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Conjugacion de polisacarido con enterotoxina termolabil (LT) de E. coli desintoxicada usada como vacuna
Descripcién
Antecedentes de la invencion:

Las vacunas de polisacarido, cuando se preparan sin proteina transportadora, carecen de respuestas de memoria
inmunitaria. Las vacunas conjugadas actualmente conocidas incluyen polisacaridos capsulares bacterianos tales
como Haemophilus influenzae tipo b, Neisseria meningitidis grupo C y Streptococcus pneumoniae serotipos 1, 3, 4,
5, 6B, 7F, 9V, 14, 19F, 23F. Estas vacunas estan conjugadas covalentemente con una proteina transportadora, tal
como el toxoide tetanico, toxoide diftérico, CRM197, una toxina diftérica no tdxica mutante, o proteina de la
membrana externa de Neisseria meningitidis. Estas vacunas de conjugado de polisacarido podrian inducir respuesta
dependiente de linfocitos T, especialmente en bebés por debajo de la edad de dos afios; y podrian sensibilizar la
memoria inmunoldgica a largo plazo, producir anticuerpo de alta afinidad y podrian reducir la tasa de colonizacion y
transmisién nasofaringea.

Sin embargo, la mayoria de las vacunas de conjugado de polisacarido bacterianas actualmente comercializadas
aplicaron toxoide tetanico (TT) o toxoide diftérico (DT) como proteina transportadora. TT y DT, estas dos proteinas
de toxoide, son vacunas habituales para bebés/nifios; la vacunacion de alta frecuencia de TT y DT dentro de un
corto tiempo podria tener un impacto sobre la inmunogenicidad y seguridad (Reduced response to multiple vaccines
sharing common protein epitopes that are administered simultaneously to infants. Infect. Immun. 1998; 66(5):2093-
8; Immunogenicity and safety of a combination pneumococcal-meningococcal vaccine in infants: a randomized
controlled trial. JAMA 2005; 293 (14): 1751-8). Por tanto, la presente invenciéon proporciona un nuevo tipo de la
proteina transportadora LTS61K para su uso en la vacuna de conjugado.

El documento EP 0 172 107 A1 desvela un conjugado de una subunidad de LTB no téxico (LT-BNT) y un
polisacarido capsular bacteriano. El conjugado obtenido de LT-BNT y polisacarido estuvo en forma agregada, y asi
se us6 urea 5 M en el proceso de conjugacion para eliminar los agregados. Como la urea es un desnaturalizante de
proteinas, la utilizacion de urea afectaria la estructura y actividad de la subunidad de LTB, y asi la subunidad de LTB
tratada ya no se presenta como una estructura pentdmera completa en su forma natural.

Resumen de la invencion:

La presente invencién incluye la conjugacién de polisacaridos con una enterotoxina termolabil (LT) de E. coli
desintoxicada en la que LT es una holotoxina y es una proteina mutante LTS61K que tiene una sustitucion de lisina
en la posicién correspondiente a la posicion 61 de SEC ID N°: 5 util como vacuna para proteger o inmunizar contra
los efectos de bacterias infecciosas tales como Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae y aliviar la
diarrea del viajero producida por E. coli enterotoxigénica.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a vacunas de polisacarido-LTS61 K covalentemente conjugadas
aisladas en forma purificada. Estos productos conjugados tienen inesperadamente propiedades inmunogénicas y
bactericidas superiores en mamiferos. Otro aspecto se refiere al uso de polisacarido-LTS61K conjugado para la
preparacién de una vacuna para un mamifero en necesidad de proteccion de Haemophilus influenzae tipo b (Hib).
Las vacunas de la presente invencion estimulan la respuesta de linfocitos T colaboradores, presentan fuerte
respuesta al refuerzo tras la re-exposicion y tienen altos titulos de anticuerpos.

Todavia otro aspecto de la invencién se refiere al método de produccién de polisacarido-LTS61K conjugado por
aminacién reductora y aislamiento del producto conjugado purificado. Segun la presente invencion, se descubrié que
el método preferido de conjugar polisacarido y LTS61K para preparar la vacuna de la presente invencién es la
oxidacion con peryodato del PS nativo, seguido de aminacion reductora.
La LTS61K empleada en los conjugados de la presente invencién se describe en la solicitud PCT numero
PCT/US2007/075801, presentada el 13 de agosto de 2007; en las solicitudes de EE.UU. Numeros US 1 1/779419
presentada el 18 de julio de 2007, US 12/120.953 presentada el 15 de mayo de 2008 y US 12/729.649 presentada el
23 de marzo de 2010; y en la solicitud de patente de Taiwan N° 95139707 presentada el 27 de octubre de 2006 y
concedida en enero de 2009.
Breve descripcion de las figuras:

La Figura 1 es una representacion generalizada de una proteina transportadora LT.

La Figura 2 es la representacion estructural de sacaridos de PRP de Hib.

La Figura 3 muestra varios métodos de conjugacion.

La Figura 4 muestra un método de aminacion reductora segun la presente invencion.
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La Figura 5 representa la conjugacion de PRP y LTS61K por aminacion reductora.
La Figura 6 muestra el perfil de elucién de HPLC-SEC-RI de PRP oxidado después del tratamiento con NalOa.

La Figura 7 es un espectro de RMN de PRP oxidado. Esto confirma la formacion de grupos aldehido sobre
PRP después de la oxidacién con peryodato.

La Figura 8 muestra espectros de CD de UV lejano que confirman que no hay diferencia en la estructura
secundaria entre muestras de LTS61K y conjugadas de PRP-LTS61K; y también espectros de fluorescencia
que confirman que no hay diferencia de la estructura terciaria max [lambda] entre muestras de LTS61K y
conjugadas de PRP-LTS61K.

La Figura 9 muestra analisis de aminoacidos que confirman la conjugacién satisfactoria de PRP con LTS61K y
la formacién de un enlace covalente.

La Figura 10 muestra el analisis de transferencia Western por SDS-PAGE para confirmar la conjugacion
covalente entre PRP y LTS61K.

La Figura 11 muestra conjugados de PRP-LTS61K purificados analizados por IEF PAGE.

La Figura 12 muestra la transferencia Western IEF para confirmar la conjugaciéon covalente entre PRP y
LTS61K.

La Figura 13 confirma la pureza de la vacuna de conjugado purificada mediante HPLC-SEC-UV-MALLS-RI.

La Figura 14 muestra los conjugados de PRP-LTS61K purificados analizados por IEF PAGE para confirmar la
pureza de la vacuna de conjugado purificada.

La Figura 15 resume un estudio de inmunogenicidad de rata de conjugados de PRP de Hib-LTS61 de la
presente invencion.

La Figura 16 resume un estudio de inmunogenicidad de conejo de conjugados de PRP de Hib-LTS61 K de la
presente invencion.

La Figura 17 ilustra los resultados de un estudio de inmunogenicidad de conejo de conjugados de PRP de Hib-
LTS61K de la presente invencion, resultados del ensayo de titulos bactericidas en sueros de conejo y titulos de
Ab anti-lgG de PRP.

La Figura 18 ilustra informacion adicional sobre el estudio de inmunogenicidad de conejo.

La Figura 19 ilustra resultados de un estudio de inmunogenicidad de conejo de conjugados de PRP de Hib-
LTS61K de la presente invencion, resultados de los titulos bactericidas en sueros de conejo (BA) y titulos de Ab
anti-lgG de PRP (DO).

La Figura 20 muestra resultados de ELISA de inmunogenicidad de conejo adicional de estudios de respuestas
de anticuerpos anti-PRP y anti-LTS61K.

La Figura 21 muestra los resultados del ensayo bactericida en sueros de conejo adicional y Ab anti-IgG de
PRP.

La Figura 22 muestra resultados de ensayo bactericida en sueros de conejo adicional y Ab anti-lgG de PRP
después de una cuarta inmunizacion.

La Figura 23 muestra la inmunogenicidad en ratén sobre conjugados de PS de serotipo 14 neumocécico-
LTS61K.

Descripcion detallada de la invencion:

Los presentes inventores han descubierto ahora que las vacunas de polisacarido-LTS61K conjugadas hechas segun
la presente invencion inducen sorprendentemente mayores titulos de anticuerpos IgG especificos de polisacarido y
mayor actividad bactericida en sueros que las de polisacarido o polisacarido mezclado con LTS61K.

Una lista de abreviaturas empleada en el presente documento es la siguiente:

CFU: unidad formadora de colonias
ELISA: enzimoinmunoanalisis de adsorcion
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Hib: tipo Haemophilus influenzae

blEF: isoelectroenfoque

LT: enterotoxina termolabil

MALLS: dispersién de luz laser a multiples angulos

DO: densidad 6ptica

PNPS: polisacarido neumocécico

PRP: polirribosil ribitol fosfato

PS: polisacarido

SDS-PAGE: electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida
SEC_HPLC: cromatografia liquida de alta presion de exclusion de tamafio
RI: indice de refraccion

La nueva proteina transportadora empleada en los conjugados de la presente invencion es el mutante de la
enterotoxina termolabil de E. coli recombinante desintoxicada LTS61K. En el mutante de LT, las sub-unidades Ay B
forman una estructura de holotoxina AB5 tipica. El mutante de LT desintoxicado (LTS61K) contiene una sub-unidad
madura mutada A (LTA) que incluye K en la posicion de aminoacido 61 y una sub-unidad B madura no mutada
(LTB). LTS61K convierte el producto en significativamente menos toxico que LT no mutante. La proteina
transportadora se representa en la Figura 1 de los dibujos.

La invenciéon de LTS61K se basa en el descubrimiento inesperado de que una LT que contiene una LTA mutada
presenta toxicidad reducida en comparacién con su homologo no mutado mientras que retiene la inmunogenicidad.
Esta LTA mutada tiene una sustitucion de aminoacido en la posiciéon correspondiente a la posicién 61 de una LTA no
mutada, cuya secuencia de aminoacidos, SEC ID N° 5, se muestra en las solicitudes de patente citadas. Por
consiguiente, LTS61K caracteriza un polipéptido aislado que incluye una LTA mutada que contiene un residuo de
aminoacido distinto de S, T y F en la posicion correspondiente a la posicion 61 de SEC ID N° 5. El residuo de
aminoacido de sustitucion puede ser D, E, H, I, K, L, N, P, Q, R, Y o W. Puede ser un aminoacido que existe de
forma natural o un aminoacido que existe de forma no natural, por ejemplo, un D-aminoacido o un [beta]-aminoacido.
En un ejemplo, la LTA tiene la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 2, 4, 8 0 10. Una LT que contiene esta LTA
mutada presenta toxicidad reducida, es decir, <10 veces la de una LT no mutada que contiene SEC ID N°: 5 en las
solicitudes de patente anteriormente identificadas.

Segun la presente invencion, se cultivd Haemophilus influenzae tipo B y se purificd su antigeno de polisacarido
capsular, polirribosil ribitol fosfato (PRP). EI PRP es lineal, tiene una carga negativa y es hidrofilo. El sacarido de
PRP de Hib con peso molecular 345 y férmula 10C,18H,110,1P se representa como en la Figura 2 de los dibujos.

PRP se conjuga sobre LTS61K por una reaccién de aminaciéon reductora quimica empleando relaciones molares
apropiadas de polisacarido PRP con respecto a proteina (LTS61K) que producen vacunas de conjugado. Los
intervalos de relaciones molares de PRP:LTS61K se muestran en la Tabla 1, a continuacién. Preferentemente, el
intervalo de relaciones molares de PRP:LTS61K esta entre aproximadamente 3:1 y aproximadamente 60:1, y mol
/mol de 104/PRP esta entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,4.

Tabla 1. Diferentes relaciones de la prueba de conjugacién de PRP/LTS61K

: 104/PRP i i ;
oty O | S0 | ontan i e | Tt | 0 e e

(m:m) (m/m) Colorimétrico ) (m/m)

0.5:1 3:1 0.1 42 2 semanas 0.059 0.68

1:1 6:1 0.1 42 2 semanas 0.099 1.14
1.5:1 9:1 0.1 42 2 semanas 0.13 1.5
2:1 28:1 0.2 17.5 2 semanas 0.21 (10/48) 3
3:1 42:1 0.2 17.5 2 semanas 0.23 3.2
4:1 56:1 0.2 17.5 2 semanas 0.24 3.4
3:1 42:1 0.2 17.5 3 semanas 0.21 29
3:1 42:1 0.2 17.5 4 semanas 0.35 4.9
31 42:1 0.2 17.5 5 semanas 0.33 4.6
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PRP:L 04/PRP Promedio Unidad . . |PRP/ Proteina
PRPLT Tetk | Unidad | oociida PRP (Ensayo | | CMPC 98 | PRP/Proteina | L 0
S61K (w:w) ] repetida o reaccion LTS61K (w/w)

(m:m) (m/m) Colorimétrico ) (m/m)

3:1 42:1 0.2 17.5 6 semanas 0.31 4.3

3:1 50:1 0.3 14.2 2 semanas 0.34 5.8

3:1 60:1 0.4 12.2 2 0.37(10/27) 7.4

: : . . semanas 0.5(10/20) .

Adicionalmente segun la presente invencién, una variedad de diferentes tipos de los antigenos de polisacarido
capsular bacteriano de Haemophilus influenzae tipo b y Streptococcus pneumoniae se conjugan quimicamente con
la proteina LTS61K por reacciones de aminacién reductora. Se emplearon una variedad de diferentes relaciones
molares de NalO4:PRP como se muestra en la Tabla 1, anteriormente, para oxidar polisacaridos para producir
longitudes cortas de polisacaridos con diferentes unidades de repeticion. Tras la apropiada relacion molar del
polisacarido reaccionado con LTS61K, se obtuvieron los productos de conjugado de polisacarido-LTS61K
satisfactoriamente conjugados y purificados. Los productos estuvieron en forma soluble y se evaluaron fisica y
guimicamente por SEC-HPLC, orcinol, SDS-PAGE, transferencia Western, IEF, actividad de unién a GM1, dicroismo
circular y ensayos fluorescentes para identificar la satisfactoria conjugacién quimica del antigeno de polisacarido y la
proteina transportadora LTS61K.

Ejemplo del procedimiento de preparacion de polisacarido conjugado con LTS61K:

Se ilustra una variedad de posibles procesos de conjugacion en la Figura 3 de los dibujos. Un diagrama de flujo
generalizado del proceso de aminacion reductora seleccionada segun la presente invencidbn se encuentra en
Glyconjugate J. 1989,6:489 y se reproduce como la Figura 4 de los dibujos.

Segun la presente invencién, se escinde un polisacarido por oxidacién con peryodato a fragmentos mas pequefios
para producir grupos terminales de aldehido. A partir de aqui, la conjugacion del polisacarido oxidado con la proteina
LTS61K se lleva a cabo por aminacién reductora. Mas especificamente, un ejemplo del proceso es el siguiente:

A. Activacion de polisacarido (oxidacion con peryodato): Se mezcla polirribosil ribitol fosfato nativo (PRP), que es
polisacarido capsular purificado de Haemophilus influenzae tipo b, en una cantidad de 5 mg/ml con peryodato (104’
0,3 00,6 0 1,2 mg/ml (relacion molar (m/m) de 104 con respecto a PRP = 0,1, 0,2, 0,4). Esta mezcla se dejé reposar
a 4 °C en la oscuridad durante 24 horas. A continuacion se afiadio glicerol para terminar la reaccién. El PRP oxidado
resultante se someti6 a dialisis contra ddH20 usando membrana de 3,5 K para eliminar las impurezas. El producto
resultante se esterilizé por filtracion con un filtro de 0,22 um. El procedimiento de oxidacién con peryodato
proporcioné la fragmentacion del polisacarido PRP en diferentes longitudes de cadena. El intervalo del niumero
promedio de unidades de repeticiéon de PRP fue aproximadamente 40 a 10.

B. Conjugaciéon de polisacarido-LTS61K: Preparacion del conjugado de PRP y LTS61K, mezcla de PRP oxidado
obtenido de antes, LTS61K purificado (que se desveld6 en las patentes obtenidas previas/presentadas) y
cianoborohidruro de sodio (NaBHsCN), en 10 mg/ml, 3 mg/ml y 10 mg/ml, respectivamente, la reaccién se llevo a
cabo durante 2 semanas a 4 °C en la oscuridad. La reaccion se terminé afiadiendo borohidruro de sodio NaBH4 para
extinguir los aldehidos sin reaccionar sobre PRP, la preparacién se dializé entonces contra ddH20 con membrana de
10 K.

C. Caracterizacion de los productos de LTS61K conjugados con polisacarido: Tras la apropiada relacion molar del
polisacarido reaccionado con LTS61K, se obtuvieron los productos del conjugado de polisacarido-LTS61K
satisfactoriamente conjugados y purificados. Los productos con forma soluble se evaluaron fisica, quimica y
biolégicamente por SEC-HPLC, orcinol, SDS-PAGE, transferencia Western, IEF, actividad de unién a GM1,
dicroismo circular y ensayos fluorescentes para confirmar la conjugacién quimica satisfactoria del antigeno de
polisacarido y la proteina transportadora LTS61K, relaciéon de polisacarido con respecto a la proteina LTS61K, y su
inmunogenicidad. La Figura 5 de los dibujos resume las condiciones de reaccion y ensayos empleados segun
ejemplificacion especifica de la presente invencion.

Ahora se hace referencia a las figuras de dibujos que se refieren a la confirmacion de estructura y pureza de los
conjugados y vacuna.

La Figura 6 muestra el perfil de elucién de HPLC-SEC-RI de PRP oxidado después del tratamiento con NalOa. Esta
figura ilustra el proceso de la invencion y los resultados son facilmente reproducibles.

La Figura 7 es un espectro de RMN de PRP oxidado. Esto confirma la formacién de grupos aldehido sobre PRP
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después de la oxidacién con peryodato.

La Figura 8 muestra espectros de CD de UV lejano que confirman que no hay diferencia en la estructura secundaria
entre muestras de LTS61K y conjugadas de PRP-LTS61K; y también espectros de fluorescencia que confirman que
no hay diferencia de la estructura terciaria max A entre muestras de LTS61K y conjugadas de PRP-LTS61K.

La Figura 9 muestra analisis de aminoacidos que confirman la conjugacion satisfactoria de PRP con LTS61K y la
formacién de un enlace covalente.

La Figura 10 muestra el analisis de transferencia Western por SDS-PAGE para confirmar la conjugacion covalente
entre PRP y LTS61K.

La Figura 11 muestra conjugados de PRP-LTS61K purificados analizados por IEF PAGE.
La Figura 12 muestra la transferencia Western IEF para confirmar la conjugacién covalente entre PRP y LTS61K.
La Figura 13 confirma la pureza de la vacuna de conjugado purificada mediante HPLC-SEC-UV-MALLS-RI.

La Figura 14 muestra los conjugados de PRP-LTS61K purificados analizados por IEF PAGE para confirmar la
pureza de la vacuna de conjugado purificada.

La Tabla 2, a continuacion, es el resultado de un ensayo de unién a GM1 que confirma que la proteina LTS61K
retuvo su actividad de union tras la conjugacion.

Tabla 2
0.2/2w PRP-LTS61K| 0.2/4w PRP-LTS61K| 0.4/2w PRP-LTS61K| 0.4/4w PRP-LTS61K
conjugado conjugado conjugado conjugado
GM1-actividad de | 5.19 x 10-10 477 x 10-10 423 x10°10 2.79 x 10-10
unién(unidad=M)

Estudios preclinicos en mamifero que muestran la eficacia de los conjugados de polisacarido-LTS61K:

Se inmunizaron intramuscularmente tres veces, a intervalos de dos semanas, conejos blancos de Nueva Zelanda
usando la dosis humana prevista del polisacarido, polisacarido mezclado con LTS61K o conjugado de polisacarido-
LTS6K para evaluar la potencia de las vacunas de conjugado. Ninguna de las preparaciones de vacuna contuvo
AIPO4 u otro adyuvante relacionado. Las respuestas inmunitarias de todas las vacunas se determinaron por ELISA
para detectar titulos de anti-lgG especifica de antigeno de polisacarido y ensayo bactericida en sueros para detectar
la actividad funcional de los anticuerpos. Los resultados del estudio indicaron que solo vacunas de polisacarido-
LTS61K satisfactoriamente conjugadas pudieron inducir mayores titulos de anticuerpos IgG especificos de
polisacarido y mayor actividad bactericida en sueros que el polisacarido solo, o polisacarido mezclado con LTS61K
solo. Los estudios de inmunogenicidad animal sugieren que la holotoxina de enterotoxina termolabil de E. coli
desintoxicada que incluye la proteina LTS61K es util como proteina transportadora de polisacarido para estimular
significativamente una respuesta inmunitaria especifica de antigenos de polisacarido.

Ahora se hace referencia a figuras adicionales de dibujos que se refieren a los resultados de los estudios en
mamifero iniciales.

La Figura 15 resume un estudio de inmunogenicidad de rata de conjugados de PRP de Hib-LTS61K de la presente
invencion.

La Figura 16 resume un estudio de inmunogenicidad de conejo de conjugados de PRP de Hib-LTS61K de la
presente invencion.

La Figura 17 ilustra los resultados de un estudio de inmunogenicidad de conejo de conjugados de PRP de Hib-
LTS61K de la presente invencion, resultados del ensayo de titulos bactericidas en sueros de conejo y titulos de Ab
anti-lgG de PRP. Solo los conjugados de PRP-LTS61K fueron capaces de inducir titulos de Ab anti-lgG de PRP. La
LTS61K afnadida adicional en los conjugados de PRP-LTS61K no potencio los Ab anti-IgG de PRP.

La Figura 18 ilustra informacion adicional sobre el estudio de inmunogenicidad de conejo.
La Figura 19 ilustra resultados de un estudio de inmunogenicidad de conejo de conjugados de PRP de Hib-LTS61K

de la presente invencién, resultados de los titulos bactericidas en sueros de conejo (BA) y titulos de Ab anti-IgG de
PRP (DO).
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Se realizaron estudios adicionales empleando los procedimientos y observando los resultados expuestos a
continuacion:

Se inmunizaron intramuscularmente tres veces y cuatro veces, a intervalos de dos semanas, conejos blancos de
Nueva Zelanda usando la dosis humana prevista del polisacarido, polisacarido mezclado con LTS61K y conjugado
de polisacarido-LTS61K para evaluar la potencia de las vacunas de conjugado. Ninguna de las preparaciones
contuvo AIPO4 u otro adyuvante relacionado. Las respuestas inmunitarias de todas las vacunas se determinaron por
ELISA para detectar titulos de anti-lgG especifica de antigeno de polisacarido y ensayo bactericida en sueros para
mostrar la actividad funcional de los anticuerpos anti-polisacarido. También se determinaron por ELISA las
respuestas de titulos de anti-IgG de LTS61K en suero y se usaron la induccién por AMPc de células Caco-2 in vitro 'y
el estudio de redondeo de la toxicidad de células suprarrenales Y-1 para determinar la capacidad neutralizante de Ab
anti-LTS61K en suero con LT no mutante. Se realizaron estudios in vivo de exposicion al asa ileal de conejo para
examinar la funcién de los anticuerpos anti-LTS61K. Los estudios de inmunogenicidad en animal sugieren que la
holotoxina de enterotoxina termolabil de E. coli desintoxicada que incluye proteina LTS61K es util como proteina
transportadora de polisacarido para estimular significativamente una respuesta especifica de antigenos de
polisacarido. LTS61K, ella misma, puede usarse como inmunogén, y, produce eficazmente anticuerpos contra LT no
mutante.

A. Estudios de inmunogenicidad de conejo. Inmunizacion de conejo intramuscular usando 10 ug de dosis de PRP,
con articulos de prueba que incluyen: PRP, PRP conjugado con LTS61K y PRP mezclado con LTS61K; se
administraron dos y tres refuerzos a intervalos bisemanales. Se recogieron muestras de sangre 14 dias después de
cada inmunizacion, y las muestras de suero recogidas se almacenaron a -80 °C hasta uso.

B. Anticuerpos anti-polisacarido y anti-LTS61K determinados por ELISA. Se recubrié conjugado de PRP-BSA sobre
la placa de 96 pocillos en la concentracion de PRP a 100 ng/pocillo para la determinacién de anticuerpos anti-PRP, y
se recubrieron con LTS61K a 250 ng/pocillo para la determinacién de anticuerpos anti-LTS61K. Las placas
recubiertas se incubaron durante 16 horas a 4 °C, y a continuacién se incubaron con 5% de leche desnatada como
tampoén de bloqueo durante una hora a 37 °C. Los sueros de los animales se probaron a partir de una dilucion de
1:50. Se midieron anticuerpos especificos usando una IgG de cabra anti-conejo conjugada con peroxidasa de
rabano picante incubada durante 1 hora a 37 °C, y los anticuerpos se revelaron afiadiendo sustrato de TMB
(tetrametilbencidina)-peroxidasa, y después de 10 minutos, la reaccién se terminé mediante la adiciéon de 12% de
H2S04 y la absorbancia se ley6 a DO (densidad 6ptica) 650-450 nm (longitud de onda de referencia 650 nm). Los
titulos de ELISA se expresaron como la inversa de la ultima dilucién que dio DO 450 = 0,5.

C. Ensayo bactericida en sueros. Se realizd la actividad bactericida mediada por el complemento dependiente de
anticuerpo para los titulos diluidos de suero que destruyeron mas del 50% de las colonias de Haemophilus
influenzae tipo b (Hib). Se pretrataron muestras de suero a 56 °C durante 30 minutos para inactivar el complemento
de suero de conejo. Se prepararon diluciones sucesivas dobles de las muestras de suero con volumen de 10 ul en
placas de fondo en U de 96 pocillos. A continuacion, se afiadieron 20 ul del cultivo de Hib diluido que se prepar6 en
1000 UFC/20 ul. Las mezclas se incubaron adicionalmente a 37 °C con 5% de CO:2 durante 15 minutos, y se
afiadieron 50 ul de 1:1 de complemento de conejo bebé diluido en tampon de Hanks a cada pocillo, y la mezcla se
incubd a 37 °C con 5% de CO:2 durante 60 minutos. Se sembraron 5 ul de la mezcla afiadida con complemento de
conejo bebé en las placas de agar de chocolate, y las placas se incubaron a 37 °C con 5% de CO: durante 16 horas.
Se contaron las unidades formadoras de colonias de Hib y se determinaron los titulos de diluciéon de sueros que
destruyeron mas del 50% de las colonias de Hib. Todas las muestras de suero se comparan con el niumero reciproco
de titulos de dilucion en graficas.

D. Se realizé induccién del estudio de AMPc en células Caco-2 por LT no mutante neutralizada con anticuerpo anti-
suero de LTSB61K de conejo, usando un kit EIA de AMP ciclico (AMPc) (Enzo Life Science). Se incubaron diez
nanogramos de LT no mutante con 150 ul de anti-suero de conejo de LTS61K (dilucion 1:100) a temperatura
ambiente. Después de una hora de incubacion, la mezcla se afadi6 a la placa de células Caco-2 (5x10*
célula/pocillo) y las células Caco-2 se incubaron adicionalmente a 37 °C con 5% de CO:2 durante 2 horas. A
continuacion, las células se lavaron con PBS y se lisaron con HCI 0,1 M (200 ul por pocillo), y se neutralizaron con
NaOH 0,1 M. Los productos de la lisis celular se recogieron por centrifugacién a 660 x g durante 10 min a
temperatura ambiente. Las suspensiones resultantes se ensayaron para niveles de AMPc intracelular utilizando el kit
de EIA comercial.

E. Se examiné el estudio de neutralizacién de LT no mutante con diluciones importantes de anti-suero de LTS61K de
conejo sobre células de tumor suprarrenal de ratén Y-1. Para el ensayo de células Y-1, se premezclaron diluciones
dobles sucesivas de sueros de conejo 50X, 100X a 102, 400X con LT no mutante 10° ug (que es la CE50, que es la
concentracion de toxina de LT no mutante para producir mas del 50% de redondeo de células sobre células
suprarrenales Y-1), tras la mezcla se afadieron a célula suprarrenal Y-1, 5 x 10* células/pocillo. Las células se
observaron para cambios morfologicos (redondeo de células) después de 24 horas de incubacién.

F. Estudio de acumulacién de fluido en el asa ileal de conejo: La neutralizacién del anticuerpo de conejo anti-suero
de LTS61K contra la LT no mutante se realizé en el ensayo de asa ileal de conejo. Se hicieron asas ileales de conejo
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con segmentos de 5,5 cm sobre los conejos después de ser inmunizados con PRP o PRP conjugado con LTS61K o
PRP mezclado con LTS61K. Se administraron LT no mutantes en los intervalos de concentracion de 0,01 a 1 ug a
cada animal del estudio; la cantidad de fluido acumulado en cada segmento se midi6 después de 18 horas.

Resultados del efecto de inmunogenicidad del polisacarido conjugado con LTS61K: estudios preclinicos en mamifero
gue muestran la eficacia de los conjugados de polisacarido-LTS61K

Los resultados del estudio se describen a continuacion con referencia a las Figuras 20 a 23 de los dibujos y las
Tablas 3 a 5.

Se determinaron anticuerpos para PRP y para LTS61K por ELISA. Los resultados de inmunogenicidad en conejos se
mostraron en la Figura 20; solo los conejos administrados con tres inyecciones de conjugados de PRP-LTS61K
provocan altos titulos de anticuerpos anti-IgG de PRP y fueron 1000 veces superiores a PRP o PRP mezclado con
LTS61K. La principal inmunoglobulina inducida por la vacuna de conjugado de PRP-LTS61K fue IgG. La presencia
de alto titulo de anticuerpo anti-lgG de LTS61K no interfirié con la respuesta inmunitaria de Ab anti-IgG de PRP.

En la Figura 20, que muestra el ELISA de inmunogenicidad de conejo de los resultados de las respuestas de
anticuerpos anti-PRP y anti-LTS61K, todos los animales recibieron un total de tres dosis intramusculares cada una
de 10 ug de PRP conjugado a intervalos de 2 semanas. Se recogieron sueros y se ensayaron una semana después
de la dosis 1 (1WPD1), una semana después de la dosis 2 (1WPD2) y dos semanas después de la dosis 3 (2WPD3)
como se representa en la Figura 20.

El potencial protector de los anticuerpos anti-PRP inducido por los conjugados se evalud probando la actividad
bactericida de los sueros de conejo. Los titulos bactericidas se determinaron contra la cepa Eagen de Haemophilus
influenzae tipo b (Hib), los datos se presentaron como la inversa de la dilucion del suero que destruyé mas del 50%
de las colonias de Hib. La Figura 21 muestra que los conejos después de inmunizacién intramuscular de tres veces,
a intervalos de dos semanas, en PRP 10 ug por dosis, los titulos de Ab anti-lgG de PRP y bactericidas fueron
similares en los tres lotes de conjugados de PRP-LTS61K preparados internamente, con las unidades de repeticion
promedio de PRP conjugado en 40 o 10, y las dosis de conjugados de PRP-LTS61K 10 ug/48 ug a 10 ug/30 ug por
dosis. Mientras tanto, PRP y PRP mezclado con sueros de conejos inmunizados con LTS61K fueron incapaces de
destruir Hib bacteriano, cuyos titulos reciprocos <2, y tampoco pudieron provocar anticuerpos anti-lgG de PRP. Solo
los conjugados de PRP-LTS61K satisfactorios tienen un efecto bactericida con los altos titulos de anticuerpos anti-
PRP.

La Figura 21 muestra el ensayo bactericida en sueros de conejo y respuestas de anticuerpos anti-lgG de PRP
después de que los conejos recibieran tres dosis intramusculares cada uno de 10 ug de PRP conjugado a intervalos
de 2 semanas. Los sueros probados se recogieron en el dia 43, dos semanas después de la dosis 3.

Se realizé un estudio de refuerzo en conejos después de recibir una inmunizacién triple primaria de los conjugados
de PRP-LTS61K. Los resultados se resumen en la Figura 22, que demostraron que los titulos bactericidas y los
titulos de anticuerpos anti-lgG de PRP disminuyeron gradualmente con el tiempo, aunque 6WPD3 (6 semanas
después de la dosis 3) los titulos bactericidas en sueros de conejo fueron mas bajos que en los sueros de conejo
2WPD3, los anticuerpos de conejo anti-lgG de PRP de sueros y los titulos bactericidas pudieron potenciarse
eficazmente después de una dosis posterior de conjugados de PRP-LTS61K. Sin embargo, estos fenomenos no
pudieron observarse en PRP o PRP mezclado con conejos inmunizados con LTS61K.

Con respecto a la Figura 22, los conejos se inmunizaron con diferentes relaciones de conjugados de PRP-LTS61K.
Se obtuvieron sueros en diferentes momentos, y se realizaron ensayos de Ab anti-lgG de PRP de ELISA y
bactericidas. Los resultados demuestran correlaciones entre los anticuerpos anti-lgG de PRP de suero y las
actividades bactericidas en suero, y que una 42 inmunizacién en conejos con conjugados de PRP-LTS61K refuerza
eficazmente los Ab anti-PRP.

La Tabla 3 muestra que la toxina LT no mutante a 10 ng fue incapaz de estimular un aumento de la liberacién
intracelular de los niveles de AMPc en células Caco-2, solo cuando los sueros de conejo con altos anticuerpos anti-
LTS61K; aquellos fueron conjugados de PRP-LTS61K y PRP mezclado con sueros de conejos inmunizados con
LTS61K. A diferencia, los sueros de conejo obtenidos de conejos inmunizados con PRP no previnieron que LT no
mutante aumentara los niveles de AMPc en células Caco-2.
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Tabla 3: Induccion del estudio de AMPc en células Caco-2 por LT no mutante neutralizada con anticuerpo de conejo
anti-suero de LTS61K.

Muestras Conejo inmunizado PRP/LTS61K (ug/ug) | cAMP (pmol/mL)
PRP-LTS61K conjugado 10/45 3.36
PRP-LTS61K conjugado 10/53 2.68

PRP mezclado con LTS61K 10+45 3.31

PRP 10 19.1

Control positivo wt LT 10 ng - 30.89

Control negativo PBS - 3.09

Se realizé un estudio de neutralizacion de LT no mutante con diluciones sucesivas de conejo anti-suero de LTS61K
en células tumorales suprarrenales de raton Y-1. Los resultados en la Tabla 4 demuestran que solo aquellos sueros
de conejo presentes con los anticuerpos anti-LTS61K neutralizan eficazmente la toxicidad de LT no mutante, que se
produjo en conjugados de PRP-LT61K y PRP mezclado con sueros de conejos inmunizados con LTS61K, pero no
en sueros de conejos inmunizados con PRP.

Tabla 4: Estudio de neutralizacion

PRP 10 No neutralizacién

Muestras Conejo inmunizado PRP/LTS61K titulo Y-1 neutralizacion célula adrenal
(ug/ug)

PRP-LTS61K conjugado 10/45 3200 X

PRP-LTS61K conjugado 10/53 3200 X

PRP mezclado con LTS61K | 10+45 3200 X

Los datos en la Tabla 5 muestran que a la concentracion de 0,01 ug por segmento de 5,5 cm del asa ileal la
acumulacion de fluido de LT no mutante se indujo en el conejo sin anticuerpos anti-LTS61K; sin embargo, en el
conejo con anticuerpos anti-LTS61K, no hubo acumulacion de fluido. Estos resultados confirman aquellos
previamente obtenidos de la induccion por AMPc de Caco-2 in vifro y estudios de neutralizacion de células
suprarrenales Y-1, que los anticuerpos anti-LTS61K del suero pueden neutralizar LT no mutante. Se observaron
lesiones hemorragicas graves en la mucosa del ileon en el conejo sin Ab anti-LTS61K administrado con LT no
mutante en 0,5y 1,0 ug por segmento.

Tabla 5: Estudio de acumulacién de fluido en el asa ileal de conejo.

Conejo sin anti-LTS61K Ab | Conejo N°1 con anti-LTS61K Ab | Conejo N°2 con anti-LT Ab
Dosis LT Tipo | Acumulacion de | Lesiones | Acumulacion de Lesiones en |Acumulacién de| Lesiones en
salvaje fluido en mucosa fluido mucosa del fluido mucosa del
(ug/segmento) | (mL/segmento)* |del ileon**| (mL/segmento) ileon (mL/segmento) ileon
0 0.0 - 0.0 - 0.0 -
0.01 4.95 - 0.0 - 0.0 -
0.1 8.8 + 0.0 - 4.4 -
0.5 10.45 ++ No finalizada No finalizada 11.0 -
1 12.1 4+ 11.0 + 11.0 -

* La acumulacién de liquido se mide en cada segmento de 5,5 cm del asa ileal de conejo.

** Lesiones hemorragicas severas en la mucosa del ileon se observaron en el conejo sin anti-LTS61K Ab
administrando LT tipo salvaje en dosis de 0,5y 1,0 ug por segmento.
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Los resultados de un estudio de inmunogenicidad de animal como un ejemplo de serotipo 14 de polisacarido
neumocécico conjugado covalentemente con LTS61K se muestran en la Figura 23. Los titulos de anticuerpos para
PNPS serotipo 14 se determinaron por ELISA. Las muestras fueron conjugados de PNPS 14-LTS61K con unidades
de repeticion promedio de PS de 94 o 40, PNPS 14 solo, PNPS 14 mezclado con LTS61K, y PBS. Solo los
productos conjugados fueron capaces de inducir altos anticuerpos anti-lgG de PNPS 14. La presencia del adyuvante
quimico, hidroxido de aluminio, durante el programa de inmunizaciéon no benefici6 o mejord significativamente los
anticuerpos anti-PNPS 14.

La Figura 23 muestra la inmunogenicidad en ratones en conjugados de PS neumocoécico serotipo 14-LTS61K. Solo

los animales administrados con conjugados de PNPS 14-LTS61K provocan altos titulos de anticuerpos anti-lgG de
PS y fueron 500 veces superiores a PNPS 14 o PNPS14 mezclado con LTS61K.

10
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Reivindicaciones

1. Un conjugado covalente de un polisacarido y una enterotoxina termolabil (LT) de E. coli desintoxicada, en el que la
LT es una holotoxina y es una proteina mutante LTS61K que tiene una sustitucién de lisina en la posicion
correspondiente a la posicion 61 de SEC ID N°: 5.

2. El conjugado covalente de la reivindicacion 1, en el que el polisacarido es polirribosil ribitol fosfato (PRP).

3. Una vacuna que comprende un conjugado covalente purificado de la reivindicacion 1 o 2.

4. Uso de un conjugado covalente purificado de la reivindicacién 1 o 2 en la fabricacién de un medicamento para
proteger o inmunizar mamiferos de los efectos de bacterias infecciosas.

5. Un método de preparacién de un conjugado covalente de la reivindicacion 1 o 2 que comprende oxidacion con
peryodato del polisacarido, seguido de aminaciéon reductora del polisacarido resultante y la proteina mutante
LTS61K, y aislamiento del conjugado resultante.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que el polisacarido es PRP.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que el intervalo de relaciones molares de PRP:LT esta entre
aproximadamente 3:1 y aproximadamente 60:1.

8. Uso de un conjugado covalente purificado de la reivindicaciéon 1 o 2 en la fabricacion de un medicamento para
proteger o inmunizar mamiferos de los efectos de la diarrea del viajero.

9. Uso de un conjugado covalente purificado de la reivindicacion 1 o 2 en la fabricacion de un medicamento para
proteger o inmunizar mamiferos de los efectos de la diarrea de E. coli enterotoxigénica.

10. Uso de un conjugado covalente purificado de la reivindicacién 1 o 2 en la fabricacion de un medicamento para
proteger o inmunizar mamiferos de la infeccion de Haemophilus influenzae o Streptococcus pneumoniae.

11
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