL™”) [117-120]. En condiciones
acuosas, 3dMPL puede formar agregados micelares o particulas con diferentes tamafios, por ejemplo, con un
diametro < 150 nm o > 500 nm. Alguno o ambos de estos se pueden usar con la invencién y se puede
seleccionar las mejoras particulas por ensayo rutinario. Se prefieren particulas mas pequefias (por ejemplo,
suficientemente pequefias para dar una suspension acuosa transparente de 3dMPL) para uso de acuerdo
con la invencién debido a su actividad superior [121]. Particulas preferidas presentan un diametro medio
menor de 220 nm, mas preferiblemente inferiores a 200 nm o inferiores a 150 nm o inferiores a 120 nm, y
puede incluso presentar un didmetro medio inferior a 100 nm. En muchos casos, sin embargo, el diametro
medio no sera menor de 50 nm.

Metilinosina 5’-monofosfato ("MIMP") [122].

Un compuesto de pirrolizidina polihidroxilato [123], tal que presenta una formula:

HOHGH

RO OH
N

CH,0OH

donde R se selecciona del grupo que comprende hidrégeno, acilo lineal o ramificado, no sustituido o
sustituido, saturado o no saturado, grupos alquilo (por ejemplo, cicloalquilo), alquenilo, alquinilo y arilo, o una
sal farmacéuticamente aceptable o derivado del mismo. Ejemplos incluyen, pero sin limitarse a estos:
casuarina, casuarina-6-a-D-glucopiranosa, 3-epi-casuarina, 7-epi-casuarina, 3,7-diep-casuarina, etc.

Un compuesto de imidazoquinolina, tal como Imiquimod ("R-837") [124,125], Resiquimod ("R-848") [126], y
sus analogos; y sales de los mismos (por ejemplo, sales de clorhidrato). Detalles adicionales sobre
imidazoquinolinas inmunoestimulatorias se pueden encontrar en las referencias 127 a 131.

Un compuesto de tiosemicarbazona, tal como los descritos en la referencia 132. Los procedimientos de
formulacion, preparacion y tamizado para compuestos activos se describen también en la referencia 132. Las
tiosemicarbazonas son particularmente efectivas en la estimulacién de células mononucleares de sangre
periférica humana para la produccién de citoquina, tales como TNF-a.

Un compuesto de triptantrina, tal como los descritos en la referencia 133. Se describen también
procedimientos de formulacion, preparacion y tamizado de compuestos activos en la referencia 133. Las
tiosemicarbazonas son particularmente efectivas en la estimulacién de células mononucleares de sangre
periférica humana para la produccion de citoquinas, tales como TNF-a.

Un analogo de nucleoésido tal como: (a) isatorabina (ANA-245; 7-tia-8-oxoguanosina):

0
s
N
|)i =0
NN
o
o .

H
o o

y profarmacos del mismo; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; (d) ANA380; (e) los compuestos descritos en las
referencias 134 a 136 Loxoribina (7-alil-8-oxoguanosina) [137].

Compuestos descritos en la referencia 138, incluyendo: compuestos de acilpiperazina, compuestos de
indolediona, compuestos tetrahidraisoquinolina (THIQ), compuestos de benzociclodiona, compuestos de
aminoazavinilo, compuestos de aminiobencimidazol quinolinona (ABIQ) [139,140], compuestos de
hidraftalamida, compuestos de benzofenona, compuestos de isoxazol, compuestos de esterol, compuestos
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de quinazilinona, compuestos de pirrol [141], compuestos de antraquinona, compuestos de quinoxalina,
compuestos de triazina, compuestos de pirazalopirimidina, y compuestos de benzazol [142].

. Un derivado de glucosaminidafosfato de aminoalquilo, tal como RC-529 [143,144].
. Un fosfaceno, tal como poli[di(carboxilatofenoxi)fosfaceno] ("PCPP") como se describe, por ejemplo, en las
5 referencias 145y 146.
. Un compuesto de formula I, Il 6 Ill, o una sal del mismo:
| I1 111

-
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L
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como se define en la referencia 147, tales como “ER 803058”, “ER 803732”, “ER 804053”, ER 804058”, “ER
804059”, “ER 804442”, “ER 804680”, “ER 804764”, ER 803022 0 “ER 804057” por ejemplo:

o 0 o '
el T rsoesr

O I e e
o j‘w\ﬂ ik/\)\/\/\/\/\ ER-803022:
P L0

10

. Derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174 (descrito en las referencias 148 & 149).
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Compuestos que contienen lipidos unidos a un esqueleto aciclico que contiene fosfato, tal como el
antagonista de TLR4 E5564 [150,151]:

wOPO(OIN),

M0 o] (0]
o "y /lk)\/(ﬂlmﬂls
e ore” 4 l\;
C!I;(CH:'",WO OW (Cl l;‘rﬁd I.‘
: . 0 _

Cly0

Estos y otras sustancias activas como adyuvante se describen con mayor detalle en las referencias 155 & 156.

Los antigenos y adyuvantes en una composicién estaran de forma en mezcla.

Las composiciones pueden incluir dos o0 més de dichos adyuvantes. Por ejemplo, estos pueden incluir de forma
ventajosa tanto una emulsion aceite-en-agua como 3dMPL, etc.

Adyuvantes de emulsion aceite-en-agua especificos Utiles con la invencion incluyen:

Una emulsiéon submicrénica de escualeno, Tween 80, y Span 85. La composicion de la emulsion en volumen
puede ser de aproximadamente 5% de escualeno, aproximacion 0,5% de polisorbato 80 y aproximadamente
0,5% de San 85. En términos de peso, estas relaciones llegan a ser de 4,3% de escualeno, 0,5% de
polisorbato 80 y 0,48% de Span 85. Este adyuvante es conocido como “MF59” [152-154], como se describe
con mayor detalles en el capitulo 10 de referencia 155 y capitulo 12 de la referencia 156. La emulsion de
MF59 de forma ventajosa incluye iones de citrato, por ejemplo, tampén de citrato sédico 10 mM.

Una emulsion de escualeto, un tocoferol, y Tween 80. La emulsion puede incluir solucion salina tamponada
con fosfato. Esta puede incluir Span 85 (por ejemplo a 1%) y/o lecitina. Estas emulsiones pueden presentar
de 2 a 10% de escualeno, de 2 a 10% de tocoferol y de 0,3 a 3% de Tween 80, y la relaciéon en peso de
escualeno:tocoferol es preferiblemente < 1 ya que esta proporciona una emulsion mas estable. El escualeno
y Tween 80 pueden estar presentes en una relacion en volumen de aproximadamente 5:2. Se puede hacer
una emulsion de este tipo disolviendo Tween 80 en PBS danto una solucion del 2%, mezclando luego 90 ml
de esta solucién con una mezcla de 5 g de DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno), luego microfluidizacién de la
mezcla. La emulsion resultante puede presentar gotas de aceite submicrénicas, por ejemplo, con un didmetro
medio entre 100 y 250nm, preferiblemente aproximadamente 180 nm.

Una emulsion de escualeno, un tocoferol, y un detergente de Triton (por ejemplo, Triton X-100). La emulsion
puede incluir también un 3d-MPL (véase a continuacion). La emulsiéon puede contener un tampon de fosfato.

Una emulsiéon que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente de Triton (por
ejemplo, Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de a-tocoferol). La emulsién puede incluir
estos tres componentes a una relacién de masa de aproximadamente 75:11:10 (por ejemplo, 750 ug/ml de
polisorbato 80, 110 ug/ml de Triton X-100 y 100 ug/ml de succinato de a-tocoferol), y estas concentraciones
incluirian cualquier contribucién de estos componentes de antigenos. La emulsion puede incluir también
escualeno. La emulsién puede incluir también un 3d-MPL (véase a continuacién). La fase acuosa puede
contener un tampén fosfato.

Una emulsion de escualeno, polisorbato 80 y poloxamero 401 ("Pluronic™ LI 21"). La emulsién puede estar
formulada en solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsion es un vehiculo de liberacion (til
para dipéptidos de muramilo, y se ha usado con treonil-MDP en el adyuvante "SAF-1" [157] (0,05-1% de Thr-
MDP, 5% de escualeno, 2,5% de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80). Se puede usar también sin el Thr-
MDP, como en el adyuvante "AF" [158] (5% de escualeno, 1,25% de Pluronic L121 y 0,2% de polisorbato 80).
Se prefiere la microfluidizacion.

Una emulsion que presenta de 0,5-50% de un aceite, 0,1-10% de un fosfolipico, y de 0,05-5% de un
tensioactivo no iénico. Como se describe en la referencia 159, son componentes de fosfolipido preferidos
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico,
esfingomielina y cardiolipina. Son ventajosos tamafios de gota submicrénicos.
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. Una emulsién aceite-en-agua submicrénica de un aceite no metabolizable (tal como aceite mineral ligero) y al
menos un tensioactivo (tal como lecitina, Tween 80 o Span 80). Se pueden incluir aditivos tal como saponina
QUILA, colesterol, un conjugado lipéfilo de saponina (tal como GPI-0100, descrito en la referencia 160,
producido por adicion de amina alifatico a desacilsaponina mediante el grupo carboxilo de acido glucurénico),
bromuro de dimetildioctadecilamonio y/o N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-hidroxietil)propanediamina.

. Una emulsién en la que se asocian una saponina (por ejemplo, QuilA 0 QS21) y un estereol (por ejemplo, un
colesterol) como micelas helicoidales [161].

Tratamientos médicos y usos

La invencién también proporciona un conjugado de Vi de la invencién, para uso en medicina, por ejemplo, para uso
en el aumento de una respuesta inmune en un mamifero.

La invencion también proporciona un procedimiento para el aumento de una respuesta inmune en un mamifero, que
comprende la administracién de un conjugado de Vi o composicidn farmacéutica de la invencion al mamifero.

La invencion también proporciona el uso de un conjugado de Vi de la invencién en la produccién de un medicamento
para la prevencién o tratamiento de la fiebre tifoidea en un mamifero.

La respuesta inmune aumentada con estos procedimientos y usos incluira por lo general una respuesta de
anticuerpo, preferiblemente una respuesta de anticuerpo protectora. Los procedimientos para la evaluacion de las
respuestas de anticuerpo tras inmunizacion con sacarido son bien conocidos en la técnica. La respuesta de
anticuerpo es preferiblemente una respuesta de IgA o IgG. La respuesta inmune puede ser profilactica y/o
terapéutica. El mamifero es preferiblemente un ser humano.

Las composiciones de la invencién se administraran por lo general directamente a un paciente. La liberacion directa
se puede conseguir mediante inyeccion por via parenteral (por ejemplo, por via subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular, o al espacio intersticial de un tejido), o por administracion por via rectal, oral, vaginal,
topica, transdérmica, intradérmica, ocular, nasal, aural, o pulmonar. Se prefiere la inyeccién o administracién por via
intranasal.

La invencion se puede usar para dar inmunidad sistémica y/o mucosal.

Las vacunas preparadas de acuerdo con la invencion se pueden usar para tratar tanto nifios (incluyendo bebés)
como adultos. Por tanto un sujeto puede ser menor de 1 afio, de 1 a 5 afios, de 5 a 15 afios, de 15 a 55 afios, o al
menos 55 afios de edad. Sujetos preferidos para recibir las vacunas son los jovenes (por ejemplo, < 5 afios). Las
vacunas no son adecuadas solamente para estos grupos no obstante, y se pueden usar mas generalmente en una
poblacion.

El tratamiento puede ser mediante un calendario de dosis Unica o un calendario de dosis multiple. Se pueden usar
dosis multiple en un calendario de inmunizacién primario y/o en un calendario de inmunizacion de refuerzo. En un
calendario de dosis multiple las diversas dosis se pueden administrar con la misma o diferente rutas, por ejemplo, un
cebado partenteral y refuerzo mucosal, un cebado mucosal y refuerzo parenteral, etc. La administracion de mas de
una dosis (de forma tipica dos dosis) es particularmente Util en pacientes inmunolégicamente inactivos. Se
administraran de forma tipica dosis multiples al menos 1 semana a parte (por ejemplo, aproximadamente 2
semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6 semanas,
aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 12 semanas, aproximadamente 16
semanas, etc.). Un calendario ejemplo proporciona una primera dosis a las 6 semanas de edad y una segunda dosis
a 10 semanas de edad, para coincidir con inmunizaciones existentes de bebés (co-administracion con vacunas EPI).
Este calendario primario puede ser seguido de una dosis de refuerzo tras el primer afio de edad del nifio.

Se pueden combinar conjugados de la invenciéon con antigenos distintos de Vi en una composicion Unica para
inmunizacion simultdnea contra multiples patdgenos. Como una alternativa para hacer una vacuna combinada se
pueden administrar conjugados a pacientes sustancialmente al mismo tiempo que (por ejemplo, durante la misma
consulta médica o visita a un profesional de la salud o centro de vacunacién) otras vacunas. Antigenos para uso en
estas vacunas de combinacién o para administracion concomitante incluyen, por ejemplo, inmundégenos de
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus y/o Pseudomonas aeuruginosa, virus de la hepatitis A, virus de la
hepatitis B, Neisseria meningitidis (tal como sacaridos o sacaridos conjugados, para serogrupos A, C, Wi 35 y/o Y),
Streptococcus pneumoniae (tales como sacaridos o sacaridos conjugados), etc.

En una realizacién una composiciéon puede comprender un conjugado de Vi de la invenciéon en combinacion con un
antigeno de Salmonella paratyphi A, tal como un antigeno de H o O (por ejemplo, un antigeno de sacarido O:2), para
proporcionar una vacuna tifoide bivalente. En otra realizacion una composicion puede comprender un conjugado de
Vi de la invencién en combinacion con un antigeno de Salmonella typhimurium, tal como un antigeno de H o O (por
ejemplo, un sacarido O:9). En otra realizacidn una composicion puede comprender un conjugado de Vi de la
invencion en combinacién con un antigeno de Salmonella enteritidis, tal como un antigeno de H o O (por ejemplo, un
sacarido 0:4,5).
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Definiciones

El término “comprende” englobe “incluye” asi como también “consiste en” por ejemplo una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

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

El término “aproximadamente” en relacion a un valor numeérico x es opcional y significa, por ejemplo, x + 10%.

Cuando se usan materiales animales (y de forma particular de bovinos) en el cultivo de células estos deberian
obtenerse de fuentes que se encuentren libres de encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE), y en particular
libres de encefalopatia espongiforme bovina (BSE). En general se prefiere cultivar células en total ausencia de
materiales derivados de animales.

Cuando se administra un compuesto al cuerpo como parte de una composicion entonces ese compuesto puede
reemplazarse de forma alternativa con un profarmaco adecuado.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra la férmula estructural de S. typhi Vi (4cido al,4-N-acetil galactosaminourénico).

La figura 2 muestra un esquema de reaccion para la preparacion de proteinas derivatizadas.

La figura 3 muestra un analisis SEC de CRM197 y CRMs97 derivatizado con ADH.

La figura 4 muestra un analisis SEC de toxoide de tétanos derivatizado con ADH.

La figura 5 muestra modelos de SDS page de, de izquierda a derecha, TT, TTADH, CRM y CRMpph.

La figura 6 muestra un esquema de reaccion para la preparacion de un conjugado de Vi-proteina.

La figura 7 y la figura 8 muestra perfiles de filtracion en gel de Vi y toxoide de tétanos en Sephacryl S-1000.
La figura 9 muestra un perfil de filtracion en gel de “pool 17, y la figura 10 muestra un perfil de “pool 2.

La figura 11 muestra un analisis SEC de Vi-TT ADH.

La figura 12 muestra un perfil de SDS-PAGE (3-8% de gel) de mezclas de reaccion de Vi-CRMaph tras dialisis.

La linea 2 es CRMapn (5 pg), lineas 3 - 5 son 10 pl de las mezclas de reaccién tras dialisis de lotes 04 a 06
respectivamente.

La figura 13 muestra la purificacion del lote 06 en Sephacryl S-1000.

La figura 14 muestra un perfil SDS-PAGE (3-8% de gel) de: "2" - CRMapn 3 ug, "3" — mezcla de reaccion 10 ul y
fracciones 1 - 11y 12 - 22 de la purificacién del lote 06.

Las figura 15 a 17 muestran andlisis SEC que comparan pools 1 obtenidos de los lotes 04 a 06, pools 2 obtenidos de
lotes 04 a 06, y pools 1y 2 obtenidos el lote 06.

La figura 18 muestra el valor de anti-Vi anticuerpo medio. Las figuras 18A y 18B muestran datos de diferentes lotes
de conjugados, pero los grupos de control son los mismos en cada caso. De izquierda a derecha los grupos en
ambos 18A y 18B son: PBS; Vi; Vi+CRM197; Vi+TT; Vi-CRM197; Vi-TT; Vi-CRM197 con alumbre; Vi-TT con
alumbre; y Vi-CRM 197 con CFA+IFA.

Modos de llevar a cabo lainvencién
Purificacién de Vi

Se concentrd el sobrenadante de una muestra de 5 | de C. freundii WR7001 en mod-LB (20 veces) hasta 250 ml con
una membrana de 100K. Se diafiltr6 la muestra contra NaCl 1 M (2,5 1) y luego con agua (1,5 1), de nuevo con una
membrana de 100K, y se desechd el permeado. Se usé un filtro de 0,22 pym para eliminar la turbidez.
Subsiguientemente se afiadio 0,9% de CTAB para formar un precipitado de Vi-CTAB. Esto se centrifugdé a 18000g
durante 15 minutos y se desechd el sobrenadante.

Se suspendid el precipitado en etanol (96%, 110 ml) y se mezclé durante la noche a RT antes de la centrifugacion
subsiguiente a 18000g durante 50 minutos, tras lo cual se desechd el precipitado resultante. Se afiadié NaCl 0,1 M
al sobrenadante para formar un gel que se centrifugé a 18000g durante 10 minutos. Se recogio el precipitado y se
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lavé con etanol, luego se solubilizé en NaCl acuoso (1M, 50 ml) y se filtré. Se llevo el retenido hasta 80% de etanol y
se centrifugé a 18000g durante 10 minutos. El precipitado se lavé de nuevo con etanol. Una parte del precipitado
permanecié en suspension (lote A). Se recogieron las dos partes por separado como lote A (97 mg) y lote B (170

mg).

En un procedimiento modificado se concentr6 el sobrenadante hasta 8,0-10,0 g/l con una membrana de 100K. Se
diafiltré la muestra frente a NaCl 1 M, Tris 0,1 M, EDTA 0,02M pH 7,3 (2,5 1) y luego con agua (2,5 I), de nuevo con
una membrana de 100K, y se deseché el permeado. Subsiguientemente se afiadié 2,0% de CTAB para formar un
precipitado de Vi-CTAB. El precipitado se centrifugé a 18000g durante 15 minutos y se desechd el sobrenadante. Se
lavé luego el precipitado con agua, se centrifugdé y se resuspendié en etanol (85%) y se mezclé hasta que se
solubilizase por completo. Se paso la solucion a través de SP10 y filtros de carbono. Se precipito el filtrado con NaCl
0,2 M y se centrifugd a 18000g durante 5 minutos. Se resuspendidé el precipitado en NaCl 1,0 M dando una
concentracion de 3-5 mg/ml. Esta solucién se diafiltrd frente a agua y se filtré a 0,22 yM.

El procedimiento de purificacién presenta un buen rendimiento y proporciona sacarido con buena pureza (menos de
0,5% de proteina, menos de 0,01% de acido nucleico) y es muy susceptible de conservar altos niveles de O-
acetilacion.

Derivatizacion de toxoide de tétanos

Se afadieron ADH (3,25 por mg de proteina) y clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC)
(EDAC/proteina = 0,152 p/p) a toxoide de tétanos (en tampon de &cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) 50-100
mM, pH 6,18 a 6,20). La reaccion se llevé a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se dializ6 la mezcla de reaccion frente a NaCl 0,2 M, tampén MES 5 mM, pH 7,05, 2-8° C y tamp6n MES 5 mM, pH
7.00, 2-8° C. Se obtuvo toxoide de tétanos derivatizado (rendimiento del 86%).

Derivatizacion de CRMig7

Se afiadieron ADH (3,5 mg por mg de proteina) y EDAC (EDAC/proteina = 0,15 p/p) a CRM 197 (11,5 mg/ml en
tampon MES 50-100 mM, pH 6,0). Se llevé a cabo la reaccion durante 1 hora a temperatura ambiente, pH 6,0-6,2. El
mantenimiento del pH en este intervalo evito la precipitacion de la proteina.

Se dializ6 durante la noche la mezcla de reaccion frente a tampon MES 5 mM, NaCl 0,2 M, pH 7,0 y luego frente a
tampon MES 5 mM, pH 7,0 a 4° C. Se midi6 la proteina mediante andlisis microBCA (rendimiento de 75-85%). Se
afiadio sacarosa al 10% p/v al producto y se conservo a -20° C. Mas que conservar con sacarosa se puede
conservar en MES 5 mM, pH 7,0.

Caracterizacion de proteina derivatizada

Se verificd la derivatizacién de las proteinas con ADH mediante un procedimiento colorimétrico (procedimiento
TNBS).

La relacion molar de ADH a TT se midi6 mediante MS Maldi-Tof en aproximadamente 11.

Se midio la relacién molar de ADH a CRMg7 mediante MS Q-Tof. Esto mostr6 la formacién de diversos productos
caracterizados por la presencia de un nimero diferente de conectores unidos a la proteina (de 3 a 10, el producto
principal contiene 6 conectores unidos).

Las proteinas derivatizadas (y subsiguientemente, los conjugados) se examinaron mediante electroforesis en gel de
dodecilsulfato sédico-poliacrilamida (SdS-PAGE) usando 3-8% de geles de tris-acetato (NUPAGE). Se afadieron a
las muestras (5-20 pl para que tengan un contenido en proteina de 5 pg) DTT 0,5 M (1/5 v/v) y tampon NuPAGE
LDS (1/5 viv). Se calentaron las muestras a 100° C durante 1 minuto y se aplicaron las muestras a los pocillos. El gel
se sometid a electroforesis a 30 m en tampon Tris-acetato SDS SDS Running (Invitrogen). Al final se tinté con tinte
Simply Blue Safe (Invitrogen).

Se encontré que los modelos de SDS-PAGE vy perfiles de SEC (214 nm, gel TSK 4000; tampoén fosfato 100 mM +
NaCl 100 mM + 5% de CH3CN, pH 7,0) de las proteinas derivatizadas eran similares a los de las proteinas nativas
(véase la figura 3 a la figura 5).

Conjugacion de Vi con toxoide de tétanos derivatizado

Se afladié EDAC (4,4 mg) a Vi (4,6 mg) en una soluciéon tamponada a pH 6,08 (1,5 ml de tampén MES 200 mM) y se
dejo reaccionar durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Se dejo reaccionar toxoide de tétanos derivatizado (9,2 mg) en una soluciéon tamponada a pH 7,0 (1,5 ml de tampén
MES 5 mM) con el Vi activado durante 3 horas a temperatura ambiente ([TTapx] = 3,15 mg mi™, [Vi] =1,53 mg ml?,
relacion TTaon/Vi (p) = 2, [EDAC] = 1,5 mg ml™).
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Se dializé la mezcla de reaccién frente a NaCl 0,2 M, tampoén fosfato 10 mM, pH 7,07, 4° C y se purificé mediante
Sephacryl S-1000 (1,5 x 90 cm) en tampén fosfato 10 mM, NaCl 200 mM, pH 7,00. Durante la purificacién del
conjugado se recogieron dos pools diferentes (véase la figura 7), que se caracterizaron por una MW diferente. Los
perfiles de filtracion de gel de Viy de TT en Sephacryl S-1000 muestran (véase la figura 7 y la figura 8):

. la purificacién de conjugado de la proteina libre es factible (pool 1).
. la purificacién del conjugado del sacarido libre no es factible (pool 2 — Vi libre co-eluye con el conjugado).
El pool 1 deberia contener por tanto menos Vi libre que el pool 2.

La figura 9 muestra el perfil en Sephacryl S1000 (1,6 x 90 cm) de la proteina no conjugada con fosfato 10 mM, NacCl
200 mM, pH 7 a una flujo de 0,2 ml/min. La figura 10 muestra el perfil en Sephacryl S1000 (en las mismas
condiciones) de Vi libre.

Se dializaron los pools 1y 2 frente a tamp6n de fosfato 2 mM pH 7,0 y sus contenidos eran como sigue:

Conjugado Vi-TTapH

Contenido en proteina
(micro BCA)

Contenido en sacarido
(naranja acridina)

Relacion
sacérido/proteina

(p/p)

Pool 1

2,46 mg

1,02 mg

0,41

Pool 2

5,56 mg

3,73 mg

0,67

El conjugado se caracterizé por andlisis SEC (véase la figura 11, 214 nm, gel TSK 6000; tampon fosfato 100 mM +
NaCl 100 mM + 5% de CHsCN, pH 7,0):

. PSVi-TTapn pool 1: polisacérido 26,8 pug/ml; proteina 64,64 ug/mi
. PSVi-TTapn pool 2: polisacéarido 82,8 ug/ml; proteina 123,68 ug/ml
. PSVi: 1,4 mg/ml

. TTaox: 0,1 mg/ml

Conjugacién de Vi con CRM;97 derivatizado

Se prepararon tres lotes diferentes de Vi-CRMapw ("04", "05" y "06") como sigue:

Se afiadié EDAC (4,4 mg) a Vi (4,6 mg, dando una relacion molar EDAC:Vi de aproximadamente 1,43:1) en
una soluciéon tamponada a pH 6,0 (1,65 ml de tampén MES 20 mM) y se mezclé durante 2 minutos a
temperatura ambiente. (En posteriores experimentos, a titulo comparativo, se redujo la cantidad de EDAC,
usando relaciones molares de 5:1 y 9:1. Conjugados CRM;g7 obtenidos con estos sacaridos derivatizados se
caracterizaban mejor y eran reproducibles con < 5% de CRM-ADH no conjugado. La relacion 5:1 era mejor
que 1,4:1, y la relacion 9:1 era mejor que 5:1).

Se dejé reaccionar CRMsg7 derivatizado (9,2 mg) en una solucién tamponada a pH 7,0 (1,085 ml de tampon MES 5
mM) con el Vi activado durante 3 horas a temperatura ambiente ([(CRMapr] ~ 3,07 mg mi, [Vi] = 1,53 mg ml™?,
relacion CRMapr/Vi (p) = 2, [EDAC] = 1,47 mg ml'l), durante lo cual el pH se mantuvo a 6,0-6,20 usando tampon
MES con el fin de evitar la precipitacion.

Como se indico anteriormente se afiade CRMapn @ tampon MES 5 mM, pH 7. Es necesario que la mezcla final sea
en tampon MES no inferior a 50-60 mM a pH 6 para mantener el pH constante durante la reaccién propiamente.

Se purificé la mezcla de reaccion con columna Sephacryl S1000 (1,5 x 90 cm) en tampon de fosfato de sodio 10
mM, NaCl 200 mM, pH 7 a 4° C.

Como un medio alternativo de purificacion se puede eliminar CRMapn del conjugado mediante ultrafiltracion
tangencial (membrana de 100K o 300K) como sigue: mezcla de reaccion diluida de 15 a 50 ml con tampoén fosfato
10 mM pH 7,2; membrana: Vivaflow 200 cm? 100K (celulosa regenerada); Pent: 1,2-1,3 bar; Psa: 0,4 bar; flujo: 22,4
ml/min; volumen de permeado: 1,4 |; (28 ciclos con tamp6n fosfato 10 mM pH 7,2); volumen de retenido final de 152
ml.

El conjugado se caracterizd por microBCA (contenido en proteina), valoracion con naranja de acridina y
RMN/HPAEC-PAD (contenido en sacarido), RMN H (cuantificacién del nivel de O-acetilo y de derivado de EDAC),
HPLC y SDS-PAGE.

15



10

15

ES 2537019 T3

La figura 13 muestra la purificacion del lote 06 en Sephacryl S-1000 (Sephacryl S1000 1,6 cm x 90 cm; flujo: 0,2
ml/min, eluyente: NaCl 200 mM, NaH,PO4 10 mM, pH 7,0). Se recogieron fracciones (1-11 y 12-22 para lote 06) para
cada lote en dos diferentes pools, distinguidos por MW. El primer pool (primeras fracciones) se purifico del sacarido
libre, mientras que el segundo contenia una cantidad no determinada de sacarido libre.

Se dializaron los pools contra NaH,PO 2 mM, pH 7,5, a 4° C, durante la noche y los contenidos eran:

Conjugado Conc. de | Conc. de | Conc. de | Relacion PS/proteina | % de | % de
sacarido sacarido proteina (p/p) HPAEC/PAD o | rendimiento | rendimiento
(Mg/ml) (Mg/ml) naranja acridina en proteina | en  sacarido
HPAEC- naranja (HPAEC/PAD)
PAD acridina

Vi-CRMapH 24,37 32,75 52,06 0,47 0,63

lote 04 pool

1 64,90 84,31

Vi-CRMapH 78,36 59,15 106,1 0,74 0,56

lote 04 pool

2

Vi-CRMapH 34,51 35,95 63,17 0,55 0,57

lote 05 pool

1 63,94 86,82

Vi-CRMapH 71,39 64,6 93,42 0,76 0,69

lote 05 pool

2

Vi-CRMapH 39,12 29,55 59,1 0,66 0,5

lote 06 pool

1 56,89 86,23

Vi-CRMapH 67,73 50 82,41 0,82 0,61

lote 06 pool

2

Las figuras 15 a 17 muestran analisis SEC comparativos de aquellos pools (columna analitica de gel TSK 6000PW
(TosoHaas) (7,5 mm x 30,0 cm), eluyente: NaCl 100 mM, NaH,POs 100 mM, 5% de CHsCN, pH 7,2; flujo: 0,5
ml/min; Vo: -13,5 min — V¢ -27,8 min).

Se filtr6 en condiciones de esterilidad el conjugado (0,22 ym), se tomaron alicuotas y se conservaron a -80° C (4° C).

Determinacién de la actividad in vivo

Antigenos usados

Se usaron los conjugados Vi-Tt preparados en el ejemplo previo. Se prepare Vi-CRMapn lote 03 usando
sustancialmente las mismas condiciones que Vi-CRMapn lotes 04 a 06. Se prepare también Vi-CRMapn lote 01
usando sustancialmente las mismas condiciones que Vi-CRMapH lotes 04 a 06, pero con la diferencia de que la
relacion CRMapn/Vi (p) era igual a 1. El suero de raton hiperinmune inmunizado con Vi-rEPA se obtuvo del NIH.

Caracteristicas del conjugado

Conjugado Contenido en Contenido en Relacion (p/p)
proteina (micro sacarido (naranja sacarido/proteina
BCA) acridina)
a) VICRMapH lote 01 3,18 mg 3,65 mg 1,15
b) VICRMapn lote 03 pool 2 4,13 mg 2,93 mg 0,71
¢) ViTTapn pool 01 2,46 mg 1,02 mg 0,41
d) ViTTapn pool 2 5,56 mg 3,73 mg 0,67
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Disenfo del estudio

Grupo Inmunizacion Dosis (ug) N° inyecciones | Dias de | Ruta
sangrado
1 PBS - 3 0, 14, 28, 42 SC
2 Vi 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
3 Vi + CRMapn 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
4 Vi+ TTapH 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
5 Vi-CRMapn lote 01 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
6 Vi-CRMapH lote 03 pool 2 25 3 0, 14, 28, 42 SC
7 Vi-TTapn pool 1 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
8 Vi-TTapn pool 2 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
92 Vi-CRMapH lote 01 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
102 Vi-CRMapH lote 03 pool 2 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
112 Vi-TTapH pool 1 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
122 Vi-TTapn pool 2 2,5 3 0, 14, 28, 42 SC
13° Vi-CRMap+ lote 03 pool 2 10 1-2-3 0, 14, 28, 42 SC
14° Vi-CRMapH lote 03 pool 2 10 1-2-3 0, 14, 28, 42 scC
a: se adyuvaron los conjugados con alumbre
b: se adyuvo la primera inmunizacion con CFA, segunda y tercera inmunizaciones con IFA

Inmunizaciones

Se dividieron ratones hembra Balb/c en catorce grupo de ocho ratones cada uno y se inmunizaron por via
subcutanea con 2,5 ug de Vi, conjugado de Vi, o una mezcla fisica de Vi y proteina vehiculo derivatizada con ADH.
Solo los grupos 13 y 14 recibieron 10 pg de dosis de inmunizacion.

Se administraron tres inyecciones de 200 pl cada una cada dos semanas, con sangrados dos semanas tras cada
inmunizacion.

Los grupos 9 y 12 recibieron alumbre como adyuvante, mientras que el adyuvante para los grupos 13 y 14 era
adyuvante de Freund completo (CFA, primera inyeccion) y adyuvante de Freund incompleto (IFA, segunda y tercera
inyeccion).

Procedimiento ELISA

Los pocillos de placas ELISA de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) se recubrieron con 100 pl de 1 pyg/ml de Vi en tampon
de carbonato (0,05 M, pH: 9,6) y se dejaron durante la noche a 4° C. Se purificé el Vi usado para recubrimiento de
Citrobacter freundii WR7011. La mafiana siguiente se bloquearon las placas con 200 pl/pocillo de leche desnatada al
5% en PBS-Tween 20 (PBST, 0,05%) durante 1 hora a temperatura ambiente (RT). Después de lavar con PBST se
incubaron 100 pl/pocillo de suero de ratdn (1:200 diluido en PBST con BSA al 0,1%) durante 2 horas a RT. Después
de tres lavados se incub6 anticuerpo secundario anti-raton IgG de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma
A3438, 1:10000 diluido en PBST, BSA al 0,1%) a 100 pl/pocillo durante 1 hora a RT. Se disolvié el sustrato de
fosfatasa alcalina (p-NPP, Sigma N2765) en tampén de dietanolamina (1 M, pH: 9,8) y se incubd después de otro
lavado durante 2 hora a RT. Se leyeron las placas a 405 y 490 nm usando un lector ELISA. Los valores de
absorbancia usados para determinaciéon de unidades de anticuerpo se obtuvieron sustrayendo valores de 490 nm a
valores de 405 nm. Se expresaron las unidades de anticuerpo en relacidon a un suero estandar anti-Vi de raton
hiperinmune, tras analisis Hill Plot.

Se us6 un suero de ratén hiperinmune inmunizado con Vi-rEPA como control positivo interno.
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Cada suero de ratén se experimentd por triplicado en tres diferentes placas ELISA y se presentaron los datos como
medias aritméticas y desviaciones estandar. Se define una unidad de anticuerpo como lo reciproco de la dilucion del
suero convencional que da una densidad Optica igual a 1 en un ELISA convencional.

Valores de anticuerpo anti-CRM en grupos 1, 2, 3, 5, 6, 9, 10, 13, 14

Media Desviacion estandar
Grupo Inmunizacion T14 T28 T42 T14 T28 T42
1 PBS -0,41 -0,64 -0,77 0,12 0,14 0,09
2 Vi -0,89 -0,58 -0,65 0,14 0,17 0,07
3 Vi+ CRM 0,09 34,88 256,81 | 0,25 16,11 42,99
5 Vi-CRMapH lote 01 3,80 149,80 | 311,68 | 1,19 47,20 49,33
6 Vi-CRMapH lote 03 pool 2 7,30 163,06 | 550,38 | 2,64 50,91 44,70
9 Vi-CRMapH lote 01 / alumbre 14,86 | 379,57 | 721,00 | 5,98 49,88 34,96
10 Vi-CRMapn lote 03 pool 2 /| 44,73 | 263,46 | 452,91 | 7,27 16,74 29,09

alumbre

13 Vi-CRMapH lote 01 50,91 | 586,61 | 762,92 | 15,29 41,35 65,50
14 Vi-CRMapH lote 01 69,18 | 672,56 | 841,66 | 22,68 53,35 43,42

Valores de anticuerpo anti-Vi en todos los grupos

Media Desviacion estandar

Grupo n° Inmunizacion T14 T28 T42 T14 T28 T42
1 PBS 3,3 -1,03 -1,54 0,5 0,81 0,52
2 Vi -3,4 -1,94 -0,04 0,4 0,52 0,52
3 Vi+ CRM 5,0 -0,14 0,03 0,8 1,04 0,65
4 Vi+TT 1,1 2,51 1,31 1,3 1,23 0,39
5 Vi-CRMapH lote 01 53,7 242,20 191,53 8,4 31,40 40,50
6 Vi-CRMapH lote 03 pool 2 95,4 245,39 | 225,66 40,9 45,33 38,00
7 Vi-TTapn pool 1 75,5 170,20 160,49 18,0 27,17 34,25
8 Vi-TTapn pool 2 58,2 126,23 126,20 13,1 18,50 17,74
9 Vi-CRMapH lote 01 / alumbre 56,4 162,52 98,58 13,4 24,15 22,59
10 Vi-CRMapH lote 03 pool 2 /| 58,7 98,92 93,22 18,8 24,87 30,55

alumbre
11 Vi-TTapn pool 1 / alumbre 44,6 191,81 151,56 18,3 36,76 38,83
12 Vi-TTapn pool 2 / alumbre 68,1 202,99 180,09 18,0 24,89 21,73
13 Vi-CRMapH lote 01 65,3 271,48 | 264,39 16,3 33,38 63,96
14 Vi-CRMapH lote 01 134,5 202,51 234,78 32,2 86,61 64,27

NIH 149,02 24,56
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Los resultados se ilustran en la figura 18.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccion de un conjugado de Vi que comprende las etapas de:

a) combinacion simultanea de un acido adipico y conector de dihidrazida, 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) y una proteina vehiculo;

b) eliminacion de cualquier conector en exceso del producto de la etapa a);

c) hacer reaccionar Vi con EDAC a una relacion molar de Vi:EDAC de 2 5:1; y

d) hacer reaccionar el producto de la etapa b) con el producto de la etapa c).

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la relacion molar Vi:EDAC es = 9:1.

3. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en el que el conector en exceso se elimina
por didlisis.

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en el que la proteina vehiculo es bien CRM
197 o bien toxoide de tétanos.

5. Un conjugado que se puede obtener con un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente.
6. Un conjugado que comprende Vi unido a CRM197.

7. Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el Vi se une al CRM 197 mediante un conector de
dihidrazida de &cido adipico (ADH).

8. Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 en
combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que la composicién no esti coadyuvada o
en la que la composicion comprende ademas un adyuvante.

10. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 8 o reivindicacion 9, que comprende solucidn salina.

11. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que una dosis unidad de la
composicion incluye 5 ug de sacarido Vi.

12. Un conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 para uso en un procedimiento para el aumento de una
respuesta inmune en un mamifero, comprendiendo el procedimiento la administracion del conjugado al mamifero.

13. Una composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 para uso en un procedimiento para
aumento de una respuesta inmune en un mamifero, comprendiendo el procedimiento la administracion de la
composicion farmacéutica al mamifero.
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FIGURA 12

FIGURA 13

o,

e

e,

CONJUGADO

v

’

©

-
un

A A A A A A A A A

©
b
R TARRRaRANI A5
180

LIBRE
-

160

[rrrTTeY
40

AA
oy -
-
343
- i

120

Pool 2

-]

Pozob ]

e in

ARRANEAASAREAN
1

A
A
i
7

T

80

]
i

Pool 1

-
4
]
i

kg

L AMAAAREAY RARES

40

T

31



ES 2537019 T3

FIGURA 14
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