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DESCRIPCION
Vacunas de matriz de proteina y métodos de preparacion y administracion de tales vacunas
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La invencidon se refiere a composiciones de vacuna, métodos de preparacion de vacunas, y métodos de
administracion de vacunas.

Muchos antigenos, particularmente aquellos asociados a una capa de la capsula del patégeno, estimulan poca o
ninguna respuesta inmunitaria y complican los esfuerzos para crear vacunas eficaces contra aquellos antigenos. Las
capsulas son componentes superficiales de los microbios que normalmente estan compuestas de polimeros de
compuestos organicos tales como hidratos de carbono, aminoacidos o alcoholes. Las capsulas son bastante
diversas quimicamente. Las unidades monoméricas que constituyen las capsulas (por ejemplo, hidratos de carbono)
pueden unirse en diversas configuraciones moleculares y pueden sustituirse adicionalmente con fosfato, nitrégeno,
sulfato, y otras modificaciones quimicas. Estas variaciones quimicas permiten que las capsulas presenten
numerosas dianas antigénicas sobre la superficie microbiana, permitiendo asi el escape del sistema inmunitario del
hospedador dirigido a estas dianas. Las capsulas también pueden ser factores de virulencia que previenen que los
microbios sean fagocitados y destruidos por macréfagos del hospedador y leucocitos polimorfonucleares.
Anticuerpos contra las capsulas proporcionan una potente defensa contra organismos encapsulados fijando el
complemento a la superficie microbiana, que puede producir su lisis o su opsonizacioén, captacion, y destruccion por
células inmunitarias fagociticas del hospedador. Los anticuerpos mas potentes contra las capsulas son anticuerpos
IgG. Las capsulas que dejan de inducir niveles significativos de 1gG se llaman antigenos independientes de T. El
acoplamiento covalente de una proteina a la capsula las hace "dependientes de T" y tales antigenos pueden
provocar una respuesta de IgG.

Akagi et al. (Journal of Controlled Release 108 (2005) 226-236) describen la preparacion y caracterizacion de
nanoparticulas biodegradables basadas en poli(acido gamma-glutamico) con L-fenilalanina como transportador de
proteina.

Bergquist et al. (APMIS 106:800-806, 1998) describen respuestas de anticuerpos en suero y pulmén a inmunizacion
intranasal con polisacarido de Hemophilus influenza tipo b conjugado con la subunidad B de la toxina del cdlera y
toxoide tetanico.

Existe una necesidad de vacunas seguras, sintéticamente accesibles, rentables, dirigidas a la capsula y otros
antigenos independientes de T que no provoquen fuertes respuestas inmunitarias o anticuerpo IgG. Tales vacunas
se necesitan para proteger contra diversas enfermedades infecciosas tales como infeccion por carbunco,
neumococos, gripe de tipo B, meningococos y estreptococos.

SUMARIO DE LA INVENCION
La invencion se define por las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a composiciones de vacuna que contienen un antigeno de interés atrapado con una
proteina transportadora en un complejo, métodos de preparacion de tales vacunas, y métodos de administracion de
vacunas.

Por consiguiente, en el primer aspecto, la divulgacion caracteriza una composicion de vacuna que contiene un
antigeno de interés y una proteina transportadora, donde (i) no mas del 50% del antigeno de interés esta reticulado
con la proteina transportadora y (ii) donde el antigeno es atrapado con la proteina transportadora para formar un
complejo.

En realizaciones deseables del primer aspecto de la divulgacion, el complejo tiene un diametro de entre 10 nm y
100 pm. En realizaciones mas deseables del primer aspecto de la divulgacion, el complejo tiene un diametro de
aproximadamente 100 nm a 100 ym. En aun realizaciones mas deseables del primer aspecto de la divulgacion, el
complejo tiene un diametro de aproximadamente 100 nm a 10 pm.

En otras realizaciones deseables del primer aspecto de la divulgacion, el complejo, cuando se administra a un
mamifero, provoca una respuesta inmunitaria dependiente de linfocitos T en el mamifero.

En realizaciones deseables adicionales del primer aspecto de la invencion, la relacion molar del antigeno con
respecto a la proteina transportadora esta entre 1 a 10 y 10 a 1. Deseablemente, la proteina transportadora es un
multimero, por ejemplo, un multimero que incluye al menos 5 subunidades. En otras realizaciones deseables, el
multimero es a homomultimero.

En realizaciones deseables adicionales del primer aspecto de la invenciéon, la proteina transportadora esta
covalentemente unida a al menos otra proteina transportadora. Deseablemente, el enlace covalente contiene un
enlace peptidico entre un grupo amino primario de una cadena lateral de lisina y un grupo carboxi de una cadena
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lateral de aspartato o glutamato. En otras realizaciones deseables, el enlace covalente incluye un compuesto de
férmula

CHO

Rl—CHo,

donde R, es un alquilo lineal o ramificado de 1 a 12 atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1 a
12 atomos, un alqueno lineal o ramificado de 2 a 12 atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 12
atomos de carbono, un resto aromatico de 5 a 10 atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, -
(CH2CH20){CH2CH2- en la que q es 1 a 4. En realizaciones deseables adicionales, el enlace covalente contiene
glutaraldehido, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida, o bencidina bis-biazotizada. En adn
otras realizaciones deseables, el enlace covalente contiene un reticulante bifuncional. Deseablemente, el reticulante
bifuncional es glutaraldehido, bis[sulfosuccinimidil]suberato, o adipimidato de dimetilo.

En otras realizaciones deseables del primer aspecto de la invencion, las proteinas transportadoras estan unidas no
covalentemente. En realizaciones deseables, el enlace no covalente implica una interaccién hidréfoba, interaccion
idnica, interaccion de van der Waals, o enlace de hidrogeno.

En realizaciones deseables adicionales del primer aspecto de la invencion, la proteina transportadora es toxina
diftérica o un mutante de la misma, toxoide diftérico, toxina tetanica o un mutante de la misma, toxoide tetanico,
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa o un mutante de la misma, subunidad B de la toxina del cdlera, fragmento
C de la toxina tetanica, flagelina bacteriana (por ejemplo, proteina flagelina de Vibrio cholerae), neumolisina, una
proteina de la membrana externa de Neisseria meningitidis, proteina Hcp1 de Pseudomonas aeruginosa,
enterotoxina labil al calor de Escherichia coli, toxina de tipo Shiga (por ejemplo, proteina SltB2 de Shigella), proteina
LTB humana, neumolisina, listeriolisina O (o proteinas relacionadas), un extracto de proteina de células bacterianas
completas (por ejemplo, células de Pseudomonas aeruginosa o estreptocdcicas), el mutante negativo dominante
(DNI) del antigeno protector de Bacillus anthracis, o beta-galactosidasa de Escherichia coli. En realizaciones
particularmente deseables, la proteina transportadora es neumolisinag, listeriolisina O, toxina diftérica, toxoide
diftérico, toxina tetanica, o toxoide tetanico.

Segun las reivindicaciones, el antigeno de interés es un polisacarido, un polialcohol, o un homopolimero de
poliaminoacido. Deseablemente, el polisacarido contiene al menos 18 restos. En otras realizaciones deseables, el
polisacarido es un polisacarido de Streptococcus pneumoniae, polisacarido de Francisella tularensis, polisacarido de
Bacillus anthracis, polisacarido de Haemophilus influenzae, polisacarido de Salmonella typhi, polisacarido de
especies de Salmonella, polisacarido de Shigella, o polisacarido de Neisseria meningitidis. En realizaciones
particularmente deseables, el polisacarido de Streptococcus pneumoniae es uno cualquiera de tipo capsular 1-48,
por ejemplo, 3, 4, 6B, 7A, 7B, 7C, 7F, 9A, 9L, 9N, 9V, 12A, 12B, 12F, 14, 15A, 15B, 15C, 15F, 17, 18B, 18C, 19F,
23F, 25A, 25F, 33F, 35, 37, 38, 44 o 46. En otras realizaciones particularmente deseables, el polisacarido de
Francisella tularensis es el antigeno O.

En realizaciones deseables adicionales del primer aspecto de la invencion, el antigeno de interés como se reivindica
es un polimero capsular microbiano. Deseablemente, el polimero capsular microbiano es acido poli-gamma-D-
glutamico de Bacillus anthracis.

En otras realizaciones deseables del primer aspecto de la divulgacion, el antigeno de interés es un polimero
organico que consiste en mondémeros que tienen al menos tres atomos, donde cada uno de los atomos esta
seleccionado independientemente de carbono, oxigeno, hidrégeno, fosfato, nitrégeno y sulfato. Deseablemente, el
polimero organico deriva de un microbio. En otras realizaciones deseables, el polimero organico no se produce en la
naturaleza.

En realizaciones deseables adicionales, la composicion de vacuna obtenida por el método reivindicado incluye
ademas un segundo antigeno de interés. Deseablemente, la composicién de vacuna incluye ademas un tercer
antigeno de interés.

En el segundo aspecto, la invencién caracteriza un método de preparacion de una composicion de vacuna. Este
método implica (i) mezclar un antigeno de interés con una proteina transportadora para formar una mezcla del
antigeno y la proteina transportadora y (ii) atrapar el antigeno de interés con la proteina transportadora, donde no
mas del 50 % del antigeno de interés esta reticulado con la proteina transportadora en la composicién de vacuna.

En realizaciones deseables del segundo aspecto de la invencion, la composicion de vacuna incluye ademas un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otras realizaciones deseables del segundo aspecto de la invencion, el atrapamiento implica precipitar el antigeno
y la proteina transportadora de la mezcla. Deseablemente, la precipitacion implica un cambio en pH de la mezcla,
afadir acido tricloroacético (TCA) o sulfato de amonio a la mezcla, cambiar la fuerza i6nica de la mezcla
aumentando o disminuyendo la concentracion inorganica de sales de la mezcla, calentar la mezcla para hacer que
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coagulen la proteina transportadora y/o el antigeno, o irradiar la mezcla con flujo suficiente de radiacion ionizante
para producir la reticulacion.

En realizaciones deseables del segundo aspecto de la invencion, la relacion molar del antigeno con respecto a la
proteina transportadora esta entre 1 a 10 y 9 a 10 en la composicion de vacuna.

En realizaciones deseables adicionales del segundo aspecto de la invencion, la proteina transportadora es un
multimero. Deseablemente, el multimero contiene al menos 5 subunidades. En otras realizaciones deseables, el
multimero es un homomultimero.

En realizaciones deseables adicionales del segundo aspecto de la invencion, las proteinas transportadoras estan
unidas no covalentemente. Deseablemente, el enlace no covalente implica una interaccion hidréfoba, interaccion
idnica, interaccion de van der Waals, o enlace de hidrogeno.

En realizaciones deseables adicionales del segundo aspecto de la invencion, la proteina transportadora es toxina
diftérica o un mutante de la misma, toxoide diftérico, toxina tetanica o un mutante de la misma, toxoide tetanico,
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa o un mutante de la misma, subunidad B de la toxina del cdlera, fragmento
C de la toxina tetanica, flagelina bacteriana (por ejemplo, proteina flagelina de Vibrio cholerae), neumolisina,
listeriolisina O, una proteina de la membrana externa de Neisseria meningitidis, proteina Hcp1 de Pseudomonas
aeruginosa, enterotoxina labil al calor de Escherichia coli, toxina de tipo Shiga (proteina SItB2 de Shigella), proteina
LTB humana, un extracto de proteina de células bacterianas completas (por ejemplo, células de Pseudomonas
aeruginosa o estreptococicas), el mutante negativo dominante (DNI) del antigeno protector de Bacillus anthracis, o
beta-galactosidasa de Escherichia coli. En realizaciones particularmente deseables, la proteina transportadora es
neumolisina, listeriolisina O, toxina diftérica, toxoide diftérico, toxina tetanica, o toxoide tetanico.

En otras realizaciones deseables del segundo aspecto de la invencion, el antigeno de interés es un polisacarido, un
polialcohol, o un poliaminoacido. Deseablemente, el polisacarido contiene al menos 18 restos. En otras realizaciones
deseables, el polisacarido es un polisacarido de Streptococcus pneumoniae, polisacarido de Francisella tularensis,
polisacarido de Bacillus anthracis, polisacarido de Haemophilus influenzae, polisacarido de Salmonella typhi,
polisacaridos de especies de Shigella, polisacaridos de especies de Salmonella, o polisacarido de Neisseria
meningitidis. En realizaciones particularmente deseables, el polisacarido de Streptococcus pneumoniae es uno
cualquiera del tipo capsular 1-48, por ejemplo, 3, 4, 6B, 7A, 7B, 7C, 7F, 9A, 9L, 9N, 9V, 12A, 12B, 12F, 14, 15A, 15B,
15C, 15F, 17, 18B, 18C, 19F, 23F, 25A, 25F, 33F, 35, 37, 38, 44 o 46. En otras realizaciones particularmente
deseables, el polisacarido de Francisella tularensis es el antigeno O.

En realizaciones deseables adicionales del segundo aspecto de la invencion, el antigeno de interés como se
reivindica es un polimero capsular microbiano. Deseablemente, el polimero capsular microbiano es acido poli-
gamma-D-glutamico de Bacillus anthracis.

Deseablemente, el antigeno de interés deriva de un microbio. En otras realizaciones deseables, el antigeno de
interés no se produce en la naturaleza.

En realizaciones deseables adicionales del segundo aspecto de la invencion, la mezcla en la etapa (i) implica un
segundo antigeno de interés o incluso un tercer antigeno de interés.

En el tercer aspecto, la invencion caracteriza otro método de preparacion de una composicion de vacuna. Este
método implica (i) mezclar un antigeno de interés con una proteina transportadora y (ii) afadir un conector que
reticule la proteina transportadora, donde no mas del 50% del antigeno de interés esta reticulado con la proteina
transportadora en la composicién de vacuna.

En realizaciones deseables del tercer aspecto de la invencién, la composicion de vacuna adicional incluye un
excipiente farmacéuticamente aceptable. En otras realizaciones deseables del tercer aspecto de la invencion, la
relacion molar del antigeno con respecto a la proteina transportadora esta entre 1 a 10 y 10 a 1 en la composicion de
vacuna. En realizaciones deseables adicionales del tercer aspecto de la invencién, la proteina transportadora es un
multimero. Deseablemente, el multimero contiene al menos 5 subunidades. En otras realizaciones deseables, el
multimero es un homomultimero.

En realizaciones deseables adicionales del tercer aspecto de la invencion, el método implica reducir una base de
Schiff en la proteina transportadora. En aun realizaciones deseables adicionales del tercer aspecto de la invencion,
la proteina transportadora esta unida covalentemente a al menos otra proteina transportadora. Deseablemente, el
enlace covalente implica un enlace peptidico entre un grupo amino primario de una cadena lateral de lisina y un
grupo carboxi de una cadena lateral de aspartato o glutamato. En otras realizaciones deseables, el enlace covalente
implica un reticulante bifuncional. Deseablemente, el reticulante bifuncional es glutaraldehido,
bis[sulfosuccinimidil]suberato, o adipimidato de dimetilo.

En realizaciones deseables adicionales del tercer aspecto de la invencion, el conector es un compuesto de férmula
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CHO

er,—CHO,

donde R, es un alquilo lineal o ramificado de 1 a 12 atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1 a
12 atomos, un alqueno lineal o ramificado de 2 a 12 atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 12
atomos de carbono, un resto aromatico de 5 a 10 atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, -
(CH2CH20)qCH2CH2-enlaque ges 1 a 4.

En otras realizaciones deseables del tercer aspecto de la invencion, el conector es glutaraldehido, éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida, o bencidina bis-biazotizada.

En realizaciones deseables adicionales del tercer aspecto de la invencion, la proteina transportadora es toxina
diftérica o un mutante de la misma, toxoide diftérico, toxina tetanica o un mutante de la misma, toxoide tetanico,
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa o un mutante de la misma, subunidad B de la toxina del cdlera, fragmento
C de la toxina tetanica, flagelina bacteriana (proteina flagelina de Vibrio cholerae), neumolisina, listeriolisina O, una
proteina de la membrana externa de Neisseria meningitidis, proteina Hcp1 de Pseudomonas aeruginosa,
enterotoxina labil al calor de Escherichia coli, toxina de tipo Shiga (proteina SltB2 de Shigella), proteina LTB
humana, un extracto de proteina de células bacterianas completas (células de Pseudomonas aeruginosa o
estreptocdcicas), el mutante negativo dominante (DNI) del antigeno protector de Bacillus anthracis, o beta-
galactosidasa de Escherichia coli.

En realizaciones deseables adicionales del tercer aspecto de la invencion, el antigeno de interés es un polisacarido,
un polialcohol, o un poliaminoacido. Deseablemente, el polisacarido contiene al menos 18 restos. En ofras
realizaciones deseables, el polisacarido es un polisacarido de Streptococcus pneumoniae, polisacarido de
Francisella tularensis, polisacarido de Bacillus anthracis, polisacarido de Haemophilus influenzae, polisacarido de
Salmonella typhi, polisacaridos de especies de Shigella, polisacaridos de especies de Salmonella, o polisacarido de
Neisseria meningitidis. En realizaciones particularmente deseables, el polisacarido de Streptococcus pneumoniae es
uno cualquiera del tipo capsular 1-48, por ejemplo, 3, 4, 6B, 7A, 7B, 7C, 7F, 9A, 9L, 9N, 9V, 12A, 12B, 12F, 14, 15A,
15B, 15C, 15F, 17, 18B, 18C, 19F, 23F, 25A, 25F, 33F, 35, 37, 38, 44 o0 46. En otras realizaciones particularmente
deseables, el polisacarido de Francisella tularensis es el antigeno O.

En otras realizaciones deseables del tercer aspecto de la invencion, el antigeno de interés es un polimero capsular
microbiano como se reivindica. Deseablemente, el polimero capsular microbiano es acido poli-gamma-D-glutamico
de Bacillus anthracis.

Deseablemente, el antigeno de interés deriva de un microbio. En realizaciones deseables adicionales, el antigeno de
interés no se produce en la naturaleza.

En realizaciones deseables adicionales del tercer aspecto de la invencién, la mezcla en la etapa (i) implica un
segundo antigeno de interés o incluso un tercer antigeno de interés.

En el cuarto aspecto, la divulgacion caracteriza un método de vacunacién de un sujeto contra un agente infeccioso.
Este método implica administrar una composicion de vacuna del primer aspecto de la invencion a un sujeto en una
cantidad suficiente para inducir la produccion de anticuerpos en el sujeto. En realizaciones deseables del cuarto
aspecto de la invencion, el método implica una segunda etapa de administracion donde la composicion de vacuna
del primer aspecto de la invencién se administra al sujeto en una cantidad suficiente para reforzar la produccion de
anticuerpos en el sujeto. Deseablemente, en el cuarto aspecto de la invencién, la produccion de anticuerpos es
dependiente de linfocitos T. En otras realizaciones deseables del cuarto aspecto de la invencion, la produccién de
anticuerpos es suficiente para prevenir o reducir la infeccidn del sujeto por un agente infeccioso. Deseablemente, el
agente infeccioso es neumococo, meningococo, Haemophilus influenzae tipo B, Pseudomonas aeruginosa,
Francisella tularensis, especie de Shigella, especie de Salmonella, especies de Acinetobacter, especie de
Burkholderia, o Escherichia coli.

En otras realizaciones deseables del cuarto aspecto de la divulgacion, el método implica una segunda etapa de
administracion donde una segunda composicidon de vacuna que contiene un antigeno de interés se proporciona al
sujeto en una cantidad suficiente para reforzar la produccidon de anticuerpos en el sujeto. Deseablemente, la
produccion de anticuerpos es suficiente para prevenir o reducir la infeccion del sujeto por un segundo agente
infeccioso.

En realizaciones deseables del cuarto aspecto de la divulgacion, los anticuerpos son anticuerpos IgG. En una
realizacion deseable adicional del cuarto aspecto de la invencion, el sujeto es un ser humano.

En realizaciones deseables de uno cualquiera de los aspectos de la invencion, el polisacarido de Streptococcus
pneumoniae es uno de los tipos capsulares descritas en Kong et al. (J. Med. Microbiol. 54:35-356, 2005). Por
ejemplo, el tipo capsular de polisacarido de Streptococcus pneumoniae deseablemente es 1 (por ejemplo, 1-g 0 1-q),
2 (por ejemplo, 2-g, 2-q, 0 2-41A), 3 (por ejemplo, 3-g, 3-q, 3-c, 0 3-nz), 4, 5 (por ejemplo, 5-q, 5-c, 5-qap, o 5-g), 6A
(por ejemplo, 6A-g, 6A-c1, 6A-c2, 6A-n, 6A-qap, 6A-6B-g, 6A-6B-q, o 6A-6B-s), 6B (por ejemplo, 6B-c, 6A-6B-g, 6A-
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6B-q, o 6A-6B-s), 7F (por ejemplo, 7F-7A), 7A (por ejemplo, 7A-cn o 7F-7A), 7B (por ejemplo, 7B-40), 7C (por
ejemplo, 7C-19C-24B), 8 (por ejemplo, 8-g o 8-s), 9A (por ejemplo, 9A-9V), 9L, 9N, 9V (por ejemplo, 9A-9V), 9V y
14, 10F (por ejemplo, 10F-q, 10F-ca, o 10F-10C), 10A (por ejemplo, 10A-17A o 10A-23F), 10B (por ejemplo, 10B-
10C), 11F, 11A (por ejemplo, 11A-nz o 11A-11D-18F), 11B (por ejemplo, 11B-11C), 11C (por ejemplo, 11B-11C o
11C-cn), 11D (por ejemplo, 11A-11D-18F), 12F (por ejemplo, 12F-q o0 12F-12A-12B), 12A (por ejemplo, 12A-cn, 12A-
46, o 12F-12A-12B), 12B (por ejemplo, 12F-12A-12B), 13 (por ejemplo, 13-20), 14 (por ejemplo, 14-g, 14-q, 14-v, 0
14-c), 15F (por ejemplo, 15F-cn1 o 15F-cn2), 15A (por ejemplo, 15A-ca1, 15A-ca2, o 15A-chw), 15B (por ejemplo,
15B-c, 15B-15C, 15B-15C-22F-22A), 15C (por ejemplo, 15C-ca, 15C-q1, 15C-g2, 15C-q3, 15C-s, 15B-15C, o 15B-
15C-22F-22A), 16F (por ejemplo, 16F-q o 16F-nz), 16A, 17F (por ejemplo, 17F-n y 17F-35B-35C-42), 17A (por
ejemplo, 17A-ca o 10A-17A), 18F (por ejemplo, 18F-ca, 18F-w, o 11A-11D-18F), 18A (por ejemplo, 18A-nz o 18A-q),
18B (por ejemplo, 18B-18C), 18C (por ejemplo, 18B-18C), 19F (por ejemplo, 19F-g1, 19F-g2, 19F-g3, 19F-q, 19F-n,
o 19F-c), 19A (por ejemplo, 19A-g, 19A-, o 19A-ca), 19B, 19C (por ejemplo, 19C-cn1, 19C-cn2, o 7C-19C-24B), 20
(por ejemplo, 13-20), 21 (por ejemplo, 21-ca o 21-cn), 22F (por ejemplo, 15B-15C-22F-22A), 23F (por ejemplo, 23F-
c, 10A-23F, o 23F-23A), 23B (por ejemplo, 23B-c o 23B-q), 24F (por ejemplo, 24F-cn1, 24F-cn2, o 24F-cn3), 24A,
24B (por ejemplo, 7C-19C-24B), 25F (por ejemplo, 25F-38), 25A, 27, 28F (por ejemplo, 28F-28A o 28F-cn), 28A (por
ejemplo, 28F-28A), 29 (por ejemplo, 29-ca o0 29-q), 31, 32F (por ejemplo, 32F-32A), 32A (por ejemplo, 32A-cn o 32F-
32A), 33F (por ejemplo, 33F-g, 33F-q, 33F-chw, 33F-33B, o 33F-33A-35A), 33A (por ejemplo, 33F-33A-35A), 33B
(por ejemplo, 33B-q, 33B-s, 0 33F-33B), 33D, 34 (por ejemplo, 34-ca o 34s), 35F (por ejemplo, 35F-47F), 35A (por
ejemplo, 33F-33A-35A), 35B (por ejemplo, 17F-35B-35C-42), 36, 37 (por ejemplo, 37-g o 37-ca), 38 (por ejemplo,
25F-38), 39 (por ejemplo, 39-cn1 o 39-cn2), 40 (por ejemplo, 7B-40), 41F (por ejemplo, 41F-cn o 41F-s), 41A (por
ejemplo, 2-41A), 42 (por ejemplo, 17B-35B-35C-42), 43, 44, 45, 46 (por ejemplo, 46-s o 12A-46), 47F (por ejemplo,
35F-47F), 47A, 48 (por ejemplo, 48-cn1 0 48-cn2), o Numero de acceso de GenBank AF532714 o AF532715.

Definiciones

Por "administrar", como se usa en el presente documento conjuntamente con una vacuna, se indica proporcionar a
un sujeto una vacuna en una dosis suficiente para inducir una respuesta inmunitaria en el sujeto, donde la respuesta
inmunitaria produce la produccién de anticuerpos que se unen especificamente al antigeno contenido en la vacuna.
La administracion incluye deseablemente inyeccion intramuscular, inyeccion intradérmica o inyeccion transcutanea y,
deseablemente implica la administracion de adyuvantes inmunitarios apropiados. La administracion puede implicar
una Unica administracion de una vacuna o la administracién de una vacuna en multiples dosis. Deseablemente, una
segunda administracion se disefia para reforzar la produccion de anticuerpos en un sujeto para prevenir la infeccion
por un agente infeccioso. La frecuencia y cantidad de dosificacion de vacuna depende de la actividad especifica de
la vacuna y puede ser faciimente determinada por experimentacion rutinaria.

Por "reticulacion" se indica la formacion de un enlace covalente entre dos moléculas, macromoléculas, o
combinacion de moléculas, por ejemplo, proteinas transportadoras, ya sea directamente, cuando se usa un conector
de "longitud cero", como por el uso de una tercera molécula, el conector quimico, que tiene dos grupos funcionales
cada uno capaz de formar un enlace covalente con una de dos moléculas separadas o entre dos grupos separados
en la misma molécula (es decir, éstos formarian "bucles" que podrian también envolver el polimero). Conectores a
modo de ejemplo incluyen conectores bifuncionales que son capaces de reticular dos proteinas transportadoras. La
reticulacion también puede producirse entre un antigeno y una proteina transportadora.

Por "antigeno", como se usa en el presente documento, se indica cualquier molécula o combinacién de moléculas
que se une especificamente por un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.

Por "conector bifuncional", como se usa en el presente documento, se indica un compuesto que tiene dos grupos
funcionales cada uno por separado capaz de formar un enlace covalente con dos moléculas separadas, atomos, o
conjuntos de moléculas. Conectores bifuncionales a modo de ejemplo se describen, por ejemplo, por G. T.
Hermanson (Bioconjugate Techniques, Academic Press, 1996) y Dick y Beurret (Conjugate Vaccines. Contribu.
Microbiol. Immunol., Karger, Basal 10:48-114, 1989). Deseablemente, un conector bifuncional es glutaraldehido,
bis[sulfosuccinimidil]suberato, o adipimidato de dimetilo.

Por un "conector", como se usa en el presente documento, se indica un compuesto o un enlace quimico que une
covalentemente dos o mas moléculas. Deseablemente, un conector es glutaraldehido o un compuesto de férmula

GCHO

F{,!—CHO

donde R, es un alquilo lineal o ramificado de 1 a 12 atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1 a
12 atomos, un alqueno lineal o ramificado de 2 a 12 atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 12
atomos de carbono, un resto aromatico de 5 a 10 atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, -
(CH2CH20)qCH2CH2- en la que q es 1 a 4. La union puede ser directa sin el uso de una molécula de unién. Por
ejemplo, un grupo carboxilo de proteina puede unirse directamente a su grupo amino usando quimica de
carbodiimida o enzimaticamente usando transglutamidasas que catalizan la reticulacién de este tipo.
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Por "reforzar la produccion de anticuerpos” se indica la activacion de linfocitos B de memoria que se producen
durante una segunda exposicion a un antigeno, llamada una "respuesta de refuerzo", y es indicativa de una
respuesta inmunitaria de memoria "secundaria" de larga duracion, produciendo la produccion de larga duracion de
anticuerpos.

Por "proteina transportadora” se indica una proteina usada en una vacuna que provoca una respuesta inmunitaria a
ella misma y/o a un antigeno complejado con una proteina transportadora. Deseablemente, el antigeno no esta
covalentemente asociado a la proteina transportadora por estar atrapado en un complejo con la proteina
transportadora. Sin embargo, el antigeno y la proteina transportadora también pueden unirse covalentemente entre
si. Deseablemente, la proteina transportadora contiene un epitope reconocido por un linfocito T. También estan
englobadas por la definicién de una "proteina transportadora" péptidos multi-antigénicos (MAP), que son péptidos
ramificados. Deseablemente, una MAP incluye lisina. Proteinas transportadoras deseables a modo de ejemplo
incluyen toxinas y toxoides (quimicos o genéticos), que pueden ser mutantes. Deseablemente, una proteina
transportadora es toxina diftérica o un mutante de la misma, toxoide diftérico, toxina tetanica o un mutante de la
misma, toxoide tetanico, exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa o un mutante de la misma, subunidad B de la
toxina del célera, fragmento C de la toxina tetanica, flagelina bacteriana, neumolisina, listeriolisina O (y moléculas
relacionadas), una proteina de la membrana externa de Neisseria meningitidis, proteina Hcp1 de Pseudomonas
aeruginosa, enterotoxina labil al calor de Escherichia coli, toxina de tipo Shiga, proteina LTB humana, un extracto de
proteina de células bacterianas completas, el mutante negativo dominante (DNI) del antigeno protector de Bacillus
anthracis, o beta-galactosidasa de Escherichia coli, o cualquier otra proteina que pueda ser reticulada por un
conector.

Por "DNI" se indica la proteina mutante negativa dominante (DNI), que es una forma mutada de antigeno protector
(PA) de B. anthracis, como se describe por Benson et al. (Biochemistry 37:3941-3948, 1998).

Por "atrapado”, como se usa en el presente documento en referencia a un antigeno, se indica un antigeno que sigue
en un complejo con proteinas transportadoras en condiciones fisiologicas. Deseablemente, el antigeno es atrapado
en un complejo con proteinas transportadoras en ausencia de enlace covalente significativo entre el antigeno y una
proteina transportadora. La ausencia de enlace covalente significativo, como se usa en el presente documento, se
refiere a no mas del 50 % del antigeno que se une covalentemente a una proteina transportadora. Deseablemente,
no mas del 40 %, 30 %, 10 % o del 5 % del antigeno esta covalentemente unido a una proteina transportadora.

Por "infeccion" se indica la invasion de un sujeto por un microbio, por ejemplo, una bacteria, hongo, parasito, o virus.
La infeccién puede incluir, por ejemplo, la excesiva multiplicacién de microbios que normalmente estan presentes en
o sobre el cuerpo de un sujeto o la multiplicacion de microbios que normalmente no esta presentes en o sobre un
sujeto. Un sujeto esta padeciendo una infeccion microbiana cuando una cantidad excesiva de una poblacion
microbiana esta presente en o sobre el cuerpo del sujeto o cuando la presencia de una poblacion (poblaciones)
microbiana(s) estan dafiando las células o causando sintomas patolégicos a un tejido del sujeto.

Por "agente infeccioso" se indica un microbio que produce una infeccion.

Por "inmunogénico" se indica un compuesto que induce una respuesta inmunitaria, en un sujeto. Deseablemente, la
respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria dependiente de linfocitos T que implica la producciéon de
anticuerpos IgG.

Por "microbio" se indica una bacteria, hongo, parasito o virus que es capaz de causar una infeccidon en un sujeto.

Por "polimero capsular microbiano" se indica un polimero presente en o sobre el recubrimiento de capsula de un
microbio. Deseablemente, un polimero capsular microbiano es un polimero organico tal como un polisacarido,
fosfopolisacarido, polisacarido con un aminoazicar con una sustitucion de N-acetilo, polisacarido que contiene un
azucar sulfanilado, otro azucar modificado con sulfato, o azicar modificado con fosfato, polialcohol, poliaminoacido,
acido teicoico, y una cadena lateral O de un lipopolisacarido.

Por "mondmero" se indica una estructura molecular capaz de formar dos 0 mas enlaces con monémeros similares,
frecuentemente dando una cadena o una serie de cadenas conectadas ramificadas de subestructuras de monémero
de repeticion, cuando es parte de un "polimero".

Por "polimero organico" se indica un polimero compuesto de mondmeros covalentemente unidos que tienen cada
uno tres o mas de los siguientes atomos: carbono, oxigeno, hidrogeno, fosfato, nitrégeno y sulfato. Deseablemente,
un polimero organico es un polisacarido, fosfopolisacarido, polisacarido con un aminoazucar con una sustitucion de
N-acetilo, polisacarido que contiene un azucar sulfanilado, otro azicar modificado con sulfato, o aztcar modificado
con fosfato, azucar, polialcohol, poliaminoacido, acido teicoico, y una cadena lateral O de lipopolisacarido.

Por "polialcohol" se indica una forma hidrogenada de un hidrato de carbono donde un grupo carbonilo ha sido
reducido a un grupo hidroxilo primario o secundario. Polialcoholes a modo de ejemplo son un poli(6xido de alquileno)
(POA), tal como un polialquilenglicol (PAG), que incluye polimetilenglicoles, polietilenglicoles (PEG),
metoxipolietilenglicoles (MPEG) y polipropilenglicoles; poli(alcohol vinilico) (PVA); polietileno-co-anhidrido de acido
maleico; poliestireno-co-anhidrido de acido malico; dextranos que incluyen carboximetil-dextranos; celulosas, que
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incluyen metilcelulosa, carboximetilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa carboxietilcelulosa e
hidroxipropilcelulosa; hidrolizados de quitosano; almidones tales como hidroxietil-almidones e hidroxi-propil-
almidones; glucdégeno; agarosas y derivados de las mismas; goma guar; pululano; inulina; goma xantana;
carragenina; pectina; hidrolizados de acido alginico; sorbitol; un alcohol de glucosa, manosa, galactosa, arabinosa,
gulosa, xilosa, treosa, sorbosa, fructosa, glicerol, maltosa celobiosa, sacarosa, amilosa, amilopectina; o
monopropilenglicol (MPG).

Por "poliaminoacido" se indica al menos dos aminoacidos unidos por un enlace peptidico. Deseablemente, un
poliaminoacido es un péptido que contiene una secuencia de aminoacidos repetitiva o una cadena del mismo
aminoacido (es decir, un homopolimero).

Por "reducir una base de Schiff" se indica exponer azometina o un compuesto de formula R1R.C=N-R3 (donde R4, Rz
y R3 son subestructuras quimicas, normalmente que contienen atomos de carbono) a un agente reductor que satura
el doble enlace de la base de Schiff con atomos de hidrégeno. Métodos de reduccion son conocidos para aquellos
expertos en la materia.

Por "se une especificamente a", como se usa en el presente documento en referencia a un anticuerpo o un
fragmento del mismo, se indica una elevada afinidad de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo por una proteina
particular, por ejemplo, un antigeno, con respecto a una cantidad igual de cualquier otra proteina. Un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo tiene deseablemente una afinidad por su antigeno que es al menos 2 veces, 5 veces, 10
veces, 30 veces, o 100 veces mas de aquella por una cantidad igual de cualquier otro antigeno, que incluye
antigenos relacionados, como se determina usando métodos convencionales tales como un enzimoinmunoanalisis
de adsorcion (ELISA).

Por "sujeto" se indica un animal que puede infectarse por un microbio. Deseablemente, un sujeto es un mamifero tal
como un ser humano, mono, perro, gato, ratén, rata, vaca, oveja, cabra o caballo. En una realizacion deseable, el
sujeto es un ser humano, tal como un niflo humano. Deseablemente, el sujeto es un lactante humano, lactante
mayor, o nifio prepuberal.

Por "antigeno independiente de linfocitos T" se indica un antigeno que produce la generacion de anticuerpos sin la
cooperacion de linfocitos T. El antigeno independiente de linfocitos T estimula deseablemente directamente los
linfocitos B sin la cooperacion de linfocitos T. Antigenos independientes de linfocitos T deseables a modo de ejemplo
incluyen acido poli-gamma-D-glutdamico (PGA) de antigeno capsular, acido alginico (algenato), dextrano,
polisacaridos (PS), poliaminoacidos, polialcoholes y acidos nucleicos.

Ventajas

En comparacion con las tecnologias de vacunas existentes, las vacunas obtenidas por los métodos reivindicados
son simples de preparar, menos propensas a problemas quimicos, menos propensas a problemas inmunoldgicos,
menos caras, mas adaptables a diferentes antigenos de interés y proteinas transportadoras que la tecnologia de
conjugados, y mas flexible de crear vacunas multivalentes (vacunas protectoras contra multiples antigenos).

Las vacunas de la presente divulgacion no requieren enlace covalente entre una proteina transportadora y el
antigeno previsto para provocar una respuesta inmunitaria, simplificando asi el método de su preparacion y
reduciendo el coste de su preparacion en comparacion con la tecnologia de vacunas conjugadas. Las vacunas
conjugadas de polisacarido (PS)-proteina han sido prohibitivamente caras de producir y vender en los paises en vias
de desarrollo; las vacunas conjugadas convencionales son dificiles de producir a precio bajo debido a la quimica
altamente especializada requerida para cada vacuna y los costes de produccion y purificacion de tanto el PS como la
proteina transportadora.

Las vacunas de la presente divulgacion también tratan una necesidad de vacunas que pueden inducir con seguridad
inmunidad contra antigenos previamente resistentes al tratamiento. Tales vacunas pueden ser monovalentes (que
tienen antigenos unicos para inducir una respuesta inmunitaria) o multivalentes (que tienen multiples antigenos para
inducir multiples respuestas inmunitarias). Se ha mostrado que vacunas que contienen ligandos de TLR (receptor del
tipo toll) provocan respuestas inmunitarias para antigenos de otro modo resistentes al tratamiento, pero tienden a ser
no seguras debido a que los ligandos de TLR son frecuentemente proinflamatorios, toxicos a dosis incluso
pequefias, reactogénicos y probablemente producen sintomas adversos en comparacion con las vacunas de la
invencion.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente Descripcion detallada, los
dibujos, y las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un diagrama esquematico de una via propuesta no limitante para la induccion de un respuesta
inmunitaria 1IgG anti-PS por una vacuna conjugada para un conjugado hecho entre un PS y la proteina
transportadora toxoide tetanico. En este modelo, solo linfocitos B que presentan receptores de anticuerpo que
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reconocen el PS se unen al conjugado de PS-proteina. Asi, la proteina transportadora esta unida a la superficie
del linfocito B que presenta la especificidad de unién a PS correcta.

La Figura 2 es una imagen de analisis de transferencia Western de preparaciones de PCMV y de control
monitorizadas para la reticulacion por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida y transferencia Western con
antisuero anti-PA. La proteina DNI migra a 84 kDa antes de la reticulaciéon con glutaraldehido. PCVYM1-PCMV3
(carriles 1-3) muestran una amplia reticulacion de la proteina DNI como se evidencia por la migracion de
bandas a masas moleculares superiores a 220 kDa. La proteina DNI sola reticulada en ausencia de PGA
también muestra las mismas especies de peso molecular alto (carril 5). A diferencia, DNI mezclada con PGA
pero no tratada con glutaraldehido muestra bandas que co-migran con DNI o especies de peso molecular mas
bajo (carril 4).

La Figura 3 es un grafico que muestra los resultados de ensayos de ELISA usados para medir las respuestas
inmunitarias anti-DNI especificas de IgM e IgG en ratones inmunizados con tres preparaciones de PCMV
(PCMV1-PCMV3; preparaciones 1-3) y las dos preparaciones de control de antigeno 4 y 5. La proteina DNI fue
altamente inmunogénica en todas las preparaciones, excepto la preparacion de control 4 que no se reticuld con
glutaraldehido (glut). Sin embargo, estas respuestas inmunitarias especificas de DNI se basaron
exclusivamente en IgG. Aunque no se detectd IgM anti-DNI incluso en el dia 7 de la inmunizacioén, pudo
detectarse una respuesta de IgG anti-DNI significativa en ratones inmunizados con preparaciones de PCMV en
el dia 17 y aquellos inmunizados con DNI reticulada solo (preparacion 5). Se observé una fuerte respuesta de
refuerzo contra DNI en el dia 30 con todas las preparaciones, incluyendo la preparacion 4

La Figura 4 es un grafico que muestra los resultados de ensayos de ELISA usados para medir las respuestas
inmunitarias anti-PGA especificas de IgM en ratones inmunizados con las tres preparaciones de PCMV
(PCMV1 - PCMV3; preparaciones 1-3) y las dos preparaciones de control de antigeno 4 y 5. Respuestas IgM
anti-PGA mostraron un patrén que era tipico de un polimero capsular. La preparacion de control 4 generé una
respuesta de IgM anti-PGA detectable en el dia 7, pero esta respuesta no se reforzé en el dia 17 o dia 30.
Todas las preparaciones de PCMV indujeron una respuesta de IgM anti-PGA en el dia 7 y luego generaron
exclusivamente respuestas de IgM anti-PGA incluso mas fuertes en los dias 17 y 30. Como era de esperar, la
preparacion de control 5 (DNI reticulada solo) no generd respuesta anti-PGA ni basada en IgM ni en IgG.

La Figura 5 es un grafico que muestra los resultados de ensayos de ELISA usados para medir la respuesta
inmunitaria de anti-PGA especifica de IgG en ratones inmunizados con las tres preparaciones de PCMV
(PCMV1 - PCMV3; preparaciones 1-3) y las dos preparaciones de control de antigeno 4 y 5. PCMV1-3
generaron fuertes respuestas anti-PGA basadas en IgG que fueron evidentes en el dia 17 y luego se reforzaron
claramente en el dia 30.

La Figura 6 es un grafico que muestra la pre-inmunizaciéon con titulo de IgM de suero reunido y 30 dias
después de la inmunizaciéon con PCMV que contienen DNI y alginato (DNI-ALG C, DNI-ALG A) y una
preparacion de PCMV trivalente de "una sola etapa" que contiene DNI complejada con alginato (ALG), dextrano
(DEX) y PGA.

La Figura 7 es un grafico que muestra el titulo de anticuerpos IgG de suero especifica de antigeno 60 dias
después de la inmunizaciéon con PCMV que contienen DNI y alginato (DNI-ALG C, DNI-ALG A) y una
preparacion de PCMV ftrivalente de "una sola etapa" que contiene DNI complejada con alginato (ALG), dextrano
(DEX) y PGA.

La Figura 8 es un grafico que muestra el titulo de anticuerpos IgG anti-PS 128 dias después de la inmunizacion
con PCMV que contienen DNI y alginato (DNI-ALG C, DNI-ALG A) y una preparacion de PCMV ftrivalente de
"una sola etapa" que contiene DNI complejada con alginato (ALG), dextrano (DEX) y PGA.

Las Figuras 9A y 9B son graficos de ensayos de IL-6 usando polisacaridos (pss) de S. pneumoniae obtenidos
de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo y fabricados por Merck o de Serum Institute of India (SII).

La Figura 10 es un grafico que muestra que el contaminante en pss 6B obtenido de Sl puede eliminarse
usando el tratamiento 2 (trt 2; una hora de incubacién a 80 °C en NaOH 1 M). El tratamiento 1 (irt 1) es una
serie de cinco extracciones en fenol para eliminar la proteina del polisacarido.

La Figura 11 es un grafico que muestra que PCMV que contienen pss 6B son mas eficaces en inducir la
produccion de IgG que Prevnar®. BSA = Albumina de suero bovino; DT = Toxina diftérica; DTx = Toxoide
diftérico; y TTx = Toxoide tetanico.

La Figura 12 es un grafico que muestra que PCMV que contienen pss 6B son tan eficaces como Prevnar® en
la induccion de la produccion de IgM.

La Figura 13 es un grafico que muestra que PCMV que contienen pss 6B son mas eficaces en inducir la
produccion de IgG que Prevnar®.
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La Figura 14-16 son graficos que muestran que PCMV que contienen pss 14 son aproximadamente
equivalentes a Prevnar® en inducir la produccion de IgG (DTx = Toxoide diftérico; TTx = Toxoide tetanico).

DESCRIPCION DETALLADA
La invencion se define por las reivindicaciones.

La invencion caracteriza composiciones de vacuna y métodos de preparacion y administracion de tales
composiciones para proporcionar inmunidad contra antigenos independientes de linfocitos T o antigenos que
normalmente provocan respuestas inmunitarias débiles tales como, por ejemplo, polisacaridos (PS), polialcoholes,
poliaminoacidos, y otros polimeros organicos. Las vacunas de la invencion tienen las potentes propiedades
inmunoldgicas de vacunas conjugadas de PS-proteina tipicas, pero deseablemente se diferencian de las vacunas
conjugadas en que no se requiere enlace atdmico covalente significativo para acoplar el antigeno de interés, por
ejemplo, PS o polimero organico capsular, a la proteina transportadora. Mas bien, el antigeno de interés, por
ejemplo, PS o polimeros organicos capsulares, es atrapado con la proteina transportadora. Por ejemplo, puede
formarse una matriz de proteina por moléculas de proteina transportadora de reticulacion covalente con ellas
mismas en presencia de antigeno soluble, por ejemplo, PS o polimeros organicos capsulares: estas vacunas se
denominan vacunas de matriz de proteina. Las proteinas transportadoras que estan altamente reticuladas entre si
pueden formar una matriz que puede capturar un antigeno vy facilitar la captacion de ese antigeno y la estimulacion
de la produccion de anticuerpos en células inmunitarias. La matriz de proteina transportadora puede estar en forma
de una "malla" que encierra el antigeno o una serie de "perlas en un hilo" donde el antigeno es el "hilo", la proteina o
complejos de proteinas reticuladas es la "perla" en esta analogia. El antigeno es atrapado con la proteina
transportadora si la proteina transportadora rodea el antigeno para formar un anillo alrededor del antigeno o una
malla tridimensional en la que el antigeno esta enmarafiado dentro. Por tanto, el transportador y el antigeno pueden
ser reticulados, por ejemplo, por reticulaciones intracatenarias en la cadena de antigeno con la proteina
transportadora. En realizaciones deseables, el antigeno y la proteina transportadora estan unidos no
covalentemente. Tal enlace no covalente puede implicar una interaccion hidréfoba, interaccion idnica, interaccion de
van der Waals, o enlace de hidrogeno. El enlace no covalente puede incluir configuraciones geométricas fisicas que
asocian no covalentemente el antigeno con complejos de proteina (véase: la analogia de "perla en un hilo" anterior).

La proteina transportadora no necesita estar reticulada consigo misma para atrapar un antigeno. Un antigeno
también puede ser atrapado, por ejemplo, mezclando la proteina transportadora y el antigeno en una disolucion
acuosa y precipitando la proteina transportadora, co-precipitando asi el antigeno con la proteina. Un antigeno
también puede ser atrapado con una proteina transportadora precipitando un compuesto (por ejemplo, alumbre,
hexametafosfato de sodio, polifosfazeno, u otros polimeros con afinidad por proteinas conducidas por interacciones
hidréfobas o iénicas) de una mezcla de antigeno y proteina transportadora. Métodos de precipitacion de proteinas
son estandar en la materia e incluyen, por ejemplo, (1) cambiar el pH de la mezcla, (2) cambiar la fuerza idnica de la
disolucién aumentando o disminuyendo la concentracion inorganica de sales de la mezcla, (3) o afadir acido
tricloroacético (TCA) o sulfato de amonio a la mezcla, (4) calentar la mezcla para hacer que la proteina coagule (es
decir, forme un precipitado o gel), (5) modificar quimicamente la proteina en la mezcla de forma que la convierta en
insoluble, y (6) irradiar la disolucién de proteina con un flujo suficiente de radiacion ionizante (ultravioleta, gamma, o
rayos beta) como para producir la reticulacion y/o precipitacion de la proteina, entre otros.

Cuando se usa una proteina capsular de un patégeno, tales vacunas se llaman vacunas de matriz de proteina
capsular (PCMV). Como se describe en los ejemplos, se produjeron PCMV que incluyen las basadas en el modelo
de antigeno capsular independiente de T, acido poli-gamma-D-glutamico (PGA), ademas de acido alginico (alginato)
y dextrano, y la proteina transportadora a modo de ejemplo, DNI. La PCMV de PGA era simple de preparar en gran
cantidad y se encontré que indujo respuestas inmunitarias tipicas de vacunas conjugadas de PGA-proteina. Las
vacunas de la invencién pueden prepararse usando cualquiera de muchos posibles conectores para reticular
cualquiera de muchas proteinas transportadoras posibles en presencia de cualquier antigeno de interés. Conectores
a modo de ejemplo y preferidos, proteinas transportadoras y antigenos de interés se tratan en el presente
documento.

Los polisacaridos (PS) son polimeros de sacaridos (azucares). Los PS derivados de capsulas son los componentes
antigénicos primarios implicados en la inmunidad protectora contra patégenos bacterianos encapsulados tales como
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Salmonella typhi y Haemophilus influenzae tipo B. La
inmunizacion de adolescentes y adultos con vacunas basadas en PS microbiano ha sido satisfactoria en reducir la
carga de enfermedad, pero ha demostrado ser menos eficaz en proporcionar inmunidad protectora para lactantes y
nifios jovenes (es decir, nifios de menos de 24 meses de edad). Los nifios jévenes todavia no han desarrollado un
repertorio inmunitario adaptativo maduro y antigenos independientes de linfocitos T tales como el PS capsular son
poco inmunogénicos y no conducen a respuestas inmunitarias protectoras a largo plazo (es decir, respuesta de
memoria inmunoldgicas) en tales receptores jévenes de la vacuna.

Un antigeno independiente de linfocitos T tal como PS puede convertirse en un antigeno dependiente de linfocitos T
por acoplamiento quimico de PS a proteina; este proceso se llama "conjugacion” e implica la formacion de enlaces
covalentes entre los atomos en la estructura de PS y los atomos de la cadena lateral de aminoacidos presentes en la
proteina "transportadora". Tales "vacunas conjugadas" promueven mas eficientemente la induccion de la
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maduracion de linfocitos B y el cambio de isotipo que conduce a niveles mucho mas altos de anticuerpo con el perfil
protector anti-PS correcto. Los anticuerpos protectores tienen alta afinidad por sus antigenos de PS, y normalmente
son de la subclase de inmunoglobulina G (IgG), un anticuerpo de larga duracién con fijacién del complemento y
actividad de efector opsonico.

Una via no limitante a modo de ejemplo para la induccidon de una respuesta inmunitaria de IgG anti-PS por un
conjugado hecho entre un PS y la proteina transportadora toxoide tetanico se muestra en la Figura 1. En este
modelo, solo linfocitos B que muestran receptores de anticuerpo que reconocen el PS se unen al conjugado de PS-
proteina. Asi, la proteina transportadora esta unida a la superficie del linfocito B que muestra la especificidad de
union de PS correcta. El complejo de proteina-PS es recogido por estos linfocitos B en el compartimento vacuolar
intracelular donde el transportador es procesado por degradacion proteolitica. Péptidos derivados de la proteina
transportadora son transportados y cargados en la ranura de presentacion del receptor de clase Il de MHC (MHC-II).
Este complejo de MHC-II-péptido transportador es presentado sobre la superficie del linfocito B. Tras el
reconocimiento del complejo de MHC-II-péptido por el receptor de linfocitos T (TCR), los linfocitos T se activan y
secretan citocinas que proporcionan "ayuda" para la induccion de la diferenciacion de linfocitos B. Los linfocitos B se
expanden en numeros y se diferencian en "células plasmaticas", que ahora secretan el anticuerpo. Inicialmente, la
inmunoglobulina M (IgM) se produce por células plasmaticas, pero con el tiempo el linfocito T ayuda a hacer que las
células plasmaticas cambien de clase y produzcan otras clases de isotipo de anticuerpo tales como IgG. Este
proceso contindia con células plasmaticas que experimentan cambios mutacionales que conducen a la produccion de
receptores de anticuerpo que tienen afinidad incluso mas alta por los conjugados de PS-proteina. A medida que el
antigeno es eliminado, solo las células plasmaticas de afinidad mas alta son activadas por el conjugado residual de
PS-proteina que queda en la circulacion. El proceso de maduracién dependiente de linfocitos T de células
plasmaticas contintia, conduciendo a la expansién de poblaciones de células plasmaticas que producen anticuerpos
de alta afinidad de la clase de IgG. La expansion puede ser facilmente monitorizada midiendo los niveles de
anticuerpos IgG anti-PS en el suero de un sujeto inmunizado, por ejemplo, un ser humano.

Con el tiempo, el proceso de maduracion y cambio conduce a la produccion de linfocitos B de memoria que son de
larga duracion y especificos para el PS. Los linfocitos B de memoria tienen una propiedad Unica por que pueden ser
inmediatamente activados si se exponen a PS. La activacion hace que los linfocitos B de memoria se multipliquen y
produzcan rapidamente IgG anti-PS. La activacion de los linfocitos B de memoria que se produce durante una
segunda exposicion a antigeno de PS se llama una "respuesta de refuerzo" y es indicativa de una respuesta
inmunitaria de memoria "secundaria" de larga duracién. La inmunizacion primaria pueda estimular la produccion de
anticuerpos IgM y algunos anticuerpos IgG. Tras la inmunizacidon secundaria, es decir, la dosis de "refuerzo”, las
células de memoria ya programadas por la primera inmunizacién se estimulan para producir grandes cantidades de
IgG, la respuesta inmunitaria de memoria.

Un antigeno independiente de linfocitos T generalmente no estimula la inmunidad duradera, es decir, la produccion
de anticuerpos 1gG, pero puede estimular la produccion de anticuerpos IgM menos potentes y mas temporales.
Como tal, el antigeno de PS solo no produce normalmente respuestas de refuerzo de IgG. Sin embargo, el PS
produce respuestas de refuerzo si la inmunizacion primaria se realiza con un conjugado de PS-proteina debido a que
células de memoria inducidas por el conjugado ya han sido programadas para producir IgG. De hecho, se cree que
la respuesta de refuerzo en animales o seres humanos vacunados imita la respuesta protectora debido a la
exposicién a un microbio que presenta el PS; esta memoria a largo plazo es critica para una vacuna que funciona en
la produccidon de sujetos inmunizados afios después de su inmunizacion con vacunas conjugadas. Asi, los
conjugados de PS-proteina son valiosos por (1) su capacidad para inducir altos niveles de IgG contra antigenos de
PS, y (2) su capacidad para inducir respuestas inmunitarias de memoria contra antigenos de PS. Los antigenos de
PS normalmente no muestran estas propiedades y asi son antigenos inferiores. La dificultad en la sintesis de
vacunas conjugadas y su coste de produccién ha ralentizado el desarrollo de vacunas conjugadas para muchas
enfermedades bacterianas donde una respuesta inmunitaria a PS puede ser protectora.

Otros antigenos independientes de linfocitos T incluyen homopolimeros de aminoacidos, tales como acido poli-
gamma-D-glutamico (PGA), y polialcoholes. De hecho, la mayoria de los polimeros biolégicos son antigenos
independientes de linfocitos T. Los polimeros pueden reticular receptores de inmunoglobulina (Ig) en linfocitos B que
los reconocen debido a la naturaleza repetitiva de sus estructuras quimicas (y asi epitopes). Asi, los polimeros
pueden activar los linfocitos B para la produccion de IgM anti-polimero de la misma forma que lo hacen los
polisacaridos. Por ejemplo, un homopolimero de aminoacido, acido poli-gamma-D-glutamico (PGA) de Bacillus
anthracis, es un polimero capsular que es poco inmunogénico y también un antigeno independiente de linfocitos T.
Vacunas compuestas de PGA conjugado con transportadores de proteina son altamente inmunogénicas, capaces de
inducir IgG anti-PGA, y memoria inmunoldgica a PGA. Por lo tanto, la mayoria de los polimeros responden como PS
en términos de su inmunogenicidad debido a que no pueden procesarse y presentarse en el contexto de MHC-II y
asi no pueden reclutar la ayuda de linfocitos T. Una excepcién se encuentra en algunos polimeros que existen de
forma natural que interaccionan con otra clase de receptor llamados los receptores del tipo toll (TLR). Una vez
activados, los TLR pueden inducir la producciéon de citocinas por células hospedadoras y producir cambios en la
respuesta inmunitaria adaptativa. Algunos PS estan covalentemente unidos a ligandos de TLR o contaminados con
tales ligandos. Por ejemplo, los lipopolisacaridos (LPS) son PS que son altamente inmunogénicos e inducen IgG y
respuestas de memoria; el resto de lipido A de LPS es un ligando de TLR y puede ser responsable de las
propiedades inmunoldgicas.
11
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En otro ejemplo, se ha encontrado que algunos PS neumocécicos muestran algunas de las propiedades
inmunolégicas de vacunas conjugadas por que inducen cambio de isotipo a IgG aunque no estén unidos a un
transportador de proteina. Recientemente, se encontré que la vacuna de polisacarido comercial Pneumovax-23,
ademas de PS individuales de diversas cepas de Streptococcus pneumoniae, estaba contaminada con ligandos de
TLR (Sen et al., J. Immunol. 175:3084-3091, 2005). Este hallazgo puede explicar por qué estas preparaciones de PS
pueden inducir cambio de isotipo a IgG en ausencia de conjugacién de proteina. Estos PS neumocdcicos indujeron
la secrecion de IL-6 y TNF-a por macrofagos. Sin embargo, purificacion adicional del PS por extraccion con fenol
abolio la secrecion de citocinas de macréfagos. En estudios de inmunizacion, los PS extraidos con fenol fueron poco
inmunogénicos y ya no indujeron una IgG anti-PS. Asi, la extraccién con fenol elimina las moléculas contaminantes
que fueron responsables de estas propiedades inmunogénicas poco usuales de esta preparacion de PS. Las
moléculas contaminantes parecen ser ligandos de TLR dada su capacidad para activar las respuestas de citocinas
dependientes de TLR en macréfagos. Purificacion adicional del PS por extraccion con fenol elimind los ligandos de
TLR contaminantes y convirtié el PS en totalmente independiente de linfocitos T.

El ejemplo anterior ilustra que el antigeno de PS puede actuar como antigenos del conjugado PS-proteina sin
acoplamiento covalente de proteina a hidrato de carbono. Desafortunadamente, los ligandos de TLR son
normalmente proinflamatorios. Por ejemplo, LPS es téxico a dosis incluso pequefas. Asi, mientras que mezclar un
ligando de TLR con un PS podria ensanchar la respuesta inmunitaria al PS, también es probable que este enfoque
produzca vacuna que es reactogénica y probablemente que produzca sintomas adversos en receptores de vacuna.
La tecnologia de vacunas conjugadas sigue siendo el método de eleccion para la produccion de vacuna de PS con
el espectro deseado de inmunogenicidad y seguridad.

El desarrollo de vacunas conjugadas de PS-proteina ha reducido enormemente la carga de enfermedades infantiles
producidas por patégenos bacterianos invasivos. Un pufiado de tales vacunas que incluyen unas contra
Haemophilus influenzae tipo B y ciertas cepas de meningococos y estreptococos estan comercialmente disponibles
en los paises desarrollados. Estas vacunas conjugadas de PS-proteina son prohibitivamente caras de producir y
vender en los paises en vias de desarrollo. Por ejemplo, la vacuna conjugada 7-valente neumocdcica
comercialmente disponible cuesta aproximadamente 58$% (2006, ddlares estadounidenses) por dosis y requiere una
pauta de cuatro dosis. El coste solo pone a esta vacuna fuera del alcance de aquellos en paises en vias de
desarrollo que llevan la carga de la enfermedad.

Las vacunas conjugadas convencionales son dificiles de producir a bajo coste debido a la quimica implicada y los
costes de produccion y purificacion de tanto el PS como la proteina transportadora. Normalmente, ambos necesitan
ser bastantes puros antes de que la quimica de conjugacion pueda realizarse con una eficiencia de acoplamiento
razonable. Normalmente, la quimica de acoplamiento debe ser resuelta para diversos PS que es Unica para la
quimica del PS y las proteinas transportadoras que se han seleccionado. Esta quimica de acoplamiento introduce
grupos funcionales en el PS que entonces pueden unirse a la proteina transportadora normalmente mediante las
cadenas laterales del amino épsilon de los restos de lisina. La modificaciéon quimica del PS para introducir tales
grupos de acoplamiento puede destruir los epitopes en el PS e introducir nuevos epitopes (por ejemplo, asociados al
conector o grupos de sacarido modificados) cuya significancia puede solo evaluarse realizando analisis inmunolégico
cuidadoso. Ademas, para las vacunas conjugadas de PS-proteina convencionales, el tamafio de PS, el numero de
moléculas de PS unidas por molécula de transportador de proteina, la naturaleza del transportador seleccionado y el
tipo de quimica de enlace pueden todos afectar la inmunogenicidad de la vacuna conjugada. Como tal, por ejemplo,
en el caso de enfermedad neumocécica donde cada uno de los + de 90 serotipos conocidos tiene una estructura de
PS diferente (Bentley et al., PLOS Genetics 2(3):e31 262-269, 2006), un Unico método de conjugacion puede no ser
apropiado para todos los serotipos. Sintetizar reproduciblemente vacunas conjugadas con propiedades
inmunoldgicas reproducibles implica el cuidadoso control del tamafio del PS, el nimero de moléculas de PS unidas
por molécula de transportador de proteina, la naturaleza del transportador seleccionado y el tipo de quimica de
enlace y esto, a su vez, aumenta espectacularmente el coste de fabricacién de las vacunas conjugadas.

La emergencia de resistencia a antibiéticos resalta la urgencia del desarrollo de vacunas seguras y eficaces. La
preparacion de vacunas ampliamente disponibles, especialmente para aquellos en paises en vias de desarrollo,
requiere que la fabricacion de vacunas también sea rentable. La incorporacion de vacunas conjugadas combinadas
contra muchos antigenos de polisacarido de diferentes serotipos de una o mas especies bacterianas en la pauta de
inmunizacion en la infancia simplificaria la administracion de vacunas en esa poblacién de alto riesgo. Sin embargo,
la actual tecnologia de vacunas conjugadas no es rentable y asi las vacunas conjugadas de combinacion son
practicamente imposibles de administrar a los paises en vias de desarrollo. De hecho, incluso en los paises
desarrollados con sus fuertes mercados establecidos, la reciente escasez de suministro de la vacuna conjugada 7-
valente neumocdcica de Wyeth ilustra como de dificil es de producir y almacenar una vacuna que requiere
tecnologia sintética de vacunas conjugadas compleja.

En realizaciones deseables, las vacunas de la divulgacién son vacunas de matriz capsular polivalentes (PCMV)
donde uno o mas componentes capsulares bacterianos estan atrapados en una matriz de proteina transportadora
polivalente. Las PCMV pueden producirse facilmente debido a que se necesita como material de partida el antigeno
de interés, por ejemplo, capsulas, que solo son moderadamente puras. Por ejemplo, el acido poli-gamma-D-
glutamico (PGA) Vedan no es puro (llevd un activo de proteasa en DNI), sin embargo, como se describe en el
presente documento, respondié exactamente como era de esperar para un antigeno independiente de linfocitos T
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(Ejemplo 1). La incorporacion de PGA en una PCMV fue satisfactoria en las tres preparaciones de PCMV que
variaron en sus relaciones proteina con respecto a PGA durante un intervalo de 7 veces.

Debido a que el método de preparacion de vacunas de la invencidon no requiere ninglin conocimiento de la quimica
del antigeno de interés, por ejemplo, el polisacarido de capsula, el método no depende de la necesidad de
desarrollar quimica de reticulacion que sea compatible con la quimica del antigeno de interés y la proteina
transportadora. Aunque es posible que algunos antigenos puedan, sin embargo, interaccionar con el conector, esto
no debe restarle valor a la eficacia de la vacuna, debido a que cabria esperar que la reticulaciéon accidental del
antigeno de interés y la proteina transportadora tuviera de todas formas propiedades inmunogénicas. En las vacunas
de la invencion, la reticulacion del antigeno de interés con la proteina transportadora no es un requisito para que la
vacuna sea eficaz. Esto contrasta fuertemente con vacunas conjugadas convencionales, que son asi obstaculizadas
en su fabricacion y desarrollo. Las vacunas de la invencion tienen deseablemente al menos, por ejemplo, el 1 %,
5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %, o incluso el 100 % de las proteinas
transportadoras reticuladas y no mas de, por ejemplo, el 1%, 5%, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 % o el 90 % del antigeno de interés esta reticulado con la proteina transportadora. Deseablemente, no mas
del 10 % de los antigenos estan reticulados con las proteinas transportadoras y al menos el 50 % de las proteinas
transportadoras estan reticuladas.

Los métodos de preparacion de las vacunas descritas en el presente documento no producen la amplia modificacion
del antigeno de interés, por ejemplo, un polimero capsular. El antigeno generalmente sigue en el mismo estado con
una posible modificaciéon que es, por ejemplo, la reduccion de azucares reductores para capsulas de PS que llevan
tales grupos en el extremo de las cadenas de polimero. Es poco probable que tales modificaciones menores afecten
la inmunogenicidad de la mayor parte del PS capsular debido a que los azlcares terminales son 100-1000X menos
abundantes que los restos internos en el polimero. A diferencia, para vacunas conjugadas convencionales, es
normalmente necesario introducir grupos conectores en el antigeno, por ejemplo, un polimero capsular, que sirve de
punto de unién covalente de la proteina transportadora. Necesitan usarse conectores debido a que muchos
antigenos, por ejemplo, polimeros capsulares, no tienen un grupo reactivo tal como un grupo carboxilo o amino
como parte de su estructura. Por ejemplo, la introduccién de quimica de conector en un PS puede producir la
destruccion de epitopes capsulares y la generacion de epitopes novedosos que podria no ser deseables en un
producto de vacuna debido a su reactividad cruzada inmunoldgica desconocida con auto-epitopes del hospedador.

Los métodos de preparacion de vacunas descritos en el presente documento son menos complejos que la
tecnologia de vacunas conjugadas debido a que su quimica depende de la quimica de reticulaciéon de la proteina
transportadora (por ejemplo, DNI, subunidad B de la toxina del célera, toxina diftérica, fragmento C de la toxina
tetanica, o beta-galactosidasa de Escherichia coli). Por ejemplo, aunque el polimero capsular afecta la tasa de
reticulacion cuando se mezcla con DNI, no afecta el patron o grado de reticulacion que esta mas gobernado por la
proteina que se usa, su concentracion y la concentracion del agente de reticulacion (por ejemplo, glutaraldehido)
afnadido. Estos parametros pueden ser faciimente ajustados, reduciendo asi el tiempo y el esfuerzo requerido para
preparar la vacuna, y ahorrando gastos.

Los métodos de preparacion de vacunas de PCMV descritos en el presente documento pueden usarse con cualquier
antigeno, por ejemplo, cualquier polimero capsular o cualquier polimero con algunos grupos amino, si hay alguno, y
cualquier proteina transportadora que pueda ser reticulada, por ejemplo, proteinas transportadoras que no tienen
epitopes criticos que puedan ser destruidos por reduccién con borohidruro. Proteinas transportadoras que pueden
usarse en los métodos descritos en el presente documento tienen deseablemente al menos 2 restos de lisina u otros
restos que no estan bloqueados y que pueden ser reticulados por modificacién quimica. El toxoide tetanico es una
posible proteina transportadora. Esta toxina se desintoxica mediante tratamiento con formaldehido, un reactivo que
reacciona con los grupos amino de proteinas. Otras proteinas transportadoras deseables incluyen la subunidad B de
la toxina del célera (disponible de SBL Vaccin AB), toxina diftérica, fragmento C de la toxina tetanica (disponible de
Sigma Aldrich), DNI, o beta-galactosidasa de Escherichia coli (disponible de Sigma Aldrich).

Las actuales vacunas conjugadas multivalentes se preparan por sintesis de vacunas conjugadas individuales
primero, seguido de su mezcla para producir un vacuna conjugada "céctel" (por ejemplo, la vacuna neumococica
heptavalente de Wyeth, Prevnar®). Los métodos de preparacion de vacunas de la presente invencion pueden
usarse para preparar vacunas multivalentes mezclando antigenos quimicamente diferentes, por ejemplo, polimeros
organicos capsulares, juntos antes de la reticulacion de la proteina transportadora, por ejemplo, con glutaraldehido,
o mezclando vacunas especificas de la invencion que se sintetizaron por separado. Esta flexibilidad proporciona
ventajas significativas con respecto a los presentes métodos de fabricacion de vacunas multivalentes.

Las vacunas a modo de ejemplo de la invencion tratadas en los ejemplos, vacunas N.° 1-3 de PCMV, respondieron
como la vacuna conjugada a pesar del hecho de que estas vacunas se sintetizaron por un método que no se predice
que genere ningun enlace covalente entre atomos que constituyen la molécula de PGA y proteina DNI. El
glutaraldehido reacciona exclusivamente con cadenas laterales de amino de proteinas tipificadas por el grupo amino
épsilon de restos de lisina. El polimero de PGA no contiene grupos amino libres y posee solo cadenas laterales de
carboxilo que no reaccionan con glutaraldehido. Asi, las respuestas inmunitarias de tipo conjugado generadas por
PCMV indican que las moléculas de PGA largas estuvieron molecularmente atrapadas dentro de una matriz
reticulada de moléculas de proteinas DNI.
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Segun un modelo no limitante, el atrapamiento actua para llevar proteina DNI y PGA en linfocitos B que se unen a
tales matrices en virtud de receptores de Ig que reconocen PGA inmunolégicamente. Una vez absorbidos dentro de
estos linfocitos B, las matrices son degradadas de un modo similar a las vacunas conjugadas convencionales y que
esto produce péptidos derivados de DNI que son presentados sobre moléculas de MHC-II de los linfocitos B
correspondientes. Esto recluta a su vez la ayuda de linfocitos T y asi conduce a la expansién y maduracion de tales
linfocitos B para llegar a ser plasma productor de IgG y células de memoria especificas para PGA. Asi, segun el
modelo no limitante, las PCMV funcionan como vacunas capsulares de conjugado de proteina inmunolégicamente,
pero son distintas debido a que las PCMV carecen de enlace covalente significativo entre la proteina transportadora
y los polimeros capsulares.

Las vacunas obtenidas por el método reivindicado, que incluyen PCMV, pueden usarse en combinacion, por
ejemplo, en vacunas pediatricas. Ademas, dichas vacunas pueden usarse para vacunar contra, por ejemplo,
infeccidon por neumococos, infeccion por estreptococos (grupos A y B), infeccion por Haemophilus influenzae tipo B
("HiB"), infeccién meningocdcica (por ejemplo, Neisseria meningitidis), y pueden usarse como vacunas de antigeno
O de bacterias Gram-negativas (por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa, Francisella tularensis (Thirumalapura et al.,
J. Med. Microbiol. 54:693-695, 2005; Vinogradov y Perry, Carbohydr. Res. 339:1643-1648, 2004; Vinogradov et al.,
Carbohydr. Res. 214:289-297, 1991), especie de Shigella, especie de Salmonella, especies de Acinetobacter,
especie de Burkholderia y Escherichia coli).

Dichas vacunas pueden prepararse usando los conectores como se reivindica, tales como, por ejemplo, aquellos
descritos en el presente documento, para reticular cualquier proteina transportadora, tal como, por ejemplo, aquellas
descritas en el presente documento, en presencia de uno o mas antigenos de interés, tales como, por ejemplo,
aquellos descritos en el presente documento. Si se usa un antigeno de interés, la vacuna de matriz de proteina de la
invencion se dice que es monovalente. Si se usa mas de un antigeno de interés, la vacuna de matriz de proteina de
la invencion se dice que es multivalente. Si un polimero capsular microbiano es el antigeno de interés, la vacuna de
matriz de proteina de la invencion se dice que es una vacuna de matriz capsular de proteina (PCMV).

Conectores

La reticulacion de proteinas transportadoras es muy conocida en la técnica e incluyen glutaraldehido, éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotizada.

Métodos generales y restos para reticular directamente proteinas transportadoras, usando conectores
homobifuncionales o heterobifuncionales, se describen, por ejemplo, por G. T. Hermanson en Bioconjugate
Techniques, Academic Press, 1996 y Dick y Beurret en Conjugate Vaccines. Contribu. Microbiol. Immunol., Karger,
Basal 10:48-114, 1989. Por ejemplo, con una proteina transportadora que poseen el nimero n de restos de lisina,
hay, tedricamente, n+1 aminas primarias (incluyendo la amina terminal) disponibles para la reaccién con un grupo
carboxilico de reticulante a modo de ejemplo. Asi, usando este procedimiento de conjugacion directa el producto
esta limitado a tener n+1 enlaces amida formados.

El conector puede ser un esqueleto molecular lineal, ciclico o ramificado, con grupos laterales que se unen
covalentemente a dos proteinas transportadoras, (A) y (B). Cualquier proteina transportadora dada puede unirse a
mas de una proteina transportadora, de forma que se cree una matriz de proteinas transportadoras interconectadas,
en la que puede estar encerrada un antigeno.

El término grupo de enlace se refiere al enlace covalente que resulta de la combinaciéon de restos reactivos del
conector (L) con grupos funcionales de (A) o (B). Ejemplos de grupos de enlace incluyen, sin limitacién, éster,
carbamato, tioéster, imina, disulfuro, amida, éter, tioéter, sulfonamida, isourea, isotiourea, imidoéster, amidina,
fosforamidato, fosfodiéster, tioéter e hidrazona.

El enlace de (A) con (B) se logra por medios covalentes, que implican la formacion de enlaces (grupo de enlace) con
uno o mas grupos funcionales localizados en (A) y (B). Ejemplos de grupos funcionales quimicamente reactivos que
pueden emplearse para este fin incluyen, sin limitacién, grupos amino, hidroxilo, sulfhidrilo, carboxilo, carbonilo,
tioéteres, guanidinilo, imidazolilo y fendlicos, todos los cuales estan presentes en aminoacidos que existen de forma
natural en muchas proteinas transportadoras.

El enlace covalente de (A) con (B) puede, por tanto, efectuarse usando un conector (L) que contiene restos reactivos
capaces de reaccionar con tales grupos funcionales presentes en (A) y (B). El producto de esta reaccion es un grupo
de enlace que contiene los enlaces recién formados que unen (L) con (A) y (L) con (B). Por ejemplo, un grupo
hidroxilo de (A) puede reaccionar con un grupo acido carboxilico de (L), o un derivado activado del mismo, véase
mas adelante, que produce la formacién de un grupo de enlace de éster.

Ejemplos de restos capaces de reaccion con grupos sulfhidrilo incluyen compuestos de a-haloacetilo del tipo
XCH2CO- (donde X=Br, Cl o I), que muestran reactividad particular por grupos sulfhidrilo, pero que también pueden
usarse para modificar grupos imidazolilo, tioéter, fenol y amino como se describe por, por ejemplo, Gurd, Methods
Enzymol. 11:532, 1967. Los derivados de N-Maleimida también se consideran selectivos hacia grupos sulfhidrilo,
pero ademas pueden ser Utiles en el acoplamiento a grupos amino bajo ciertas condiciones. Pueden considerarse
reactivos tales como 2-iminotiolano (Traut et al., Biochemistry 12:3266, 1973), que introduce un grupo tiol mediante
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conversion de un grupo amino, como reactivos de sulfhidrilo si el enlace se produce mediante la formacion de
puentes disulfuro.

Ejemplos de restos reactivos capaces de reaccionar con grupos amino incluyen, por ejemplo, agentes alquilantes y
acilantes. Agentes alquilantes representativos incluyen:

(i) compuestos de a-haloacetilo, que muestran especificidad hacia grupos amino en ausencia de grupos tiol
reactivos y son del tipo XCH,CO- (donde X=CI, Br o |I) como se describe por, por ejemplo, Wong
(Biochemistry 24:5337, 1979);

(i) derivados de N-maleimida, que pueden reaccionar con grupos amino ya sea mediante una reaccion de
tipo de Michael o mediante acilacion mediante la adicion al grupo carbonilo del anillo como se describe por,
por ejemplo, Smyth et al. (J. Am. Chem. Soc. 82:4600, 1960 y Biochem. J. 91:589, 1964);

(iii) haluros de arilo tales como compuestos nitrohaloaromaticos reactivos;
(iv) haluros de alquilo, como se describe por, por ejemplo, McKenzie et al. (J. Protein Chem. 7:581, 1988);

(v) aldehidos y cetonas capaces de formacion de bases de Schiff con grupos amino, siendo los aductos
formados normalmente estabilizados mediante la reduccién para dar una amina estable;

(vi) derivados de epodxido tales como epiclorhidrina y bisoxiranos, que pueden reaccionar con grupos amino,
sulfhidrilo o hidroxilo fendlicos;

(vii) derivados que contienen cloro de s-triazinas, que son muy reactivos hacia nucledfilos tales como
grupos amino, sufhidrilo e hidroxilo;

(viii) aziridinas basadas en compuestos de s-triazina detallados anteriormente como se describe por, por
ejemplo, Ross (J. Adv. Cancer Res. 2:1, 1954), que reaccionan con nucledfilos tales como grupos amino
por apertura de anillo;

(ix) ésteres dietilicos de acido escuarico como se describen por, por ejemplo, Tietze (Chem. Ber. 124:1215,
1991); y

(x) a-haloalquil éteres, que son agentes alquilantes mas reactivos que los haluros de alquilo normales
debido a la activacion producida por el atomo de oxigeno del éter, como se describe por, por ejemplo,
Benneche et al. (Eur. J. Med. Chem. 28:463, 1993).

Agentes acilantes amino-reactivos representativos incluyen:

(i) isocianatos e isotiocianatos, particularmente derivados aromaticos, que forman derivados de urea y
tiourea estables, respectivamente;

(ii) cloruros de sulfonilo, que se han descrito por, por ejemplo, Herzig et al. (Biopolymers 2:349, 1964);
(iii) haluros de acido;

(iv) ésteres activos tales como nitrofenilésteres o ésteres de N-hidroxisuccinimidilo;

(v) anhidridos de acido tales como N-carboxianhidridos simétricos mixtos, o;

(vi) otros reactivos utiles para la formacién de enlaces amida como se describe por, por ejemplo, M.
Bodansky (Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, 1984);

(vii) acilazidas, por ejemplo, donde el grupo azida se genera a partir de una derivado de hidrazida
preformado usando nitrito de sodio, como se describe por, por ejemplo, Wetz et al. (Anal. Biochem. 58:347,
1974);y

(viii) imidoésteres, que forman amidinas estables en la reacciéon con grupos amino como se describe por,
por ejemplo, Hunter y Ludwig (J. Am. Chem. Soc. 84:3491, 1962).

Pueden hacerse reaccionar aldehidos, tales como, por ejemplo, glutaraldehido, y cetonas con aminas para formar
bases de Schiff, que pueden estabilizarse ventajosamente mediante aminacién reductora. Los restos alcoxilamino
reaccionan facilmente con cetonas y aldehidos para producir alcoxaminas estables como se describe por, por
ejemplo, Webb et al. (Bioconjugate Chem. 1:96, 1990).

Ejemplos de restos reactivos capaces de reaccionar con grupos carboxilo incluyen compuestos diazoicos tales como

ésteres de diazoacetato y diazoacetamidas, que reaccionan con alta especificidad para generar grupos éster como
se describe por, por ejemplo, Herriot (Adv. Protein Chem. 3:169, 1947). También pueden emplearse restos de
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modificacion de acidos carboxilicos, tales como carbodiimidas, que reaccionan mediante la formacién de O-acilurea,
seguido de la formacién de enlace amida.

Los grupos funcionales en (A) y/o (B) pueden convertirse, si se desea, en otros grupos funcionales antes de la
reaccion, por ejemplo, para conferir reactividad o selectividad adicional. Ejemplos de métodos utiles para este fin
incluyen conversion de aminas en acidos carboxilicos usando reactivos tales como anhidridos dicarboxilicos;
conversiéon de aminas en tioles usando reactivos tales como tiolactona de N-acetilhomocisteina, anhidrido S-
acetilmercaptosuccinico, 2-iminotiolano, o derivados de succinimidilo que contienen tiol; conversion de tioles en
acidos carboxilicos usando reactivos tales como a-haloacetatos; conversion de tioles en aminas usando reactivos
tales como etilenimina o 2-bromoetilamina; conversién de acidos carboxilicos en aminas usando reactivos tales
como carbodiimidas, seguido de diaminas; y conversion de alcoholes en tioles usando reactivos tales como cloruro
de tosilo seguido de transesterificacion con tioacetato e hidrdlisis en el tiol con acetato sodico.

Pueden usarse, si se desea, los llamados conectores de longitud cero, que implican la unién covalente directa de un
grupo quimico reactivo de (A) con un grupo quimico reactivo de (B) sin introducir material de enlace adicional segun
la invencién. Ejemplos incluyen compuestos en los que (L) representa un enlace quimico que une un atomo de
oxigeno de (A) con un resto carbonilo o tiocarbonilo presente en (B), de forma que el grupo de enlace sea un éster o
tioéster. Por ejemplo, puede unirse un grupo amino (A) a un grupo carboxilo (B) usando quimica de carbodiimida
dando A-L-B donde L es un enlace amida o R-C=0O unido a N-R donde R es la cadena de carbono derivada de
cadenas laterales de aminoacido de las mismas moléculas de proteinas o dos diferentes.

Lo mas comunmente, sin embargo, el conector incluye dos o mas restos reactivos, como se ha descrito
anteriormente, conectados por un elemento espaciador. La presencia de un espaciador permite que los conectores
bifuncionales reaccionen con grupos funcionales especificos dentro de (A) y (B), produciendo un enlace covalente
entre estos dos compuestos. Los restos reactivos en un conector (L) pueden ser iguales (conector homobifuncional)
o diferentes (conector heterobifuncional, o, donde varios restos reactivos distintos estan presentes, conector
heteromultifuncional), proporcionando una diversidad de posibles reactivos que pueden provocar la uniéon covalente
entre (A) y (B).

Los elementos de espaciador normalmente consisten en cadenas que separan eficazmente (A) y (B) por un alquilo
lineal o ramificado de 1 a 10 atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1 a 10 atomos, un alqueno
lineal o ramificado de 2 a 10 atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 10 atomos de carbono, un
resto aromatico de 5 a 10 atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, o -(CH>CH20),CH2CH_-, en la
quenes 1a4.

La naturaleza del material extrinseco introducido por el agente de enlace puede tener un comportamiento sobre la
farmacocinética y/o actividad del producto de vacuna definitivo. Asi, puede desearse introducir conectores
escindibles, que contienen brazos de espaciador que son biodegradables o quimicamente sensibles o que
incorporan sitios de escision enzimatica.

Estos conectores escindibles, como se describen, por ejemplo, en la publicacién PCT WO 92/17436, son faciimente
biodegradados in vivo. En algunos casos, se escinden grupos de enlace en presencia de esterasas, pero son
estables en ausencia de tales enzimas. (A) y (B) pueden, por tanto, unirse ventajosamente para permitir su lenta
liberacién por enzimas activas cerca del sitio de enfermedad.

Los conectores pueden formar grupos de enlace con grupos diéster, diamida o dicarbamato biodegradables de
férmula I:

~(Z")o- (Y (Z2)s-(R1)-(Z0) (Y2 ) (Z*)p- I

donde cada uno de Z', 7%, 7 y Z* esta seleccionado independientemente de O, S y NR12 (donde Rz es hidrégeno o
un grupo alquilo); cada uno de Y’ y Y2 esta seleccionado independientemente de un carbonilo, tiocarbonilo, sulfonilo,
fosforilo o grupo formador de acido similar; o, p, s, t, u, y v son cada uno independientemente 0 o 1; y Ry1 es un
alquilo lineal o ramificado de 1 a 10 atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1 a 10 atomos, un
alqueno lineal o ramificado de 2 a 10 atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 10 atomos de
carbono, un resto aromatico de 5 a 10 atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, -
(CH2CH20)4CH2CH2- en la que g es 1 a 4, o un enlace quimico que une (2o (Y (Z¥)s- a -(ZS)t-(YZ)V-(Z4)p-.

Conectores (L) deseables a modo de ejemplo usados en la presente invencion pueden describirse por cualquier de

las formulas II-lll:
o o @] 9]
?JJ\ g Jj\g
N N
Ris H H
II

I
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donde el conector esta covalentemente unido a tanto un atomo de oxigeno (A) como a un atomo de oxigeno de (B).
Por consiguiente, el conector (L) de formulas IlI-1ll esta unido a proteinas transportadoras (A) y (B) mediante grupos
de enlace dipirano, éster o carbamato. En estas realizaciones, R13 representa un alquilo lineal o ramificado de 1 a 10
atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1 a 10 atomos, un alqueno lineal o ramificado de 2 a 10
atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 10 atomos de carbono, un resto aromatico de 5 a 10
atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, -(CH2CH,0),CH>CH_- en la que n es 1 a 4, o un enlace
quimico que une dos nitrégenos o dos carbonilos.

Conectores disefiados para formar enlaces hidrazona tienen la férmula quimica 1V:
Xy
Ry
v

donde Z° esta seleccionado de O, S o NRis; Ris es hidréogeno o un grupo alquilo; Rys esta seleccionado de
hidrégeno, un alquilo o un heteroalquilo; Y2 esta seleccionado de un carbonilo, tiocarbonilo, sulfonilo, fosforilo, o un
grupo formador de acido similar covalentemente unido a atomo de oxigeno de (A); w es 0 0 1; Rq4 es un alquilo lineal
o ramificado de 1 a 10 atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1 a 10 atomos, un alqueno lineal o
ramificado de 2 a 10 atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 10 atomos de carbono, un resto
aromatico de 5 a 10 atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, -(CH>CH20),CH2CH>-, en el que n es
1 a 4, o un enlace quimico que une -(Y*-(Z°)u- a

Xy

U,

y X4 es una hidrazona resultante de la reaccion de condensacion de (B) que contiene un grupo hidrazida y el
precursor con el conector I, en la que X4 es el atomo de oxigeno de un grupo cetona o aldehido.

15;

Proteinas transportadoras

En general, cualquier proteina transportadora que pueda ser atrapada con un antigeno como se reivindica en las
condiciones fisioldgicas puede ser usada en la presente invencion. Deseablemente, el antigeno es atrapado en un
complejo con proteinas transportadoras en ausencia de enlace covalente significativo entre el antigeno y una
proteina transportadora. Ausencia de enlace covalente significativo se refiere a que no mas del 50 % del antigeno
esta covalentemente unido a una proteina transportadora. En realizaciones deseables, no mas del 40 %, 30 %,
10 %, o el 5% del antigeno estd covalentemente unido a una proteina transportadora. El complejo de
antigeno/proteina transportadora puede contener otro compuesto, tal como alumbre, y este otro compuesto, en
realizaciones deseables, puede atrapar el antigeno y la proteina transportadora.

Proteinas transportadoras usadas en las vacunas de la invencién son deseablemente proteinas que, tanto solas
como en combinacidon con un antigeno, provocan una respuesta inmunitaria en un sujeto. Deseablemente, la
proteina transportadora contiene al menos un epitope reconocido por un linfocito T. Deseablemente, el epitope es
capaz de inducir una respuesta de linfocitos T en un sujeto, e inducir linfocitos B para producir anticuerpos contra
todo el antigeno de interés. Epitopes, como se usa en la descripcion de la presente invencion, incluyen cualquier
determinante sobre un antigeno que es responsable de su interacciéon especifica con una molécula de anticuerpo o
fragmento de la misma. Los determinantes epitdpicos normalmente consisten en agrupaciones superficiales
quimicamente activas tales como aminoacidos o cadenas laterales de azlcar y tienen caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas, ademas de caracteristicas de carga especificas. Para tener propiedades
inmunogénicas, una proteina o polipéptido generalmente es capaz de estimular linfocitos T. Sin embargo, una
proteina transportadora que carece de un epitope reconocido por un linfocito T también puede ser inmunogénica.

Seleccionando una proteina transportadora que es conocida por provocar una fuerte respuesta inmunogénica, puede
tratarse una diversa poblacion de sujetos por una PCMV descrita en el presente documento. La proteina
transportadora es deseablemente suficientemente extrafia para provocar una fuerte respuesta inmunitaria a la
vacuna. Normalmente, la proteina transportadora usada es una molécula que es capaz de conferir inmunogenicidad
al antigeno de interés. En una realizacion deseable, una proteina transportadora es una que es inherentemente
altamente inmunogénica. Asi, se desea una proteina transportadora que tenga un alto grado de inmunogenicidad y
sea capaz de maximizar la produccién de anticuerpos para los antigenos complejados con ella.

Diversas proteinas transportadoras de la invencion incluyen, por ejemplo, toxinas y toxoides (quimicos o genéticos),
que pueden o pueden no ser mutantes, tales como toxina del carbunco, PA y DNI (PharmAthene, Inc.), toxoide
diftérico (Massachusetts State Biological Labs; Serum Institute of India, Ltd.) o CRM 197, toxina tetanica, toxoide
tetanico (Massachusetts State Biological Labs; Serum Institute of India, Ltd.), fragmento Z de la toxina tetanica,
exotoxina A o mutantes de exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, flagelina bacteriana, neumolisina, una proteina
de la membrana externa de Neisseria meningitidis (cepa disponible de ATCC (Colecciéon Americana de Cultivos Tipo,
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Manassas, VA)), proteina Hcp1 de Pseudomonas aeruginosa, enterotoxina labil al calor de Escherichia coli, toxina
de tipo Shiga, proteina LTB humana, un extracto de proteina de células bacterianas completas, y cualquier otra
proteina que pueda ser reticulada por un conector. Deseablemente, la proteina transportadora es la subunidad B de
la toxina del coélera (disponible de SBL Vaccin AB), toxina diftérica (Connaught, Inc.), fragmento C de la toxina
tetanica (disponible de Sigma Aldrich), DNI, o beta-galactosidasa de Escherichia coli (disponible de Sigma Aldrich).
Otras proteinas transportadoras deseables incluyen albumina de suero bovino (BSA), P40 y riboflavina de pollo. (A
menos que se indique lo contrario, las proteinas transportadoras a modo de ejemplo estan comercialmente
disponibles de Sigma Aldrich.) Otras proteinas transportadoras a modo de ejemplo son MAP (péptidos multi-
antigénicos), que son péptidos ramificados. Usando un MAP, se maximiza la densidad de reticulacion debido a
multiples restos de aminoacidos ramificados. Un aminoacido a modo de ejemplo que puede usarse para formar un
MAP es, pero no se limita a, lisina.

Tanto BSA como la hemocianina de lapa californiana (KLH) han sido cominmente usadas como transportadores en
el desarrollo de vacunas cuando se experimenta con animales. Proteinas transportadoras que se han usado en la
preparacion de vacunas terapéuticas incluyen, pero no se limitan a, varias toxinas de bacterias patégenas y sus
toxoides. Ejemplos incluyen toxinas diftéricas y tetanicas y sus toxoides correspondientes médicamente aceptables.
Otros candidatos son proteinas antigénicamente similares a toxinas bacterianas denominados materiales de
reaccion cruzada (CRM). Las proteinas transportadoras de la invencién también pueden incluir cualquier proteina no
derivada de seres humanos y no presente en ninguna sustancia alimenticia humana.

En realizaciones deseables de la invencién, se usan proteinas que forman estructuras de tipo anillo para la
produccion de PCMV. Tales proteinas incluyen la proteina Hcp1 de Pseudomonas aeruginosa, las "subunidades B"
no toxicas de la toxina del cdlera, la enterotoxina labil al calor de Escherichia coli y toxina de tipo Shiga. Tales
complejos de proteina de tipo anillo pueden formar "perlas en un hilo" donde las cadenas de PS lineal penetran en el
canal central de estos complejos de proteina en forma de anillo. Después de la reticulacion de proteinas, se predice
que tales complejos son particularmente estables. Datos estructurales de las proteinas sugieren que estos canales
centrales son lo suficientemente grandes para que las cadenas de PS entren facilmente. Por ejemplo, el canal
central del anillo hexamérico de Hcp1 tiene 42 Angstoms que es lo suficientemente ancho para acomodar faciimente
varias cadenas de polisacarido de 5,5 Angstoms de ancho (Mougous et al., Science 312(5779):1526-1530, 2006).
Alternativamente, los anillos de proteina pueden ensamblarse alrededor del PS (por ejemplo, de subunidades de una
proteina transportadora monomérica que se ensambla naturalmente en anillos bajo condiciones fisicoquimicas
particulares). Tales proteinas monomeéricas que pueden ensamblarse en anillos se conocen en la técnica e incluyen,
por ejemplo, neumolisina (Walker et al., Infect. Immun. 55(5):1184-1189, 1987; Kanclerski y Mollby, J. Clin. Microbiol.
25(2):222-225, 1987), listeriolisina O (Kayal y Charbit, FEMS Microbiol. Rev. 30:514-529, 2006; Mengaud et al.,
Infect. Immun. 55(12):3225-3227, 1987), DNI, PA de carbunco, Hcp1, subunidad B de la toxina del célera, subunidad
B de la toxina de Shiga, flagelina, y numerosas moléculas relacionadas conocidas en la técnica y producidas por
diversos microorganismos.

En ofra realizacion deseable, se usan agonistas del receptor del tipo toll (TLR) como proteinas transportadoras. La
activacion del receptor del tipo toll (TLR) es importante en moldear la respuesta inmunitaria adaptativa y puede
desempenfiar una funcién en la maduracion por afinidad de la respuesta de anticuerpos, cambio de isotipo y memoria
inmunolégica. La flagelina (FLA) de Vibrio cholerae es un agonista de TLR. Se han purificado mas de 20 mg de
proteina FLA de Escherichia coli recombinante y se mostré que era un potente activador de TLR en el ensayo de
induccion de macréfagos por IL-6 descrito en el presente documento. Ademas, también se ha mostrado que una
proteina bien conservada de Strepfococcus pneumoniae llamada "Neumolisina" activa TLR4 y, ademas, es un
antigeno protector. Asi, esta proteina también puede usarse como proteina transportadora de PCMV.

Ademas, se usan mezclas de proteina de la membrana externa (OMP) (por ejemplo, las OMP de Neisseria
meningitidis) como proteina transportadora para la vacuna conjugada de HIB producida por Merck y se ha mostrado
que extractos de proteina de células bacterianas de Streptococcus pneumoniae completas son al menos
parcialmente protectores en el modelo de infeccién de animal. En realizaciones deseables de la invencion, estas
mezclas de proteina son la fuente de proteina transportadora de PCMV.

En una realizacién deseable, se usa el método de PCMV con una proteina transportadora que tiene, por ejemplo, al
menos 2 restos de lisina u otros restos que no estan bloqueados y que pueden ser reticulados por modificacion
quimica. En otras realizaciones deseables, la proteina transportadora es un multimero (por ejemplo, uno que
contiene al menos 5 subunidades). Deseablemente, el multimero es un homomultimero.

En otra realizacién, se usa DNI como la proteina transportadora debido a que es no téxica no sin necesidad de
desintoxicar la proteina antes de uso. Ademas, se desea el uso de DNI debido a que DNI también puede inducir una
respuesta inmunitaria protectora a B. anthracis, ademas de la respuesta inmunitaria protectora al antigeno de
interés. Por tanto, DNI no tiene enlaces disulfuro internos. Tales enlaces son susceptibles a la formacién de
borohidruro, que podria desnaturalizar la proteina y producir la pérdida de epitopes que inducen al anticuerpo
neutralizante de la toxina del carbunco.
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Antigenos de interés

Las composiciones de vacuna obtenidas por el método de la invencion y los métodos de preparacion y
administracion de tales vacunas pueden usarse para cualquier antigeno de interés como se reivindica.
Deseablemente, el antigeno de interés no lleva grupos primarios que puedan ser destruidos por las reacciones
quimicas empleadas por el método de preparaciéon de vacunas, por ejemplo, la desnaturalizacion de un antigeno
producido por la destruccion de enlaces disulfuro de antigeno por reducciéon de borohidruro. Antigenos de interés a
modo de ejemplo incluyen polimeros organicos tales como polisacaridos (por ejemplo, polisacaridos que tienen al
menos 18 restos), fosfopolisacaridos, polisacaridos con aminoazucares con sustituciones de N-acetilo, polisacaridos
que contienen azucares sulfanilados, otros azlcares modificados con sulfato, o azicares modificados con fosfato,
polialcoholes, poliaminoacidos, acidos teicoicos, cadenas laterales O de lipopolisacaridos. Antigenos de interés a
modo de ejemplo también incluyen polimeros organicos capsulares que incluyen aquellos sintetizados por microbios,
por ejemplo, bacterias, hongos, parasitos y virus, y entonces purificados de una fuente biolégica usando métodos
convencionales. Antigenos de interés a modo de ejemplo incluyen polimeros organicos capsulares microbianos que
incluyen aquellos purificados de organismos bacterianos tales como especies de Bacillus (que incluyen B. anthracis)
(Wang y Lucas, Infect. Immun. 72(9):5460-5463, 2004), Streptococcus pneumoniae (Bentley et al., PLoS Genet.
2(3):e31, Epub 2006; Kolkman et al., J. Biochemistry 123:937-945, 1998; y Kong et al., J. Med. Micorbiol. 54:351-
356, 2005), Shigella (Zhao et al., Carbohydr. Res. 342(9): 1275-1279, Epub 2007), Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli (Zhao et
al., Carbohydr. Res. 342(9): 1275-1279, Epub 2007) y Pseudomonas aeruginosa, y organismos fungicos tales como
Cryptococcus y Candida, ademas de muchos otros microorganismos (véanse, por ejemplo, Ovodov, Biochemistry
(Mosc.) 71(9):937-954, 2006; Lee et al., Adv. Exp. Med. Biol. 491:453-471, 2001; y Lee, Mol. Immunol. 24(10):1005-
1019, 1987). Antigenos de interés a modo de ejemplo también incluyen polimeros que no se producen en la
naturaleza y asi no son de origen bioldgico.

Composiciones de vacuna

Las vacunas obtenidas por el método de la invencion, que incluyen PCMV, pueden usarse en combinacion, por
ejemplo, en vacunas pediatricas. Ademas, dichas vacunas pueden usarse para vacunar contra, por ejemplo,
infeccion por neumococos, infeccion por Haemophilus influenzae tipo B ("HiB"), infeccidn por estreptococos (grupos
Ay B), infeccién meningocdcica (por ejemplo, Neisseria meningitidis), y pueden usarse como vacunas de antigeno O
de bacterias Gram-negativas (por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa, Francisella tularensis, especie de Shigella,
especie de Salmonella, especies de Acinetobacter, especie de Burkholderia y Escherichia coli).

La formulacion de vacuna incluye deseablemente al menos una proteina transportadora, uno o mas antigenos de
interés, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, fosfato de aluminio, cloruro sédico y
agua estéril). Una composicion de vacuna también puede incluir un sistema de adyuvante para potenciar la
inmunogenicidad de la formulacién, tal como aceite en un sistema de agua y otros sistemas conocidos en la técnica
u otros excipientes farmacéuticamente aceptables. Se desea que un complejo de transportador/antigeno que es
insoluble en condiciones fisiologicas libere lentamente el antigeno después de la administracion a un sujeto. Un
complejo tal se administra deseablemente en una suspensidn que contiene excipientes farmacéuticamente
aceptables. Sin embargo, el complejo de transportador/antigeno también puede ser soluble en condiciones
fisiologicas.

Normalmente, la vacuna esta en un volumen de aproximadamente 0,5 ml para inyeccion subcutanea, 0,1 ml para
inyeccion intradérmica, o 0,002-0,02 ml para administracion percutanea. Una dosis de 0,5 ml de la vacuna puede
contener aproximadamente 2-500 pg del antigeno atrapado con aproximadamente 2-500 ug de la proteina
transportadora. En una realizacion deseable, en una dosis de 0,5 ml, aproximadamente 10 ug del antigeno son
atrapados con aproximadamente 10 ug de la proteina transportadora. La relacién molar de antigeno con respecto a
proteina transportadora esta deseablemente entre 1 y 10 (por ejemplo, 1 parte de antigeno con respecto a 2 partes
de transportador o 1 parte de antigeno con respecto a 3 partes de transportador) y 10 a 1 (por ejemplo, 3 partes de
antigeno con respecto a una parte de transportador o 2 partes de antigeno con respecto a 1 parte de transportador).
En una realizacion deseable, la relacion molar de antigeno con respecto a transportador es 1 a 1. Alternativamente,
la relacion en peso seco de antigeno con respecto a proteina transportadora esta deseablemente entre 1a 10y 10 a
1 (por ejemplo, 1 a 1 en peso seco).

Debido a que los péptidos o conjugados pueden ser degradados en el estomago, la vacuna se administra
deseablemente por via parenteral (por ejemplo, por inyeccion subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intradérmica). Aunque se desea la administracion por un medio que penetre fisicamente en la capa dérmica (por
ejemplo, una aguja, pistola de aire, o abrasion), las vacunas de la invencién también pueden administrarse por
absorcioén transdérmica.

En particular, dichas vacunas pueden administrarse a un sujeto, por ejemplo, mediante inyeccién intramuscular,
inyeccion intradérmica o inmunizacién transcutdnea con adyuvantes inmunitarios apropiados. Dichas vacunas
pueden administrarse, una o mas veces, que incluye frecuentemente una segunda administracion disefiada para
reforzar la produccion de anticuerpos en un sujeto para prevenir la infeccion por un agente infeccioso. La frecuencia
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y cantidad de dosis de vacuna depende de la actividad especifica de la vacuna y puede determinarse facilmente por
experimentacion rutinaria.

Por ejemplo, para un lactante, un programa de vacunas puede ser tres dosis de 0,5 ml de cada una a intervalos de
aproximadamente cuatro a ocho semanas (empezando a la edad de dos meses), seguido de una cuarta dosis de
0,5ml a la edad de aproximadamente doce a quince meses. Una quinta dosis entre cuatro y seis afios de edad
puede ser deseable para algunas vacunas.

Aunque la edad a la que se administra la primera dosis generalmente es dos meses, puede administrarse una
vacuna a lactantes tan jovenes como de 6 semanas de edad. Para nifios que son mayores que la edad de un
programa de vacunacion de lactantes rutinario, las vacunas de la invencion pueden administrarse segun el siguiente
programa a modo de ejemplo.

Edad de la primera dosis Programa de dosificacion

7-11 meses de edad Total de tres dosis de 0,5ml; las dos primeras separadas al menos cuatro
semanas y la tercera al menos dos meses después de la segunda dosis

12-23 meses de edad Total de dos dosis de 0,5 ml separadas al menos dos meses

24 meses a 9 anos de de edad Una dosis de 0,5 ml

Para adultos, dos o mas dosis de 0,5ml a intervalos de 2-8 semanas generalmente son suficientes para
proporcionar la proteccion a largo plazo. Deseablemente se administra una dosis de refuerzo cada diez afios a
adultos previamente inmunizados y a nifios de mas de once afios de edad.

Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o de multiples dosis, por ejemplo, ampollas y
viales sellados, y pueden almacenarse en una condicién secada por congelacion (liofilizada) que requiere solo la
adicion del vehiculo liquido estéril inmediatamente antes de uso. Las vacunas obtenidas por el método de la
invencion pueden formularse en vehiculos farmacolégicamente aceptables, por ejemplo, gel de hidroxido de
alumbre, preparacion de adyuvante, o solucién salina, y entonces administrarse, por ejemplo, mediante inyeccion
intramuscular, inyeccion intradérmica o inmunizacién transcutanea, con adyuvantes inmunitarios apropiados. La
divulgacion también incluye kits que incluyen una vacuna descrita en el presente documento (por ejemplo, una
PCMYV). Estos kits también pueden incluir instrucciones para usar los kits en los métodos de vacunacion descritos en
el presente documento.

La eficacia del programa de inmunizacion puede determinarse usando métodos convencionales para medir el titulo
de anticuerpos en el sujeto. En general, titulos medios de anticuerpos (deseablemente titulos de IgG) de
aproximadamente 1 pg/ml se consideran indicativos de proteccion a largo plazo. Los complejos de antigeno/proteina
transportadora para su uso en las composiciones de vacuna en el presente documento se describen deseablemente
entre 10 nm y 100 ym de diametro. Los virus pueden tener 100 nm de diametro y son inmunogénicos. Las bacterias
completas tienen 1-10 ym de diametro y también son inmunogénicas. Una agrupacion pequefia de bacterias puede
tener aproximadamente 100 um de diametro. En realizaciones particulares, un complejo de antigeno/proteina
transportadora en una composicion de vacuna tiene deseablemente entre 100 nm y 10 ym de diametro. Este
complejo puede ser soluble o insoluble.

La invencion se describe en el presente documento a continuacion por referencia a ejemplos especificos,
realizaciones vy figuras, cuyo fin es ilustrar la invencidon en vez de limitar su alcance. Los siguientes ejemplos no
deben interpretarse como limitantes.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Preparaciones de vacuna y de control.

Se compré acido poli-gamma-D-glutamico (PGA) capsular de Vedan (Taiwan) o se purificd por el método de Rhie et
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:10925-10930, 2003). El mutante negativo dominante (DNI) es una forma mutada
de antigeno protector (PA) de B. anthracis y se produjo de Escherichia coli por el método de Benson, et al.
(Biochemistry 37:3941-3948, 1998). PGA y la proteina DNI se dializaron exhaustivamente contra tampén fosfato de
sodio 0,05 M a pH 7,4 (SP7,4) antes de uso. La disolucién madre de DNI contuvo 30 mg/ml. La disolucion madre de
PGA contuvo 134 mg/ml. El conector glutaraldehido se compré de Pierce como una disolucion madre al 25 %. Las
vacunas de matriz capsular de proteina (PCMV) y los controles se ensamblaron en reacciones segun la Tabla 1.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 658 851 T3

Tabla 1. Ensamblaje de reacciones para la produccion de las preparaciones de PCMV 1-3 y controles 4 y 5

Reaccién N.° DNI PGA dH20 25 % de glutaraldehido
ml ml ml ml Nombre
1 20 1 3 0,8 PCMV1
2 12 4 8 0,8 PCMV2
3 16 2 6 0,8 PCMV3
4 16 2 6 0 P+C control
5 16 0 8 0,8 P solo control

Las cinco reacciones se ensamblaron a temperatura ambiente (22 °C) sin glutaraldehido. A T=0, se afiadi6 0,1 ml de
25 % de glutaraldehido (G25) a las reacciones indicadas. Cada 30 segundos a partir de aqui se afiadieron otros
0,1 ml de G25 y esto se repitid6 hasta que cada reaccion indicada habia recibido 0,8 ml de G25 en total. La
reticulacion de moléculas de DNI por las moléculas de glutaraldehido bifuncional pudo observarse
macroscopicamente por la generacion de grados variables de turbidez y particulas de tipo "gel" insolubles en el
siguiente orden: la mayor turbidez y formacion de gel, reacciones 1>2>3>4, quedando la reaccion 5 totalmente clara
y soluble. Después de 1 hora, se afiadieron 2 ml de borohidruro de sodio 1 M en tampén borato de sodio 0,5 M a pH
9,3 (SBH) a las seis reacciones para reducir las bases de Schiff formadas entre las cadenas laterales de amino de
las moléculas de DNI y las moléculas de glutaraldehido bifuncional. Se afiadié antiespumante de silicona (0,01 ml) a
cada reaccion para controlar la espumacion durante esta reaccién. Las reacciones se almacenaron a 4 °C durante
72 horas. Todas las reacciones se dializaron entonces exhaustivamente contra SP7,4, durante 48 horas. El material
insoluble se elimind por centrifugacion de los productos finales y se guardé a 4 °C hasta uso.

Se sintetiz6 un conjugado convencional entre albumina de suero bovino (BSA) y PGA acoplando los grupos amino
de BSA a los grupos carboxilo de PGA usando la carbodiimida soluble en agua, EDAC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida), del siguiente modo: se mezclaron 5 ml de 30 mg/ml de BSA en agua con 1 ml de
134 mg/ml de PGA en NP7,5. Se afadieron 50 mg de EDAC y se dejo que la reaccion avanzara a TA durante 3
horas. La reaccion se dializé a 4 °C durante 18 horas contra SP7,4 que contenia glicina 1 mM para bloquear los
grupos activos y luego a 4 °C durante 24 horas contra SP7,4 solo. El producto final se denomina conjugado de PGA-
BSA.

Después de la sintesis y dialisis de preparaciones de PCMV y de control, se examiné el estado molecular de la
proteina DNI para confirmar que el glutaraldehido habia de hecho reticulado molecularmente la proteina en
presencia o ausencia de diversas cantidades de PGA. Se monitorizaron las preparaciones de PCMV y de control
para tal reticulacion por electroforesis en gel de SDS (dodecilsulfato de sodio)-poliacrilamida y transferencia Western
con antisuero anti-PA. Como se muestra en la Figura 2, la proteina DNI migra a 84 kDa antes de la reticulacion con
glutaraldehido. PCVM1-PCMV3 (carriles 1-3) muestran amplia reticulacion de la proteina DNI como se demuestra
por la migracioén de bandas a masas moleculares mayores de 220 kDa. La proteina DNI sola reticulada en ausencia
de PGA también muestra las mismas especies de alto peso molecular (carril 5). A diferencia, DNI mezclada con PGA
pero no tratada con glutaraldehido muestra bandas que co-migran con DNI o especies de peso molecular mas bajo
(carril 4). Asi, la preparacion de PGA de Vedan (Taiwan) parecio estar contaminada con una proteasa activa contra
DNI. Muestras de PGA de Vedan realizadas en el carril 6, sin embargo, no mostraron altos niveles de proteinas
contaminantes que reaccionaran con el anticuerpo anti-PA, sugiriendo que las bandas observadas fueron productos
derivados de DNI de las diversas reacciones.

Ademas, PGA y uno o mas de los PS neumocdcicos como antigenos se usan para explorar si FLA (flagelina de
Vibrio cholerae) es una mejor proteina transportadora que DNI en el contexto de PCMV. El efecto de la proteina
transportadora se evalia midiendo el nivel de IgG dirigida contra PGA, y los PS logrados por la inmunizacién con
estas diversas PCMV, ademas de su potencia basandose en el peso de proteina.

Las PCMV también pueden prepararse mediante un procedimiento que reticule grupos amino a grupos carboxi
directamente sin el uso de un reticulante bifuncional. En particular, pueden prepararse PCMV por reticulacion de
grupos amino y carboxilo de las proteinas transportadoras usando quimica de carbodiimida. Esta quimica forma
enlaces peptidicos entre grupos amino primarios de cadenas laterales de lisina y los grupos carboxilo de cadenas
laterales de aspartato y glutamato. Aunque los grupos amino estan principalmente bloqueados en toxoides tratados
con formalina, la formalina no reacciona con grupos carboxilo en absoluto Asi, la quimica de carbodiimida puede ser
util en la preparacion de PCMV usando toxoides de formalina que pueden resistir a la reticulacion del glutaraldehido.
La reticulacién es facilmente detectada por SDS-PAGE. La presencia de "manchas" de proteina de alto peso
molecular que dependen de la adicion de un reticulante como glutaraldehido es indicativa de reticulacion.
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Tabla 2. Reticulacién de proteinas transportadoras determinada por analisis de SDS-PAGE.

Glutaraldehido No Si Si Si Si
Polimero capsular -PGA -PGA +PGA +PS 6B +PS 23F
BSA - + + + +
Toxina diftérica - + + n.d. n.d.
Toxoide diftérico - - - n.d. n.d.
Toxoide tetanico - + + n.d. n.d.

signos + indican que la reticulacion se detectd por SDS-PAGE, signos - indican que la migracion de proteina no
estuvo alterada de la observada en el control no de glutaraldehido. n.d. — no determinado (ensayo no realizado).

Para los experimentos mostrados en la Tabla 2, se hicieron reacciones de 200 microlitros en HEPES 50 mM a pH
7,5y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Las reacciones se inactivaron con borohidruro de sodio
120 mM. Se afiadio glutaraldehido a 64 mM, se us6 albumina de suero bovino (BSA) a 15 mg/ml, se usaron toxina
diftérica, toxoide diftérico y toxoide tetanico a aproximadamente 5 mg/ml, se afiadié6 PGA a 13,4 mg/ml, se afiadieron
PS de neumococo tipo 6B y 23F a 4 mg/ml.

Como se muestra en la Tabla 2, algunas proteinas tratadas con formalina (por ejemplo, toxoide diftérico) no se
reticulan bien con glutaraldehido y, por tanto, requieren otra quimica de reticulacién para su uso en la preparacion de
PCMV. Otras, como el toxoide tetanico, pueden ser reticuladas con glutaraldehido pero no al mismo grado que las
proteinas no modificadas tales como toxina diftérica y albumina de suero bovino.

Ejemplo 2. Inmunizacion y analisis de respuestas inmunitarias anti-DNI y anti-PGA.

Los productos solubles de las 5 reacciones descritas en la Tabla 1 se ajustaron a la misma concentracion de
proteina basandose en su absorbancia a 280 nm. Se usaron ratones de aproximadamente 5-7 semana de edad
BALB/c de Charles River en todos los estudios de inmunizacion descritos en la Figura 2. Los ratones se inmunizaron
con las vacunas de PCMV 1-3 y los controles de preparacion de antigeno 4 y 5 a una dosis de 20 ug de proteina
DNI mediante inyeccion intraperitoneal en el dia 0. Todos los ratones se sangraron en el dia 7 y luego se reforzaron
con preparaciones de dosis de antigeno del mismo tamafo en el dia 10. Los ratones se sangraron otra vez en el dia
17 y luego se reforzaron otra vez en el dia 20. Los ratones se sangraron otra vez en el dia 30, momento en el que se
sacrificaron. Se recogié suero de muestras de sangre después de que se produjera la coagulacién y se guardaron a
-20 °C. Se us6 enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) para ensayar el nivel de anticuerpos del suero anti-PGA
y anti-DNI. En resumen, se recubrieron placas de microtitulacion Immulon 2HB ELISA (VWR) con o bien BSA-PGA o
bien DNI en tampdn carbonato sédico 0,1 M, pH 9,6, a 0,5 ug/pocillo en un volumen de 100 pl/pocillo. Después de la
incubacion durante la noche a 4 °C, se bloquearon las placas recubiertas de antigeno por incubacién con 3 % de
BSA (peso/volumen) en TBS-0,1 % de Tween (TBST) durante 1 hora a temperatura ambiente o durante la noche a
4 °C. Se diluyeron sucesivamente muestras de suero reunidas de grupos de cuatro ratones de cada momento de
tiempo después del refuerzo en TBST y se afadieron a las placas recubiertas con anticuerpo y se incubaron durante
al menos 1 hora. Se determinaron las respuestas de anticuerpos anti-DNI y anti-PGA usando antisuero de conejo
contra IgG o IgM de ratdn conjugada con fosfatasa alcalina (Zymed). Se afadié el sustrato fosfato de p-nitrofenilo
(PNPP) a cada pocillo y se determin6 espectrofotométricamente la absorbancia a 405 nm para cada reaccion. Los
datos se informan como el reciproco del titulo del punto final, definido como la maxima dilucién para obtener una
lectura de DO4os que estaba dos desviaciones estandar por encima de la del control negativo.

Se usaron ensayos de ELISA para medir las respuestas inmunitarias anti-DNI y anti-PGA especificas de IgM e IgG
en ratones inmunizados con las tres preparaciones de PCMV 1-3 y las dos preparaciones de control de antigeno 4 y
5 (Figuras 3-5). Como se muestra en la Figura 3, la proteina DNI fue altamente inmunogénica en todas las
preparaciones, excepto la preparacion de control 4 que no se reticuld con glutaraldehido (Sin glut). Sin embargo,
estas respuestas inmunitarias especificas de DNI estuvieron exclusivamente basadas en IgG. Aunque no se detectd
IgM anti-DNI incluso en el dia 7 de la inmunizacion, pudo detectarse una respuesta de IgG anti-DNI significativa en
ratones inmunizados con preparaciones de PCMV en el dia 17 y aquellos inmunizados con DNI reticulada solo
(preparacion 5). Se observé una fuerte respuesta de refuerzo contra DNI en el dia 30 con todas las preparaciones
que incluyen la preparacion 4.

Respuestas de IgM anti-PGA mostraron un patrén que fue tipico de un polimero capsular (Figura 4). La preparacion
de control 4 generd una respuesta de IgM anti-PGA detectable en el dia 7, pero esta respuesta no se reforz6 en el
dia 17 o dia 30. Todas las preparaciones de PCMV indujeron una respuesta de IgM anti-PGA en el dia 7 y luego
generaron exclusivamente incluso respuestas de IgM anti-PGA mas fuertes en los dias 17 y 30. Como era de
esperar, la preparacion de control 5 (DNI reticulada solo) no generé ni una respuesta anti-PGA basada en IgM ni en
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IgG. En claro contraste, PCMV1-3 (preparaciones 1-3) generaron fuertes respuestas anti-PGA basadas en IgG que
fueron evidentes en el dia 17 y luego se reforzaron claramente en el dia 30 (Figura 5). Las respuestas anti-PGA
basadas en IgG observadas para PCMV1-3 fueron claramente similares a las respuestas informadas a PGA
observadas para una vacuna conjugada de PGA-DNI convencional como se informa por Aulinger et al. (Infect.
Immun. 73:3408-3414, 2005) y a una vacuna conjugada de PA-PGA descrita por Rhie et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 100:10925-10930, 2003). Asi, las vacunas PCMV N.° 1, N.° 2 y N.° 3 rindieron tan bien como las vacunas de
PGA de conjugado convencionales que indujeron respuestas de IgG a PGA capsular, un antigeno protector
independiente de T conocido de B. anthracis (Wang et al., Infect. Immun. 72:5460-5463, 2004). La preparacion de
control 5 que contuvo DNI (no reticulada) mezclada con PGA no indujo IgG detectable contra PGA, que indica que
DNI no actua de un ligando de TLR en la estimulacion de respuestas anti-PGA de IgG en preparaciones de PCMV 1-
3. Este resultado también confirma las observaciones en la bibliografia de que PGA es un inmunogén independiente
de linfocitos T de baja inmunogenicidad, a menos que se acople a proteina mediante enlaces covalentes (Rhie et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:10925-10930, 2003). El método de PCMV convierte aparentemente PGA en un
inmunogén dependiente de linfocitos T, a pesar del hecho de que el método no produce reticulacion de la proteina
DNI directamente con moléculas de PGA.

Estos datos confirman que el método de PCMV puede producir inmundgenos con propiedades similares a la vacuna
conjugada convencional. La PCMV de PGA se prepar6 faciimente usando los métodos descritos en el presente
documento y se encontrd que inducia respuestas inmunitarias tipicas de vacunas conjugadas de PGA-proteina. Las
reacciones a pequefa escala detalladas en la Tabla 1 produjeron PCMV suficientes para inmunizar 1000 ratones
basandose en el esquema de dosificacion brevemente expuesto en la Figura 3. Los presentes datos confirman que
la PCMV preparada a partir de PGA y DNI puede usarse como vacuna para proteger contra el carbunco producido
por Bacillus anthracis.

Ejemplo 3. Generacion y caracterizacion de PCMV adicionales.

Puede aplicarse la tecnologia de PCMV a antigenos capsulares de diversas estructuras y cargas ionicas. Se
compraron 23 tipos de PS de Streptococcus pneumonia de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) y se
fabrican por Merck, Inc. Estos PS varian ampliamente en su estructura molecular e incluyen PS que son fuertemente
anionicos, parcialmente catidnicos, de carga neutra, fosforilados, lineales, tienes estructuras ramificadas, y
modificados de diversas otras formas. En experimentos preliminares, se ensay6 un subconjunto de estos PS que se
corresponde con los siete tipos capsulares en el producto de Wyeth Prevnar (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F) para su
capacidad para inducir la produccion de IL-6 por macréfagos de ratén. El PS tipo 4 era activo en este ensayo; el
lipopolisacarido (LPS) era el control para un agonista de TLR. También se ensayaron otros PS (por ejemplo, tipo 3),
PGA, y PS de antigeno O de F. tularensis, ademas de una vacuna PCMV preparada a partir de PGA-DNI y un
control no reticulado. Este experimento mostré que el PS de neumococo de tipo 3, y a un menor grado PGA, también
estaba contaminado con un agonista de TLR. EI PS de F. tularensis y la PCMV estuvieron comparablemente limpias
en el ensayo. La extraccion con fenol y precipitacion en etanol podrian "limpiar" (eliminar agonistas de TLR
desconocidos residuales) de PS tipo 3 de S. pneumoniae después de dos tratamientos consecutivos. Por
consiguiente, se encontré que seis PS de S. pneumoniae y el PS de antigeno O de F. fularensis estaban limpios
para la produccion de IL6 y éstos han sido explorados en los experimentos descritos en el presente documento.

Se han sintetizado PCMV para los siete PS encontrados limpios para la produccién de IL6 usando DNI como
proteina transportadora por un método analogo al descrito en el Ejemplo 1. Ensayos de inmunogenicidad
preliminares sugieren que las siete PCMV fueron inmunogénicas a grados variables. Se encontré que una PCMV
"monovalente" basada en DNI para el PS 14 de S. pneumoniae (14-PCMV) inducia altos titulos de 1gG anti-PPS14
que se reforzaron significativamente después de la tercera inmunizacion. Sorprendentemente, se observo la misma
respuesta inmunitaria cuando 14-PCMV se mezcld con las otras seis PCMV para preparar un inmunogén "coctel".
Debido a que Prevnar® es un vacuna "adyuvantada" absorbida en alumbre, se determiné si el coctel de PCMV
hexavalente también podria absorberse al adyuvante de alumbre. Los resultados de un inmunoensayo que mide
cualitativamente la cantidad de PS de S. pneumoniae absorbido al alumbre después de la exposicion a PCMV o a
una mezcla de control de los mismos PS mezclados con proteina DNI, pero no glutaraldehido reticulado, mostraron
que se absorbi6 mucho mas PS al alumbre en el contexto de una PCMV que el control (PS + proteina DNI no
reticulada) (como se indica por el nivel mas alto de inmunorreactividad para la PCMV que se diluye adicionalmente
en el inmunoensayo).

Se us6 inmunizacion de ratones para evaluar la inmunogenicidad de la PCMV heptavalente con o sin absorcion a
adyuvante de alumbre. El adyuvante de alumbre mejoré la cinética de la respuesta inmunitaria a PS14, induciendo
IgG contra este PS 7 dias antes que la vacuna no adyuvantada. Sin embargo, la PCMV heptavalente fue mas
inmunogénica en ausencia de alumbre que la combinacién de PS+DNI no reticulada de control en presencia de
alumbre. Este resultado confirma que el procedimiento de PCMV convierte los PS en mas inmunogénicos para los
ratones y soporta que el procedimiento de PCMV puede usarse para preparar cocteles de antigenos que rinden de
forma inmunolégicamente similar a los cocteles de vacunas conjugadas.

En experimentos adicionales, se usa extraccion con fenol y precipitacion en etanol para eliminar agonistas de TLR
contaminantes de las 23 preparaciones comerciales de polisacarido de neumococo. La eliminacion de los
contaminantes se confirma probando los PS tratados para la induccién de IL-6 por macréfagos peritoneales por
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métodos convencionales. Se usan PS que carecen de actividad de induccién de IL-6 para la produccién de PCMV.
Otros polisacaridos que se usan en PCMV incluyen un PS de antigeno O purificado de F. tularensis y capsula de
PGA de B. anthracis. Se examinan un total de 25 tipos capsulares (23 tipos neumocdcicos, y cada uno de los tipos
de tularemia y carbunco). Cada uno de los 25 tipos capsulares se usa para preparar una PCMV usando la proteina
DNI, esencialmente por el método descrito en el Ejemplo 1. Se usa una relacién uno a uno de PS con respecto a
proteina (aproximadamente 1:1 en peso seco) para estas preparaciones de PCMV iniciales. Cada preparacion se
caracteriza por SDS-PAGE para evidencia de reticulacion de proteina que se ha correlacionado perfectamente con
la inmunogenicidad de diversas preparaciones de PCMV en experimentos preliminares. Para algunos tipos
capsulares (por ejemplo, 6B y 23F), se usan ofras proteinas transportadoras para preparar PCMV. Para estos
mismos tipos capsulares (por ejemplo, 6B y 23F), puede usarse una quimica de reticulacion alternativa. Todas las
preparaciones de PCMV que muestran evidencia de reticulacion de proteina (por ejemplo, en SDS-PAGE), se
prueban para su inmunogenicidad.

Por ejemplo, se preparan diez PCMV diferentes usando cinco proteinas diferentes de la matriz y se preparan dos
antigenos diferentes del siguiente modo. La seleccién de las cinco proteinas de la matriz se basa en su uso actual
en las vacunas autorizadas por la FDA u otras propiedades que les permiten servir de trazadores para medir la
estabilidad de preparaciones de PCMV. Se usan las siguiente proteinas de la matriz (1) subunidad B de la toxina del
célera (disponible de SBL Vaccin AB), (2) toxina diftérica, (3) fragmento C de la toxina tetanica, "Frag C" (disponible
de Sigma Aldrich), (4) DNI, y (5) beta-galactosidasa de Escherichia coli (disponible de Sigma Aldrich). Como
antigenos capsulares se usan acido poli-D-glutamico de Bacillus anthracis y capsula tipo 14 de Streptococcus
pneumoniae (Suarez et al., Appl. Environ. Micobiol. 67:969-971, 2001). Ambos de estos antigenos capsulares son
altamente inmunogénicos cuando se usan con DNI como proteina de la matriz en PCMV correspondientes. Cada
antigeno de capsula se combina con cada una de las cinco proteinas de la matriz seleccionadas para producir 10
PCMV distintas.

Pueden probarse PCMV para su capacidad para inducir, en ratones, cambio de anticuerpo de isotipo a IgG como se
observa en vacunas conjugadas convencionales. Todos los antigenos pueden absorberse a alumbre y entonces
normalmente se usan grupos de 5 ratones por preparacion de PCMV. Los ratones se sangran para obtener
respuestas inmunitarias del nivel inicial a los antigenos de prueba. Los ratones se inmunizan entonces tres veces (en
el dia 0, 7, 14) por el protocolo de inyeccion IP estandar y se recoge sangre en los dias 10, 20, 30 y 60 dias después
de la inmunizacién primaria. Se analizaron sueros de ratén por ensayo de ELISA estandar para IgG contra el PS y
las proteinas transportadoras usadas. En estos experimentos, se incluyen grupos de control de ratones inmunizados
con solo PS para evaluar la capacidad de diversas preparaciones de PCMV para inducir IgG anti-PS en comparacion
con el PS no conjugado que debe ser poco o no inmunogénico. PCMV prometedoras (es decir, PCMV que inducen
altos niveles de IgG contra PS) se someten a analisis inmunolégico mas cuidadoso que busca establecer la cinética
y aspectos de respuesta a dosis de la respuesta inmunitaria a las PCMV en ratones.

Alternativamente, PCMV prometedoras y sus controles correspondientes pueden ser enviados a vendedores
comerciales para la produccion de antisueros de conejo. Se realizan inmunoensayos similares para evaluar la
inmunogenicidad, clase de anticuerpo inducido y cinética de respuesta inmunitaria en conejos. En estos
experimentos, el control es el producto comercial Prevnar® que es una mezcla absorbida en alumbre de 7 vacunas
de conjugado de PS convencionales diferentes acopladas a CRM 197, la proteina mutante no toxica relacionada con
toxina diftérica.

Pueden evaluarse la funcionalidad de las respuestas de anticuerpos inducidas con PCMV. Por ejemplo, la
funcionalidad puede evaluarse midiendo la capacidad del anticuerpo anti-PS a opsonizar S. pneumococcus
encapsulado y conducir a la destruccion bacteriana después de la fagocitosis por macrofagos. La proteccion de
animales de la exposicion letal a S. pneumococcus es otra forma de demostrar la eficacia de la vacuna en animales
inmunizados con PCMV.

Ejemplo 4. Comparaciéon de PCMV con Prevnar®

Se determind la limpieza relativa de los polisacaridos de S. pneumoniae (pps) 6B, 14 y 23F obtenidos de ATCC
mediante Merck o directamente del Serum Institute of India (Sll). Se us6 la expresion de IL-6 como un indicador de la
limpieza en un pps y se us6 LPS como control "sucio" positivo. Como se muestra en la Figura 9A, pps 6B, 14 y 23F
de Merck estan limpios, mientras que, como se muestra en la Figura 9B, pps 6B de SlI esta "sucio." Como se
muestra en la Figura 10, el tratamiento 2 (una hora de incubacién a 80 °C en NaOH 1 M) limpia pps 6B de SlI. El pps
6B limpio se usa para la comparacion de propiedades inmunoldgicas de conjugados y PCMV. Como se muestra en
la Tabla 3, el contaminante no es LPS.
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Tabla 3. Ensayo de los niveles de endotoxina de polisacaridos

Polisacaridos Unidades de endotoxina /mg de polisacarido
pps 6B de SlI - sin tratamiento 0,75

pps 23F de SlI - sin tratamiento 0,85

pps 23F de SlI - tratamiento 2 0,24

diversos pps de Merck - sin tratamiento 0,1-0,4

Las Figuras 11 y 13 muestran que Prevnar® (que esta adyuvantada con alumbre) induce anticuerpos IgG contra los
pps 6B y que la respuesta de IgG de PCMV adyuvantadas con alumbre (BSA y pps 6B; toxina diftérica y pps 6B;
toxoide diftérico y pps 6B; y toxoide tetanico y pps 6B) es mejor que la observada con Prevnar®. Similarmente, como
se muestra en la Figura 12, la respuesta de IgM a PCMV adyuvantadas con alumbre es similar a la observada para
Prevnar®.

Ademas, para pps 14 (los pps mas inmunogénicos en Prevnar®), como se muestra en las Figuras 14-16, PCMV
adyuvantadas con alumbre que contienen toxoide diftérico y pps 14 o toxoide tetanico y pps 14, son
aproximadamente equivalentes a Prevnar® en inducir una respuesta de 1gG.

Ejemplo 5. PCMV multivalentes.

Se produjeron inmundgenos multivalentes usando el método de PCMV mezclando quimicamente diferentes
polimeros organicos capsulares juntos antes de la reticulacion de la proteina transportadora DNI con glutaraldehido
("reaccion sintética de una etapa"). Se prepararon inmundégenos trivalentes de éste a partir de tres polimeros
organicos - PGA, alginato y dextrano - usando DNI como transportador. Estas vacunas ftrivalentes fueron
inmunogénicas y generaron respuestas inmunitarias contra los tres polimeros organicos capsulares como se
muestra por la IgG de suero reunida analizada pre-inmunizacion y después de 30 dias (Figura 6), el titulo de
anticuerpos IgG de suero especifica de antigeno 60 dias después de la inmunizacion (Figura 7) y el titulo de
anticuerpos en suero anti-PS 128 dias después de la inmunizacion (Figura 8). Como también se muestra en las
Figuras 6-8, las preparaciones de PCMV de alginato monovalentes también generaron una respuesta inmunitaria en
ratones. También pueden formularse inmunégenos de PCMV multivalentes mezclando PCMV especificas que se
sintetizan por separado y luego se mezclan juntas al final para producir una vacuna "coctel".
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparacion de una composicion de vacuna que comprende un antigeno que es atrapado con la
matriz de proteina transportadora y esta no covalentemente asociado a dicha matriz de proteina que comprende (i)
mezclar un antigeno de interés seleccionado del grupo que consiste en un polisacarido, un polialcohol, en el que el
polialcohol es una forma hidrogenada de un hidrato de carbono donde un grupo carbonilo ha sido reducido a un
grupo hidroxilo primario o secundario, y un homopolimero de poliaminoacido con una proteina transportadora vy (ii)
afadir un conector que reticula dicha proteina transportadora mediante grupos sulfhidrilo, amino o carboxilo de las
moléculas de proteina transportadora, y (iii) reticular dicha proteina transportadora para formar una matriz de
proteina transportadora.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha composicion de vacuna comprende ademas un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la relaciéon molar de dicho antigeno con respecto a dicha proteina
transportadora esta entre 1 a 10 y 10 a 1 en dicha composicion de vacuna.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha proteina transportadora es un multimero, en particular en el que
dicho multimero comprende al menos 5 subunidades, o en el que dicho multimero es un homomultimero.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho método comprende reducir una base de Schiff en dicha proteina
transportadora.

6. El método de la reivindicaciéon 1, en el que dicha proteina transportadora esta covalentemente reticulada con al
menos otra proteina transportadora, en particular en el que dicha reticulacién covalente comprende un enlace
peptidico entre un grupo amino primario de una cadena lateral de lisina y un grupo carboxi de una cadena lateral de
aspartato o glutamato, o en el que dicho enlace covalente comprende un reticulante bifuncional, mas en particular en
el que dicho reticulante bifuncional es glutaraldehido, bis[sulfosuccinimidil]suberato, o adipimidato de dimetilo.

7. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho conector es un compuesto de férmula

CHO
H,l—CHOﬂ

en la que Ry es un alquilo lineal o ramificado de 1 a 12 atomos de carbono, un heteroalquilo lineal o ramificado de 1
a 12 atomos, un alqueno lineal o ramificado de 2 a 12 atomos de carbono, un alquino lineal o ramificado de 2 a 12
atomos de carbono, un resto aromatico de 5 a 10 atomos de carbono, un sistema ciclico de 3 a 10 atomos, -
(CH2CH20)¢CH2CH2- en la que q es 1 a 4, o en la que dicho conector es glutaraldehido, éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida, o bencidina bis-biazotizada.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que dicha proteina transportadora es toxina diftérica o un mutante de la
misma, toxoide diftérico, toxina tetanica o un mutante de la misma, toxoide tetanico, exotoxina A de Pseudomonas
aeruginosa o un mutante de la misma, subunidad B de la toxina del colera, fragmento C de la toxina tetanica,
flagelina bacteriana, neumolisina, listeriolisina O, una proteina de la membrana externa de Neisseria meningitidis,
proteina Hcp1 de Pseudomonas aeruginosa, enterotoxina labil al calor de Escherichia coli, toxina de tipo Shiga,
proteina LTB humana, un extracto de proteina de células bacterianas completas, el mutante negativo dominante
(DNI) del antigeno protector de Bacillus anthracis, o beta-galactosidasa de Escherichia coli, en particular en el que
dichas células bacterianas completas son células de Pseudomonas aeruginosa o estreptocécicas, o en el que dicha
flagelina bacteriana es la proteina flagelina de Vibrio cholerae.

9. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha toxina de tipo Shiga es la proteina SItB2 de Shigella.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho polisacarido comprende al menos 18 restos, o en el que dicho
polisacarido es un polisacarido de Streptococcus pneumoniae, polisacarido de Francisella tularensis, polisacarido de
Bacillus anthracis, polisacarido de Haemophilus influenzae, polisacarido de Salmonella typhi, polisacaridos de
especies de Shigella, polisacaridos de especies de Salmonella, o polisacarido de Neisseria meningitidis, incluso mas
en particular en el que dicho polisacarido de Streptococcus pneumoniae es el tipo capsular 3, 4, 6B, 7A, 7B, 7C, 7F,
9A, 9L, 9N, 9V, 12A, 12B, 12F, 14, 15A, 15B, 15C, 15F, 17, 18B, 18C, 19F, 23F, 25A, 25F, 33F, 35, 37, 38, 44 0 46,
o en el que dicho polisacarido de Francisella tularensis es el antigeno O.

11. El método de la reivindicacién 1, en el que el homopolimero de poliaminoacido es un polimero capsular
microbiano, en particular en el que dicho polimero capsular microbiano es acido poli-gamma-D-glutamico de Bacillus
anthracis.

12. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas un segundo antigeno de interés, en particular que
comprende ademas un tercer antigeno de interés.
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Figura 1
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Figura 2

Andlisis de transferencia Western anti-PA de preparaciones de vacuna
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Figura 3

IgM e IgG de suero anti-DNI reunido
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Figura 4

IgM de suero anti-PGA reunido
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Figura 5

IgG de suero anti-PGA reunido
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