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DESCRIPCION

Vacunas de productos glicoconjugados que comprenden unidades basicas de una construccion molecular que
expresa multiples epitopos incorporados para la formulacién de una vacuna de amplio espectro contra infecciones
debidas a bacterias enteropatégenas

La presente invencion se refiere a antigenos glicoconjugados que expresan multiples epitopos incorporados y a
vacunas glicoconjugadas polivalentes destinadas a la proteccion de mamiferos, como se define en las
reivindicaciones y particularmente para la proteccion de la poblacion humana frente bacterias enteropatogenas, tales
como la bacteria anaerobia Gram-positiva Clostridium difficile y las bacterias Gram negativas Salmonella typhi,
Escherichia Coli, Vibrio Cholerae, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella
paratyphi A, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae, Salmonella cholerasuis, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas
aeruginosa ylo frente a infecciones virales gastrointestinales debidas a norovirus humanos.

Clostridium difficile es un bacilo Gram-positivo formador de esporas que produce dos Exotoxinas (Enterotoxina A y
Citotoxina B) que son patégenas para los seres humanos.

C. difficile es la principal causa de diarrea infecciosa relacionada con antibidticos en pacientes ancianos
hospitalizados en paises desarrollados (Simor et al., 2002). Los sintomas de la enfermedad asociada con C. difficile
(EACD) varian de diarrea a colitis grave, megacolon téxico, sepsis y muerte. En los ultimos afios, los aumentos de la
incidencia, gravedad y recurrencia de la enfermedad se deben en gran parte a la aparicién de cepas hipervirulentas
asociadas con brotes epidémicos en el hospital combinada con un aumento de la resistencia a los antibiéticos de
uso comun (Rupnik. et al., 2009).

Se ha informado de que una vacuna profilactica capaz de neutralizar la Enterotoxina A y la Citotoxina B de C.
difficile, las dos toxinas del patdgeno, es el ejemplo candidato de vacuna en desarrollo industrial (Donald R. et al.,
2013).

Las toxinas A y B son proteinas muy grandes de 308 kDa y 270 kDa, respectivamente, que estan estructuralmente
relacionadas, compartiendo dominios funcionales homélogos que median la captacion intracelular y el suministro de
una glucosiltransferasa citotoxica.

La Toxina A (Enterotoxina) se compone de 2.710 AA y muestra en su secuencia 223 residuos de Lys (8,22% de
cationicidad); la Toxina B (Citotoxina) se compone de 2.366 AA y muestra en su secuencia 156 residuos de Lys
(6,59% de cationicidad) (como referencia véase el sitio web: http://www.uniprot.org/uniprot/P16154 y http:
/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGG91548.1). Aunque estas dos toxinas difieren individualmente en su potencia y
efectos en modelos "in vivo", estudios anteriores en modelos animales sugieren que ambas contribuyen a la
enfermedad en infecciones naturales (Lyerly et al.,, 1985). Ademas, la vacunacién tanto con Toxina A como con
Toxina B - pero no con cualquiera de ellas individualmente - conferia proteccion en un modelo de infeccién de
hamster (Libby J.M. et al., 1982).

El reconocimiento de la capacidad de la respuesta inmunitaria humoral para controlar la EACD provocé el uso con
éxito de la inmunoterapia pasiva con inmunoglobulina humana combinada que contiene anticuerpos anti-Toxina A y
B para tratar la EACD grave (Salcedo J. et al., 1997). Ademas, la reduccion en la recurrencia de la EACD se logré en
un ensayo clinico de Fase | con anticuerpos monoclonales anti-Toxina A y B combinado con la terapia antibiética
convencional (Lowy . et al., 2010).

Ademas, en un pequefio estudio con tres pacientes con EACD recidivante crénica, una vacuna en investigacion que
utilizaba antigenos Toxoides A y B inactivados con formalina previno la recurrencia de EACD (Sougioultzis S. et al.,
2005).

En conjunto, estas observaciones proporcionan validacion y fomentan un mayor desarrollo de vacunas basadas en
Toxina A y basadas en Toxina B de C. difficile para prevenir la EACD. Como se recordd anteriormente, ahora hay
dos vacunas candidatas en ensayos clinicos, que se basan en las dos proteinas toxoides A y B
recombinantes/tratadas con formalina.

Las estrategias para desarrollar vacunas basadas en especificidades Unicas para los Toxoides de C. difficile (ya
sean destoxificadas mediante tratamiento con formalina o ya sea mediante tecnologia de ADN recombinante) estan
bien documentadas, como se recordd anteriormente. También estan bien documentados los estudios para utilizar
enterotoxina A recombinante (rARU) de C. difficile como proteina transportadora para cada uno de los Ps capsulares
de S. flexneri tipo 2a, E. coli K1 y Neumococo tipo 14 (Pavliakova D. et al., 2000) preparada en forma de productos
conjugados individuales. Claramente, la administracion simultanea de los tres productos conjugados individuales
inevitablemente da como resultado una sobrecarga para el sistema inmunitario del anfitrion debido a la cantidad
total, distinta de la heterogénea, de la proteina portadora inyectada, a saber, la unidad repetitiva recombinante de
Enterotoxina A de Clostridium difficile (respectivamente 1,29 ug, 3,9 yg y 8,08 pg de rARU para cada producto
conjugado Pn14-rARU, SF-rARU y K1-rARU).
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Muy recientemente, las partes estructurales de las dos toxinas se han utilizado como portadores no toxicos para el
antigeno Ps Il de C. difficile (Romano M. et al, 2014). A pesar de que C. difficile también produce tres Ps capsulares
diferentes, la evidencia apunta hacia las dos Toxinas como diana para combatir eficazmente la patologia, como en
los casos historicos de infecciones por difteria y tétanos.

Ninguno de estos trabajos previos, sin embargo, ha informado sobre la posibilidad de preparar una vacuna entérica
de amplio espectro para inducir inmunidad contra varios antigenos de carbohidratos de bacterias enteropatégenas
resistentes a los antibidticos (multiples especificidades) en un anfitrion humano, particularmente en un nifio, mientras
se utiliza la cantidad minima de proteinas portadoras para reducir la carga antigénica de las vacunas en el sistema
inmunitario del anfitrion, a la vez que se mantiene la actividad inmunogénica especifica y la proteccion in vivo que se
puede lograr cualitativamente administrando productos conjugados monovalentes. Sin embargo, los modelos
animales no permiten extraer conclusiones sobre los aspectos cuantitativos de los titulos de anticuerpos inducidos
por los antigenos multiples de la invencién, en comparacion con los monovalentes, ya que es bien sabido por los
expertos en el campo que solo los bebés humanos pueden discriminar confiablemente entre la actividad dependiente
de células T coadyuvantes eventualmente diferente de diferentes modelos de entidades de productos conjugados.
PAVLIAKOVA D et al. ilustran una vacuna de producto conjugado que contiene una toxina recombinante de
Clostridium difficile como proteina portadora. La proteina portadora esta conjugada con un polisacarido de tipo 14
neumocacico, K1 de E. coli o tipo 2a de Shigella flexneri. Se provocd una respuesta inmunitaria contra la proteina
portadora y el polisacarido (Pavliakova et al., "Clostridium difficile recombinant toxin A repeating units as a carrier
protein for conjugate vaccines: studies of pneumococcal type 14, Escherichia coli K1, Shigella flexneri Type 2a
polysaccharides in mice", INFECTION AND IMMUNITY, AMERICAN SOCIETY FOR CIMROBIOLOGY, US, vol. 68,
nam. 4, 1 de Abril de 2000 (01-04-2000), paginas 2161-2166). La invencion esta definida por las reivindicaciones.
Cualquier tema que caiga fuera del alcance de las reivindicaciones se proporciona solo con fines informativos. El
autor de la presente invencién ha obtenido ahora construcciones moleculares de muiltiples epitopos como unidad
basica para la preparacion de una vacuna de producto glicoconjugado de muiltiples epitopos para su uso como
vacuna entérica de amplio espectro para la proteccion de la poblacion humana contra bacterias enteropatégenas. De
hecho, el autor de la presente invencion se centra en el problema urgente que se conoce actualmente sobre varios
patégenos intestinales que se han vuelto resistentes a los antibidticos: la bacteria anaerobia Gram-positiva
Clostridium difficile y las bacterias Gram negativas Salmonella typhi, Escherichia Coli, Vibrio Cholerae, Shigella
flexneri, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi A, Shigella sonnei, Shigella
dysenteriae, Salmonella cholerasuis, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa. Debido a su creciente
resistencia a los antibiéticos, las infecciones intestinales debido a este panel de bacterias a menudo pueden conducir
a la sepsis con la consiguiente muerte del anfitrién.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién es una construccion molecular multivalente antigénica que consiste
en unidades basicas que comprenden las proteinas desintoxicadas portadoras dependientes de células T
coadyuvantes seleccionadas entre Enterotoxoide A y Citotoxoide B de Clostridium difficile unidas covalentemente a
un minimo de tres estructuras de carbohidrato de bacterias enteropatdgenas seleccionadas entre polisacaridos
bacterianos o lipopolisacaridos destoxificados (tales como LPS o endotoxoides destoxificados con SAEP) de
diferente especificidad serolégica, en donde cada estructura de carbohidrato comprende al menos uno de los
epitopos basicos repetitivos que consiste en un minimo de cinco a doce residuos de monosacaridos (preferiblemente
un minimo de ocho a doce residuos de monosacaridos), en donde al menos un mol de proteina portadora esta unido
covalentemente a al menos un mol de estructuras de carbohidrato especifico de tipo o especifico de grupo, o a la
cantidad total de estructuras de carbohidrato consideradas como la suma de al menos tres carbohidratos especificos
de tipo o especificos de grupo. Preferiblemente, dichos residuos de sacaridos se evaldan mediante determinacién de
la masa molecular y espectroscopia de RMN, midiéndose antigénicamente dichos epitopos basicos repetitivos por
su reactividad con anticuerpos monoclonales o policlonales especificos de tipo o especificos de grupo a través de la
determinacion de sus respectivos valores de CIM50 en la inhibicidon de su sistema de referencia de Polisacarido-
Anticuerpo homélogo.

Las bacterias enteropatdgenas de acuerdo con la presente invencion son aquellos patdgenos intestinales que se han
vuelto resistentes a los antibidticos tales como: la bacteria anaerobia Gram-positiva Clostridium difficile y las
bacterias Gram negativas Salmonella typhi, Escherichia Coli, Vibrio Cholerae, Shigella flexneri, Salmonella
typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi A, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae, Salmonella
cholerasuis, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, las proteinas toxoides Enterotoxoide A y
Citotoxoide B de Clostridium difficile se destoxifican mediante un método quimico, tal como el tratamiento con
formalina, como se conoce histéricamente para los toxoides diftérico y tetanico, o mediante la tecnologia de ADN
recombinante.

En las construcciones moleculares de acuerdo con la presente invencion, cada una de las dos proteinas toxoides
puede soportar un minimo de tres polisacaridos de diferente antigenicidad (tales como oligosacaridos o polisacaridos
que derivan de polisacaridos capsulares bacterianos) o un minimo de tres lipopolisacaridos destoxificados (o LPS,
endotoxina) de diferente antigenicidad. Las construcciones moleculares obtenidas de esta manera con LPS, sin
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embargo, resultan ser toxicas porque el radical Lipido A de LPS esta presente activamente en la estructura
molecular y puede activar, a través de la interaccion con los receptores de tipo CD14 y TLR4, la cascada de
citocinas proinflamatorias tipica de LPS. Con el fin de desarrollar y lograr el uso seguro de la entidad conjugada
Toxoide-LPS, la estructura del LPS debe por lo tanto someterse a la destoxificacion.

Esto se puede lograr mediante:
1) escision del radical de lipido A, o

2) saturacion del sitio de unién a lipido A a través de una estrategia especifica que utiliza los péptidos sintéticos
antiendotoxina (SAEP) para obtener endotoxoides (alternativamente denominados LPS destoxificados con SAEP,
endotoxina destoxificada con SAEP) que conservan su completo repertorio antigénico supramolecular en forma de
estructuras tipo micela (documento WO 2004/052394 A1).

El dltimo procedimiento de destoxificacion es la realizacién preferida en el contexto de la presente invencion.
Especificamente, se prepara un endotoxoide, que se origina a partir de una endotoxina (lipopolisacarido) especifica
de la especie (inmunotipo) dada de acuerdo con el concepto cientifico referido por Rustici et al. (Science 259: 361-
365, 1993) y en los detalles moleculares previamente divulgados referidos en la Patente de Estados Unidos Num.
6.951.652 y en la Patente de Estados Unidos Num. 7.507.718.

Por lo tanto, un endotoxoide es una entidad molecular compuesta por un complejo equimolar de SAEP, péptidos
anti-endotoxina sintéticos y LPS (endotoxina), que, en forma de un producto conjugado de multiples epitopos con un
toxoide (A o B) de C. difficile satisface la ecuacion quimica:

Toxoide-(LPS); + 3 SAEP — Toxoide-(Endotoxoide)s
(véase también el Ejemplo 3 mas adelante).

De acuerdo con la realizacion preferida de las construcciones moleculares de la presente invencion, los antigenos de
polisacaridos capsulares se pueden seleccionar del grupo que comprende Escherichia coli Tipos K (1, 2, 5, 12,13),
Salmonella typhi (Antigeno Vi), Vibrio cholerae 0139 y Clostridium difficile.

Clostridium difficile, como bacteria Gram-positiva, también presenta una capsula de carbohidratos que implica al
menos tres estructuras de Ps diferentes (Psl, Psll y Pslll).

De acuerdo con una realizacién alternativa de la construccion molecular de la presente invencion, las dos proteinas
toxoides sirven como portadores dependientes de células T coadyuvantes para productos glicoconjugados de los
lipopolisacaridos destoxificados (preferiblemente LPS o endotoxoides destoxificados con SAEP) especificos para
Shigella flexneri 2a, Vibrio cholerae 01, Salmonella cholerasuis, Escherichia coli 0157/101/111, Salmonella
typhimurium, Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi A, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae tipo 1y Salmonella
cholerasuis.

Las construcciones moleculares de acuerdo con la invencién inducen la especificidad seroldgica de las dos proteinas
transportadoras (Enterotoxoide A y Citotoxoide B de C. difficile) y a cada una de las al menos tres estructuras de
carbohidrato transportadas (brevemente denominadas Ps o LPS/Endotoxoide) unidas a cada una de las dos
proteinas transportadoras, de modo que los anticuerpos especificos relativos exhiban actividad neutralizadora para
las toxinas naturales homologas (Enterotoxina A y Citotoxina B) de Clostridium difficile asi como actividad bactericida
para Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cdlera, Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi A, Shigella
dysenteriae (otros antigenos de carbohidratos preferidos son de Shigella flexneri, Salmonella typhimurium,
Salmonella cholerasuis, Shigella sonneiy del propio C. difficile).

De acuerdo con lo anterior, y como una serie de ejemplos no limitantes, el autor ha preparado las siguientes
construcciones moleculares:

- Enterotoxoide A unido covalentemente a los Ps de S. typhi (Vi) V. cholerae (0139) y E. coli (K1);
- Citotoxoide B unido covalentemente a los mismos tres Ps de S. typhi (Vi) V. cholerae (0139) y E. coli (K1);

- Enterotoxoide A unido covalentemente a los LPS/Endotoxoides de S. enteritidis, S. paratyphi A y S.
dysenteriae;

- Citotoxoide B unido covalentemente a los mismos tres LPS/Endotoxoides de S. enteritidis, S. paratyphi A'y
S. dysenteriae.

La invencion se refiere adicionalmente a la construccion molecular multivalente antigénica anterior para su uso en
una vacuna para la proteccion de un sujeto de las infecciones debidas a al menos una bacteria enteropatégena
seleccionada entre Clostridium difficile, Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis,
Shigella flexneri, Salmonella paratyphi A, Salmonella dysenteriae, Salmonella cholerasuis o una combinacion de los
mismos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2672045 T3

En una realizacion preferida, se puede utilizar una sola o una combinacion de diferentes construcciones moleculares
multivalentes antigénicas para la preparacion de la vacuna.

Un objeto adicional de la presente invencion es una formulaciéon de vacuna que comprende al menos una
construccién molecular multivalente antigénica como anteriormente en un vehiculo fisiolégicamente aceptable,
opcionalmente junto con un coadyuvante o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las construcciones moleculares antigénicas pueden tener un patrén homogéneo o mixto de antigeno transportador y
antigenos transportados. El término antigeno transportador se refiere a las proteinas toxoides Enterotoxoide A o
Citotoxoide B de C. difficile; el término antigenos transportados se refiere a las estructuras de carbohidrato
(denominadas brevemente Ps capsular o LPS/endotoxoide) unidas a cada una de las dos proteinas transportadoras.
El término homogéneo o mixto se refiere a la fuente de los antigenos transportados con respecto al antigeno
transportador (es decir, todos los antigenos transportadores y transportados son originarios de C. difficile; los
antigenos transportados se originan a partir de los mismos o diferentes patégenos intestinales).

De acuerdo con una realizacion preferida de la formulacién de vacuna de la invencion, la dosis de cada antigeno
transportador y/o antigenos transportados oscila entre 0,1 y 100 pg, siendo preferiblemente 1-10 ug.

Preferiblemente, dichas formulaciones de vacuna comprenden adicionalmente un coadyuvante mineral o
quimicamente sintético o bioldgico. Se pueden utilizar coadyuvantes minerales o quimicamente sintéticos o
biolégicos con la construccion molecular descrita en esta solicitud, con el fin de beneficiarse de cualquier refuerzo
inmunolégico que pueda ser eficaz para disminuir la dosis inmunogénica éptima en seres humanos para reducir
adicionalmente la cantidad total de proteina transportadora. Particularmente, los coadyuvantes inorganicos
preferidos en las formulaciones de vacuna de acuerdo con la invencién para uso en seres humanos se seleccionan
entre fosfato de aluminio (AIPO4) e hidréxido de aluminio; los coadyuvantes organicos preferidos se seleccionan
entre coadyuvantes con una base de escualeno tales como MF59, QF21, Addavax; los antigenos biolégicos
preferidos se seleccionan entre los antigenos bacterianos monofosforil-lipido A, dicorinomicolato de trehalosa
(coadyuvante de Ribi).

En las formulaciones de vacunas para uso en el campo veterinario, se prefiere el coadyuvante de Freund (completo
o incompleto). La dosis de coadyuvante puede oscilar entre 0,1-1 mg/dosis, siendo preferiblemente de 0,5 mg/dosis.

Mas preferiblemente, dicha formulacién es adecuada para la administracién por via subcutanea o intramuscular o
intradérmica o transcutanea. Convenientemente, dicha administracion se puede llevar a cabo mediante inyeccion
con jeringa convencional o utensilios sin aguja.

Las formulaciones de vacunas de acuerdo con la invencién se pueden administrar de acuerdo con un protocolo que
requiere administraciones Unicas o multiples, de acuerdo con las instrucciones del médico, pediatra o veterinario.

La invencion se refiere adicionalmente a una formulacién de vacuna polivalente de amplio espectro como se definié
anteriormente para su uso en el campo médico humano o veterinario para la proteccion de un sujeto de las
infecciones debidas a al menos un patégeno enterobacteriano seleccionado entre Clostridium difficile, Salmonella
typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Salmonella paratyphi A, Salmonella
dysenteriae, Salmonella cholerasuis o una combinacién de los mismos. Preferiblemente, dicho sujeto a tratar
pertenece a la poblacién pediatrica y a la poblaciéon de edad avanzada.

La formulacion real de tal vacuna (p.€j.: la especificidad de especie de la bacteria entérica Gram negativa de la que
se derivan los Ps y LPS) puede depender de la epidemiologia regional de manera que cada triada de productos
conjugados antigénicos, aunque se utilicen siempre una o ambas proteinas transportadoras Enterotoxoide A y
Citotoxoide B de C. difficile, portara a propésito antigenos PS o LPS/endotoxoides especificos de acuerdo con la
epidemiologia regional seleccionada.

En una realizacién particular de la presente invencién, la formulacién de vacuna comprende al menos dos
construcciones moleculares antigénicas diferentes en las que cada una de las dos proteinas Enterotoxoide A y
Citotoxoide B de C. difficile puede servir como proteina transportadora para los tres polisacaridos (Psl, Psll y Pslll)
de C. difficile de modo que las dos triadas combinadas de antigenos conjugados representaran una vacuna
especifica limitada a las infecciones de C. difficile donde la actividad antitdxica inducida por los dos toxoides
proteicos puede ser paralela a la actividad local y sistémica anti-capsular que da como resultado la eliminacion de la
bacteria por parte del sistema inmunitario del anfitrién.

Tales construcciones moleculares de una sola triada también se han formulado como composiciones combinadas
multivalentes que contienen ambos tipos de modelos moleculares antigénicos para lograr el espectro antigénico mas
amplio, tales como:

Enterotoxoide A unido covalentemente a los Ps de S. typhi (Vi), V. cholerae (0139) y E. coli (K1) combinado
con Citotoxoide B unido covalentemente a los mismos tres antigenos Ps;
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Enterotoxoide A o Citoxoxoide B unidos covalentemente a los Ps de S. typhi (Vi), V. cholerae (0139) y E. coli
(K1) combinados con Citotoxoide B o Enterotoxoide A covalentemente unido a los tres antigenos
endotoxoides de S. enteritidis, S. paratyphi Ay S. dysenteriae.

Se ha informado recientemente sobre la evidencia experimental de que los norovirus humanos y de ratén infectan
las células B in vitro, y probablemente in vivo, mediante la participacion de bacterias entéricas que funcionan como
un factor estimulador de la infeccidon por norovirus. Se ha sugerido que este sinergismo bioldgico es la base del
mecanismo por el cual los norovirus pueden volverse infecciosos y desarrollar gastroenteritis epidémica y esporadica
en seres humanos (Jones M.K. et al., Science, 346: 755-759, 2014).

De acuerdo con estas observaciones, los anfitriones murinos sometidos a tratamiento con antibiéticos para agotar la
microbiota intestinal, han mostrado una reduccién significativa de la replicaciéon de norovirus de ratén en los
experimentos referidos por los autores.

A partir de esta evidencia, el autor de la presente solicitud encontré el principio de la seleccion como objetivo del
mundo en continua expansion de bacterias enteropatdégenas resistentes a antibiéticos con las composiciones de
vacuna descritas en la presente memoria para posiblemente limitar, en paralelo a infecciones bacterianas entéricas,
la replicacion de norovirus responsables de gastroenteritis aguda.

La gastroenteritis por norovirus es una enfermedad generalizada y potencialmente grave que se caracteriza por la
aparicion aguda de nauseas, vomitos, célicos abdominales, diarrea y, en ocasiones, fiebre. Los norovirus son
altamente infecciosos y se transmiten facilmente de persona a persona o en entornos contaminados. Los brotes
epidémicos ocurren en entornos comunitarios, particularmente en hospitales, hoteles, escuelas, guarderias y
hogares de ancianos, con un coste socioecondémico creciente para las familias, el sistema de atencién médica y las
empresas. Las unidades militares se ven significativamente afectadas cuando el virus ataca, ya que los brotes tienen
impacto sobre la preparacion para el combate. Se informa sobre resultados clinicos graves en adultos mayores,
nifios e individuos inmunocomprometidos en quienes la infeccién puede conducir a complicaciones sustanciales e
incluso puede conducir a la muerte. Se estima que, en todo el mundo, los norovirus causan uno de cada cinco casos
de gastroenteritis viral. Se estima que 300 millones de casos anuales de infeccion por norovirus contribuyen a
aproximadamente 260.000 muertes, principalmente en paises de bajos ingresos. Los norovirus se clasifican en al
menos 5 genogrupos y en al menos 40 genotipos; su distribucion en areas geograficas seleccionadas ha sido
recientemente evaluada en nifios y ancianos, con una incidencia de 1.475 casos/100.000 personas-afio en nifios
pequefos (< 5 afos) y 585 casos/100.000 personas-afio en ancianos (= 65 afios) (Chan M. et al, Scientific Reports,
2015). Con el tiempo, los norovirus evaden la inmunidad natural por deriva antigénica, lo que les permite escapar de
los anticuerpos producidos en respuesta a infecciones anteriores.

Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencion es la provision de una formulaciéon de vacuna polivalente de
amplio espectro para su uso en la prevencion y/o tratamiento de bacterias enteropatégenas que a continuacion se
pueden dirigir, en paralelo, a infecciones gastrointestinales viricas debidas a norovirus humanos.

Los esfuerzos recientes para desarrollar una vacuna contra el norovirus se han centrado en las particulas similares a
virus (VLP), que se construyen a partir de moléculas de la capside del virus (cubierta exterior). En una prueba clinica
de fase |, una vacuna de VLP multivalente provoco la generaciéon de anticuerpos, pero no confirié inmunidad a la
cepa de virus sometida a ensayo. Sin embargo, en un estudio mas reciente, Lindesmith y colaboradores (2015)
caracterizaron muestras de suero de diez participantes en pruebas clinicas con vacunas de VLP multivalentes para
anticuerpos contra VLP de vacunas y también contra VLP que representan virus que no estaban contenidos en la
vacuna. Los investigadores encontraron que la vacuna de VLP puede provocar rapidamente respuestas de
anticuerpos a una amplia gama de VLP de vacunas y no de vacunas, incluyendo dos VLP que representan norovirus
humanos que podrian no haberse encontrado anteriormente. En general, los anticuerpos contra las cepas de
norovirus a los que los participantes habian estado expuestos previamente, dominaron la respuesta inmunitaria.
Estos hallazgos pueden alentar el desarrollo de una vacuna basada en norovirus, suponiendo que este enfoque
pueda superar la capacidad de los norovirus para evadir la inmunidad por deriva antigénica. En cualquier caso, esta
seria una estrategia dirigida a contener eventualmente el virus durante la fase de la infeccién en la que las particulas
del virus se estan diseminando de las células bacterianas que lo hospedan, en lugar de bloquear la replicacion del
virus en la base, una vez que esta aun dentro de las bacterias enteropatégenas que lo estan protegiendo, como
propone el autor de la presente Solicitud mediante el uso de una vacuna de amplio espectro dirigida a bacterias
enteropatdgenas. Finalmente, el uso concomitante y/o paralelo de estas dos estrategias (p.gj., el uso de las dos
vacunas dirigidas contra el norovirus y su anfitrién bacteriano) podria constituir una poderosa herramienta para lograr
una proteccioén antiviral de amplio espectro para el ser anfitrion humano.

La presente invencion se refiere adicionalmente a un procedimiento de conjugacién para preparar la construccion
molecular multivalente antigénica de acuerdo con la invencién (que emplea la misma quimica descrita en la patente
EP 1501542), en donde cada una de las al menos tres estructuras de carbohidrato seleccionadas entre:

-polisacaridos capsulares de Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Clostridium difficile y Escherichia coli o
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-lipopolisacaridos de Clostridium difficile, Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis,
Shigella flexneri, Salmonella paratyphi A, Salmonella dysenteriae, Salmonella cholerasuis

se activa quimicamente a monofuncionalidad o polifuncionalidad mediante desacoplamiento de O-des-hidrégeno a
través de oxidacion y aminacion reductiva formando enlaces reducidos imina con un espaciador de alquildiamina, a
continuacion se modifica para formar ésteres activos, acoplandose finalmente y simultaneamente tales estructuras
de carbohidrato derivadas de ésteres a los grupos amino de la proteina transportadora polifuncional Citotoxoide B o
Enterotoxoide A de C. difficile a través de la formaciéon de enlaces amida; en donde al menos un mol de proteina
transportadora se hace reaccionar con al menos un mol de estructuras de carbohidrato, considerando una cantidad
total como la compuesta por la suma molar de cada una de las al menos tres estructuras de carbohidrato especificas
de tipo o especificas de grupo. Preferiblemente, dichas estructuras de carbohidrato se activan quimicamente a sus
correspondientes derivados acido diamino-butirico y los ésteres activos son ésteres succinimidilicos.

Como ejemplo, la activacion quimica de la triada de polisacaridos de la capsula de S. typhi, E. coliy V. cholerae a su
Ps-DAB homdlogos (derivado de acido diaminobutirico) se ha realizado de acuerdo con el procedimiento descrito por
el Solicitante en la Reivindicacién 1 del documento EP 1501542, si bien las proteinas transportadoras polifuncionales
eran el Enterotoxoide A y el Citotoxoide B de C. difficile. Alternativamente, el procedimiento de conjugacion para
preparar las construcciones moleculares multivalentes antigénicos de la invencion emplea la quimica descrita en la
reivindicacion 8 del documento EP 1501542 que implica el acoplamiento simultaneo (o acoplamiento paso a paso)
de los grupos amino de las proteinas transportadoras poli-funcionales Citotoxoide B o Enterotoxoide A de C. difficile
con al menos tres estructuras diferentes de carbohidratos seleccionadas entre

- polisacaridos capsulares de Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Clostridium difficile y Escherichia coli o

- lipopolisacaridos de Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri,
Salmonella paratyphi A, Salmonella dysenteriae, Salmonella cholerasuis

a través de una aminacion reductiva que forma un enlace reducido imina, activandose tales estructuras de
carbohidrato previamente a monofuncionalidad o polifuncionalidad, con o sin espaciadores, mediante
desacoplamiento de O-des-hidrégeno mediante oxidacion;

en donde al menos un mol de proteina transportadora se hace reaccionar con al menos un mol de estructuras de
carbohidrato, considerando una cantidad total como la compuesta por la suma molar de cada una de las al menos
tres estructuras de carbohidrato especificas de tipo o especificas de grupo.

De acuerdo con la presente invencién, el término mol referido tanto a la proteina transportadora como a los
antigenos de carbohidratos especificos abarca la unidad de medida general (un mol) o una fraccién de la misma (es
decir, micromol o nanomol o picomol, todos representativos de una fraccion).

Cuando el procedimiento de conjugacion de acuerdo con la invencién contempla lipopolisacaridos, estos deben
destoxificarse. Por lo tanto, el procedimiento de conjugacion comprende adicionalmente una etapa adicional de
destoxificacion de dichos lipopolisacaridos alternativamente mediante a) escision del radical del Lipido A antes o
después de llevar a cabo la reaccién de acoplamiento, o b) saturacion del sitio de unién del Lipido A a través de una
estrategia especifica que utilice los péptidos sintéticos anti-endotoxina (SAEP, como el SAEP2 ver Rustici et al.,
Science 259: 361-365, 1993) antes o después de que se realice la reaccion de acoplamiento.

Preferiblemente, tales lipopolisacaridos destoxificados se obtienen mediante el ultimo procedimiento revelado por el
mismo autor en la Patente de Estados Unidos Num. 6.951.652 (véase la pagina 16 y la Reclamacion 1) y la Patente
de Estados Unidos Num. 7.507.718 (véanse las paginas 33-34 y la reivindicacion 17) para obtener los endotoxoides
correspondientes que retienen las caracteristicas antigénicas optimas de las estructuras de LPS de tipo micelas
supramoleculares para la expresion 6ptima de las propiedades inmunogénicas relativas.

Ademas de los métodos anteriores de destoxificacion, se pueden utilizar otros métodos para el propdsito y, entre
otros, se puede considerar la destoxificacion de LPS mediante ingenieria genética mediante la modificacion de la
ruta enzimatica que conduce a la sintesis del lipido A y la destoxificacién por enzimas o hidrdlisis quimica de las
cadenas de acidos grasos unidas a ésteres presentes en la estructura del Lipido A.

Ademas, en una realizacion preferida del procedimiento de conjugacidon de la invencion, las estructuras de
carbohidrato de la etapa a) comprenden al menos uno de los epitopos basicos repetitivos que consisten en un
minimo de cinco a doce residuos de monosacaridos segun se evalia mediante determinacion de la masa molecular
y espectroscopia de RMN, evaluandose antigénicamente dichos epitopos basicos repetitivos por la reactividad con
anticuerpos policlonales o monoclonales especificos de tipo o especificos de grupo mediante la determinacion de
sus respectivos valores de CIM50 en la inhibicion de su sistema de referencia homologo de polisacarido-anticuerpo.

Representa un objeto final de la presente invenciéon una construccién molecular multivalente antigénica que puede
obtenerse mediante el procedimiento de conjugacion esbozado anteriormente.
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Como se puede inferir, el modelo molecular descrito anteriormente puede desarrollarse adicionalmente para que
contenga mas de tres (por ejemplo, cuatro o cinco) estructuras de carbohidrato diferentes por mol (o fracciones) de
portador de proteina, dependiendo esta posibilidad de tres parametros principales de la construccién molecular:

a) las caracteristicas fisico-quimicas de la proteina transportadora, cuya estructura debe contener la mayor cantidad
posible de residuos de lisina (fuente de grupos -NH- reactivos);

b) el MW polidisperso seleccionado "ad hoc" de las diferentes estructuras de carbohidrato que presenta una tasa de
activacion optima al tiempo que limita los efectos negativos de los fendmenos de impedimento estérico en la
reaccion de acoplamiento, y

c) la eficacia de la quimica utilizada para la activacion de las diferentes estructuras de carbohidrato y para la sintesis
de la construccion molecular (la quimica preferida para una alta eficacia en la activacion éptima de las estructuras de
carbohidrato es el desacoplamiento de O-des-hidrégeno a través de oxidacion, con o sin espaciador, mientras que
para una alta eficacia en la reaccidon de conjugacion es a través de la formacion de enlaces amida por medio de
ésteres activos entre las estructuras de carbohidrato y la proteina transportadora, también es preferible para la
reaccion de conjugacion, la quimica que utiliza la formacion de un enlace reducido imina entre las estructuras de
carbohidrato oxidadas por desacoplamiento de O-des-hidrogeno, con o sin espaciadores, y la proteina
transportadora, a través de aminacion reductiva directa).

El procedimiento de conjugacion empleado de acuerdo con la invencion prevé la activacion en multiples etapas de
(al menos tres) Ps o LPS (que en consecuencia pueden tener indiferentemente, aunque homogéneamente, MW bajo
o alto) con el fin de optimizar los rendimientos de acoplamiento con la proteina transportadora.

Las caracteristicas estequiométricas de las presentes construcciones moleculares (razon p/p de Proteina/Ps o
Proteina/LPS), que a su vez estan relacionadas con la dosis inmunizante de las construcciones moleculares, se han
llevado a cabo mediante el método inmunoquimico descrito en la solicitud de patente internacional Num.
PCT/EP2014/051670.

Esto ha permitido la posibilidad en la presente invencién de determinar la cantidad cuantitativa de Ps o LPS incluso
cuando tienen estructuras muy similares si estan presentes en la misma construccion molecular.

Finalmente, la presente invencién se dirige a limitar la cantidad de proteina transportadora en la formulacion de la
vacuna al minimo posible inmunolégicamente que esta relacionada con el repertorio antigénico mas amplio de los
antigenos conjugados, con el fin de que contenga la carga antigénica en el sistema inmunitario del anfitrion para las
construcciones moleculares obtenibles a través de los procedimientos de conjugacion anteriormente descritos. Esta
estrategia es coherente con la contencién del fendmeno clinico hoy conocido como "interferencia inmunitaria
especifica del portador" que esta relacionada con la cantidad de proteina transportadora utilizada en una
composicion de vacuna de producto glicoconjugado dada cuando se considera el contexto de otras vacunas
administradas durante la ruta de inmunizacién del anfitrion mamifero (Dagan R. et al., 2010; Lee LH y Blake MS,
2012).

En la siguiente seccion experimental, la invencion se describira con mas detalle de acuerdo con las realizaciones
preferidas. Tales realizaciones deben considerarse con fines ilustrativos.

Ejemplos
Ejemplo 1:

i) Sintesis del antigeno conjugado tetravalente que comprende polisacaridos de S. typhi (Vi), E. coli (K1) y V.
cholerae (0139) con la proteina transportadora Enterotoxoide A;

i) Sintesis del antigeno conjugado tetravalente que comprende polisacaridos de S. typhi (Vi), E. coli (K1) y V.
cholerae (0139) con la proteina transportadora Citotoxoide B.

Activacion quimica de los tres Ps al Ps-DAB (derivado de acido diaminobutirico) homélogo

Esta etapa se ha realizado de acuerdo con el procedimiento descrito por el solicitante en la reivindicacion 1 (etapa
A1) de la patente mencionada anteriormente EP1501542. Se han realizado controles especificos de dicha
activacion, asi como las caracteristicas obtenidas de las estructuras de Ps activadas utilizando espectroscopia de
RMN H' segun se informa en la solicitud internacional Ntim. PCT/EP2014/051670.

Analisis de RMN H' de Ps-derivados de DAB
1. Solucion de Ps y Ps-derivados de DAB para andlisis de RMN

Se disuelven 3-4 mg de muestra de polisacarido (PS) o PS-DAB en 0,7 ml de D20 - tampén fosfato y se transfieren a
un tubo para RMN de 5 mm. La concentracion de tampén de fosfato preparado en D,O es 100 mM, pH = 7. Como
patron interno se utiliza sal sédica del acido trimetilsililpropionico (TSPA), (CHs)3Si(CD2).COONa. La concentracion
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de TSPA es 1 mM.
2. Equipo de RMN

Se utiliza un espectrometro de RMN de campo alto (600 MHz). Se emplea una cabeza de sonda de alta resolucion
de 5 mm con bobina de gradiente z capaz de producir gradientes en la direccién z (paralela al campo magnético) con
una fuerza de al menos 55 G - cm”™.

3. Configuracion de experimentos de RMN

Después de la introduccién de la muestra dentro del iman, se llevan a cabo todos los procedimientos de rutina:
ajuste de sintonia e impedancia "tuning and matching", ajustes de homogeneidad de campo magnético "shimming",
calibracion de pulso de 90 grados. La presaturacion se puede utilizar para suprimir la sefial HDO residual. Para una
buena presaturacion, el centro del espectro (O1) debe establecerse exactamente en la sefial HDO
(aproximadamente 4,80 ppm), y también es deseable un buen ajuste de homogeneidad de campo magnético.

Después del ajuste de los parametros de presaturacion, se verifican los parametros de los experimentos de
gradiente de difusién. Se utiliza la secuencia de pulso de eco estimulado utilizando gradientes bipolares con un
retardo de corriente parasita longitudinal.

4. Huella digital de activacion de DAB
Grupo -CH»-NH; a 3,08 ppm

Grupo -CH2-NH-CH3- a 3,17 ppm

5. % de activacion de DAB en Ps

El % de activacion de DAB esta en el valor intervalo de 0,5-5,0% en moles DAB/moles BRU (Unidad de Repeticion
Basica del Ps especifico de Grupo) con un intervalo molar 6ptimo 1,5-3,0%.

Derivatizacion de Ps Vi, Ps 0139, Ps K1 a sus ésteres activos homélogos como derivados Ps-DAB-MSE

Esta etapa se ha realizado de acuerdo con el procedimiento descrito por el solicitante en la Reivindicacion 8 de la
Patente Europea EP 1501542, incluida en la presente memoria como referencia.

Acoplamiento simultaneo de los tres Ps activados (polifuncionales) a la proteina transportadora (poli-
funcional) Enterotoxoide A o Citotoxoide B

La sintesis quimica del producto conjugado, también conocida como reacciéon de acoplamiento, se ha realizado de
acuerdo con el procedimiento descrito por el solicitante en la reivindicacion 8 de la Patente Europea EP1501542. EI
procedimiento, sin embargo, se puede considerar aqui como innovador porque las tres reacciones de acoplamiento
se ejecutan simultdneamente, en lugar de proceder en una reaccion de acoplamiento en el momento (o
procedimiento paso a paso).

Este procedimiento puede preferirse al acoplamiento paso a paso de cada antigeno activado por Ps por la simple
razon de acortar el tiempo de reaccion, mejorando por lo tanto la eficacia de la reaccién, siempre que los tres Ps
activados estén en condiciones de competir comparativamente en el equilibrio de la reaccion de acoplamiento (esta
caracteristica incluye MW promedio comparable, intervalo de activacion de Ps-DAB comparable y razones
estequiométricas comparables entre los grupos de reaccion de la proteina y los de los Ps activados).

La estequiometria de reaccién apropiada tiene en cuenta la cantidad total de ésteres de succinimidilo con respecto a
los tres antigenos PS activados y los grupos amino de la proteina transportadora disponibles. La estequiometria se
establece preferentemente para considerar la reactividad de no mas de 20-25% de los grupos amino disponibles en
la estructura del Enterotoxoide A o el Citotoxoide B (como ejemplo) para que la proteina conserve 6ptimamente su
repertorio antigénico.

La reaccion de acoplamiento de Enterotoxoide A o Citotoxoide B (brevemente indicados como toxoide) con
derivados de Ps-DAB (Ps-DAB) es compatible con la siguiente estequiometria:

Toxoide + 4 Ps-DAB(MSE) — Toxoide-(Ps)s + Ps-DAB(MSE)

Donde la entidad Ps-derivados de DAB(MSE) se refiere al total de partes iguales de cada una de las tres estructuras
Ps especifico de tipo en la reaccion, que produce un producto conjugado con un promedio de 1 mol de proteina para
un total de 3 moles de Ps especifico de tipo transportados, mas el exceso debido a Ps-derivados de DAB(MSE), de
acuerdo con lo regido por la constante de equilibrio:

3 [Toxoide — (Ps)3][Ps — DAB(MSE)] 3 [Toxoide — (Ps)3]
#q [Toxoide][Ps — DAB(MSE)]*  [Toxoide][Ps — DAB(MSE)]?
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La ecuacion se refiere a la concentracion de los ésteres activos totales (MSE) que derivan de la suma de partes
iguales de los antigenos Ps activados por DAB, que a su vez son comparables a la cantidad del conector DAB
cuantificado mediante espectrometria de RMN H' que estd presente en cada antigeno Ps activado (tasa de
conversion de Ps-DAB a Ps-DAB(MSE) = 98% sobre una base molar).

La ecuacion quimica evidencia la glicosilacion completa de la proteina transportadora Toxoide. La ecuacion también
muestra que la reaccion de conjugacion depende de las concentraciones de ambos reactivos, definiéndose por lo
tanto el nucledfilo (Toxoide a través de grupos épsilon-NH, de sus residuos de Lys) y el electréfilo (el radical
carbonilo de los grupos éster de los derivados de Ps) como reaccion Sy2.

Las consideraciones anteriores son compatibles con la observacion experimental de que el rendimiento mas alto en
la reaccion de glicosilacion obtenido con Toxoide como proteina transportadora ha sido 100% de la proteina
transportadora y aproximadamente 80% (p/p) de los derivados de Ps-DAB presentes en la reaccion, siendo la parte
restante de los mismos una baja cantidad de derivados Ps desacoplados necesarios para impulsar el equilibrio hacia
el lado derecho.

En este tipo de reacciones, el solvente afecta a la velocidad de reaccion puesto que los disolventes pueden rodear o
no al nucledfilo, obstaculizando o no obstaculizando de este modo su aproximacién al atomo de carbono. Los
disolventes apréticos polares, en general, son mejores disolventes para esta reaccion que los disolventes proticos
polares puesto que los disolventes préticos polares se solvataran mediante el enlace de hidrogeno del disolvente
para el nucledfilo y, por lo tanto, impediran que ataque el carbono con el grupo saliente. Un disolvente aprético polar
con baja constante dieléctrica o un extremo dipolo impedido, favorecera el modo Sy2 de reacciéon de sustitucion
nucledfila (los ejemplos preferidos son: DMSO, DMF, tetrahidrofurano, etc.).

La temperatura de reaccion, que afecta a Keg, €s la mas baja compatible con el uso del disolvente elegido, cuando
se considera que la reaccion es espontanea (por lo tanto, es exotérmica) y, por lo tanto, generalmente se establece
entre una temperatura de 4° y 20°C.

Ademas de la quimica de conjugacion anteriormente detallada, se pueden usar otras quimicas para lograr la sintesis
del antigeno conjugado multivalente; entre ellos, el acoplamiento directo de la proteina (a través de la aminacion
reductiva) a los Ps oxidados (a través del desacoplamiento de O-des-hidrégeno) o el uso de conectores heterdlogos
y quimicamente complementarios que pueden servir para activar los Ps y la proteina.

Asimismo, ademas de la estrategia de uso de productos quimicos que conducen a la obtencién de productos
conjugados de proteina-Ps entrecruzados multivalentes a través de la poli-funcionalidad de la proteina y la de los
componentes Ps, se puede considerar que la sintesis de la construccion molecular multivalente antigénica descrita
actualmente se basa en oligosacaridos derivados de Ps capsular o de oligosacaridos de LPS privados de lipido A,
activados en su grupo reductor terminal para a continuacién acoplarse a la proteina transportadora, como el
solicitante mostré en otro modelo de antigeno conjugado en el documento mencionado anteriormente Porro M. et al.
en Molecular Immunology, 23: 385-391, 1986.

Finalmente, se podria pensar que la construcciéon molecular descrita se prepara mediante glicosilacion enzimatica en
células bacterianas o de levadura u otras células vivas modificadas por ingenieria genética, utilizando técnicas de
ADN recombinante "ad hoc".

Ejemplo 2:

iii) Sintesis del antigeno conjugado tetravalente que comprende LPS (lipopolisacaridos) de S. enteritidis, S. paratyphi
Ay S. dysenteriae con la proteina transportadora Citotoxoide B;

iv) Sintesis del antigeno conjugado tetravalente que comprende LPS (lipopolisacaridos) de S. enteritidis, S. paratyphi
Ay S. dysenteriae con la proteina transportadora Enterotoxoide A.

Activacion quimica de los tres LPS a los derivados de LPS-DAB (derivado de acido diaminobutirico)
homologos

Los tres LPS se modificaron quimicamente en su radical de carbohidrato O-antigeno para formar los derivados de
DAB correspondientes (véase el esquema siguiente que muestra la zona activada por DAB dentro del radical
carbohidrato de O-antigeno que es la parte mas hidrofila de la molécula de LPS). La estructura "central" es dificil de
activar porque esta muy cerca de la zona hidréfoba (Lipido A), que es una estructura bastante criptica responsable
de la estructura de tipo micela de los LPS, que también es responsable de la toxicidad biolégica de los LPS (p.€j.,
inflamacion local y sistémica, mediada por TNF e IL6, seguida de pirogenicidad) asi como para la expresion éptima
de la antigenicidad y la inmunogenicidad. En una realizacion preferida de la presente solicitud, la toxicidad bioldgica
de los LPS se bloquea selectivamente a continuacion a través de la unién de alta afinidad con SAEP, que conserva
tales caracteristicas 6ptimas de los LPS unidos a su estructura supramolecular de tipo micela.

La etapa de activaciéon de DAB se ha realizado de acuerdo con el procedimiento descrito por el solicitante en la
reivindicacion 1 (etapa A1) de la patente mencionada anteriormente EP1501542. Se han realizado controles
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especificos de dicha activacién, asi como las caracteristicas obtenidas de las estructuras de Ps activadas utilizando
Espectroscopia RMN H' como se informa en la solicitud de patente internacional Num. PCT/EP2014/051670.

El analisis de RMN H' en los derivados de DAB se realizé como se describio anteriormente para el Ejemplo 1.

El siguiente esquema representa la estructura general de LPS de Enterobacteriaceae con los sitios localizados de
activacion por DAB (necesarios para la conjugacion con la proteina transportadora) y la destoxificacion bioldgica
necesaria, preferentemente realizada por SAEP (Péptido sintético antiendotoxina), que permite lograr la
destoxificacion, a la vez que los LPS conservan su estructura antigénica supramolecular, tipo micela).

Unidad repetitiva
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Derivatizacion de LPS de S. enteritidis, S. paratyphi A y S. dysenteriae a sus ésteres activos homoélogos
como derivados de LPS-DAB-MSE

Esta etapa se ha realizado de acuerdo con el procedimiento descrito por el solicitante en la Reivindicacion 8 de la
Patente Europea EP 1501542.
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Acoplamiento simultaneo de los tres LPS activados (poli-funcionales) a la proteina transportadora (poli-
funcional) Enterotoxoide A

La ecuacion quimica referida anteriormente en el Ejemplo 1, también se aplica a los productos conjugados de
Toxoides y derivados de LPS:

Toxoide + 4 LPS-DAB(MSE) — Toxoide-(LPS); + LPS-DAB(MSE)
De manera que:

[Toxoide — (LPS);][LPS — DAB(MSE)] 3 [Toxoide — (LPS);]

Koq = [Toxoidel[LPS — DAB{MSE)]* "~ [Toxoidel[LPS — DAB(MSE)]®

La ecuacion se refiere a la concentracion de los ésteres activos totales (MSE) que derivan de la suma de partes
iguales de los antigenos LPS activados por DAB, que a su vez son comparables con la cantidad del conector DAB
cuantificado por Espectrometria de RMN H' que esta presente en cada antigeno LPS activado (tasa de conversion
de Ps-DAB en Ps-DAB (MSE) = 98% sobre una base molar).

La sintesis quimica del producto conjugado, también conocida como reacciéon de acoplamiento, se ha realizado de
acuerdo con el procedimiento descrito por el solicitante en la reivindicaciéon 8 de la Patente Europea EP1501542. Se
puede considerar aqui, sin embargo, que el procedimiento es innovador puesto que las tres reacciones de
acoplamiento se ejecutan simultaneamente, en lugar de proceder en una reaccioén de acoplamiento en el momento
(o procedimiento paso a paso). Este procedimiento puede preferirse al acoplamiento paso a paso de cada antigeno
activado por Ps por la sencilla razén de que se acorta el tiempo de reaccion, mejorando por lo tanto la eficacia de la
reaccion, siempre que los tres Ps activados estén en condiciones de competir comparativamente en el equilibrio de
la reaccion de acoplamiento (esta caracteristica incluye MW promedio comparable, intervalo de activacion de LPS-
DAB comparable y razones estequiométricas comparables entre los grupos reaccionantes de la proteina y los del
LPS activado). Las construcciones moleculares obtenidas de esta manera, sin embargo, resultan ser tdxicas debido
a que el radical Lipido A del LPS esta activamente presente en la estructura molecular. Con el fin de perseguir y
lograr el uso seguro de la entidad conjugada Toxoide-LPS, la estructura de LPS debe someterse a la destoxificacion
alternativamente a través de la escision del radical de Lipido A, o por saturaciéon del sitio de unién de Lipido A a
través de una estrategia especifica que utiliza la Péptidos Sintéticos Anti-Endotoxina (SAEP). Esta ultima es la
realizacion preferida en el contexto de la presente invencion (véase el siguiente ejemplo 3).

Ejemplo 3: Preparacion de productos conjugados de Enterotoxoide A-Endotoxoide y productos conjugados de
Citotoxoide B-Endotoxoides a partir de sus productos conjugados homoélogos de Enterotoxoide A-LPS (Endotoxina,
Citotoxoide B-LPS (Endotoxina)

Los endotoxoides son antigenos no toxicos capaces de inducir actividad inmunoldgica especifica contra sus LPS
homologos que son los principales antigenos téxicos nativos expuestos en la superficie de la bacteria Gram (-).

Un libro de texto completo, publicamente disponible, que es exhaustivo sobre los muchos aspectos cientificos de los
antigenos de endotoxinas que se originan de bacterias Gram-negativas es "Endotoxins" por Kevin L. Williams,
Editor, Informa Health Care USA Inc., editorial, Nueva York (2007).

Un endotoxoide es una entidad molecular compuesta de un complejo equimolar de SAEP, péptidos sintéticos anti-
endotoxina, con el radical de lipido A de LPS (Endotoxina):

Toxoide - (LPS)3 + 3 SAEP — Toxoide-(Endotoxoide)s

Un endotoxoide, que se origina a partir de una endotoxina (lipopolisacarido) especifica de la especie dada
(inmunotipo), se prepara de acuerdo con el concepto cientifico referido por Rustici et al. (Science 259: 361-365,
1993) y en los detalles moleculares previamente descritos referidos en la Patente de Estados Unidos Num.
6.951.652 y en la Patente de Estados Unidos Num. 7.507.718.

La actividad inmunoldgica de un Endotoxoide implica anticuerpos policlonales de los isotipos IgG (principalmente) e
IgM que tienen actividad bioldgica (efecto bactericida) a través del mecanismo conocido en inmunologia como
opsonofagocitosis (OP, o englobamiento mediado por anticuerpos de bacterias en macrofagos y PMC) y Bactericida
Directo (DB, lisis mediada por anticuerpos de la pared celular bacteriana), estando mediados ambos mecanismos
por la activacioén de la ruta del complemento.

Los endotoxoides son antigenos dependientes de células T coadyuvantes en modelos animales pero aun no se han
experimentado en bebés humanos, donde el sistema inmunitario no esta completamente desarrollado hasta una
edad superior a los 2 afios. Por esta razén, se ha considerado en la presente solicitud la conjugacion a las proteinas
transportadoras dependientes de células T coadyuvantes como los dos Toxoides proteicos referidos anteriormente
de C. difficile para la preparacion del producto de vacuna deseado.
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En consecuencia, los productos conjugados de Enterotoxoide A o Citotoxoide B con LPS (endotoxina) especificos de
especie seleccionados se han hecho reaccionar con SAEP2 (Rustici et al., Science 259: 361-365, 1993) en las
condiciones generalmente referidas en Patente de Estados Unidos Num. 7.507.718 (véanse las paginas 33-34 y la
reivindicacion 17), para lograr la destoxificacion del LPS conjugado con Toxoide de manera que se formen los
Endotoxoides conjugados con Toxoide homdlogos relativos.

Se han preparado los siguientes Endotoxoides conjugados con Toxoide:
Enterotoxoide A conjugado covalentemente con endotoxoides de S. paratyphi A, S. dysenteriae, S. enteritidis;
Citotoxoide B conjugado covalentemente con Endotoxoides de S. paratyphi A, S. dysenteriae, S. enteritidis;

CRM197 conjugado covalentemente con endotoxoides de S. paratyphi A, S. dysenteriae, S. enteritidis como proteina
transportadora dependiente de células T coadyuvantes bien establecida, util para controlar los experimentos de
inmunizacién en modelos animales.

Ejemplo 4: Combinacién del antigeno conjugado tetravalente que comprende polisacaridos de S. typhi (Vi), E. coli
(K1) y V. cholerae (0139) conjugados con la proteina transportadora Enterotoxoide A, comprendiendo el antigeno
conjugado tetravalente LPS/Endotoxoides de S. enteritidis, S. paratyphi A y S. dysenteriae conjugados con la
proteina transportadora Citotoxoide B.

La combinacién se prepara asociando los dos tipos de modelos moleculares a la dosis apropiada para los estudios
inmunogénicos en los modelos animales descritos a continuacion en el Ejemplo 8.

Ejemplo 5: Andlisis fisico-quimico de la construccién molecular multivalente antigénica que comprende los
polisacaridos de S. typhi (Vi), E. coli (K1) y V. cholerae (0139) conjugados con la proteina transportadora
Enterotoxoide A o Citotoxoide B.

El analisis de GPC (cromatografia de penetracion en gel) sobre Sepharose 4B-CL se ha utilizado para realizar el
analisis fisico de la construcciéon molecular multivalente antigénica del Ejemplo 1. La purificacién del antigeno
multivalente de alto peso molecular (HMW) se obtiene simplemente mediante la recoleccidon y agrupacion las
fracciones eluidas de Kd = 0,00 a Kd = 0,30.

Los polimeros de la unidad basica de la construccion molecular se obtienen como entidades moleculares
entrecruzadas debido a la polifuncionalidad de los antigenos Ps (aproxmadamente 2% de activacion por DAB, sobre
una base molar, como se evidencia mediante espectroscopia de RMN H' ) y la polifuncionalidad de la proteina
transportadora (aproximadamente 104 grupos amino reactivos/mol de Toxoide A, determinado por la reaccion de
TNBS, restantes de los 223 residuos de Lys nativos de la Toxina A + 1 AA amino terminal, dentro de la estructura
que abarca los 2.710 AA totales de la secuencia, aproximadamente 85 grupos amino reactivos/mol de Toxoide B,
determinado por la reaccion de TNBS, restantes de los 156 residuos de Lys nativos de la toxina B + 1 AA amino
terminal, dentro de la estructura que abarca los 2.366 AA totales de la secuencia).

A la luz de lo anterior, el producto conjugado bajo analisis aparece como una entidad molecular de monomeérica a
polimérica, polidispersa que contiene la unidad basica de la construccion molecular referida en la ecuacion qU|m|ca
con un HMW que deriva de Ia unidad polimerizada ba3|ca que abarca el Enterotoxoide A (MW = 3, 08x10° ) o el
Citotoxoide B (MW = 2, 70x10 ) y un promedio de MW = 10° para cada uno de los tres antlgenos Ps/LPS (o un total
de aproximadamente 3, 0x10° ) lo que da como resultado un MW promedio global de 6, 10x10° por unidad basica; en
consecuencia, las diversas unidades entrecruzadas de tal estructura basica alcanzan varios millones y se eluyen
principalmente en Vo de la columna Sepharose 4B-CL.

La razoén p/p entre la proteina transportadora y cada uno de los tres Ps especificos de tipo es aprox. 3,6 (Tabla 1,
mas abajo); esta razén p/p produce una razén molar promedio (R) de proteina/Ps especifico de tipo de aprox. 1,0,
correspondiente a una razén promedio de un mol de proteina/mol de Ps especifico de tipo, como también sugiere la
ecuacion quimica. En consecuencia, la entidad molecular entrecruzada obtenida experimentalmente responde a un
modelo molecular constituido por varias unidades poliméricas de la unidad basica que consiste simplemente en un
mol de proteina transportadora que porta un total de tres moles de Ps especificos de tipo (un mol por cada Ps
especifico de tipo).

Ejemplo 6: Analisis inmunoquimico de la construccién molecular multivalente antigénica de Enterotoxoide A-PsVi,
PsK1, Ps0139 o Citotoxoide B-PsVi, PsK1, Ps0139

La construccién molecular purificada por GPC se analizd6 mediante ELISA de inhibicion para determinar la
especificidad serolégica de los cuatro anticuerpos policlonales de suero diferentes (PAb) y para determinar la
presencia cualitativa y cuantitativa de cada antigeno de la construccion, como se describe en la solicitud de patente
internacional. PCT/EP2014/051670.

La comparacion entre la titulacion quimica y la titulacion inmunoquimica de antigenos de carbohidratos para someter
a ensayo su equivalencia cuantitativa, se realiz6 mediante el uso de ELISA de inhibicion, a través del parametro
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CIMso (Concentracion Inhibidora Minima del antigeno de carbohidrato seleccionado que actia como inhibidor de la
reaccion Ps-Ab de referencia homologa) determinado experimentalmente con el fin de evaluar y correlacionar la
exactitud y precision del método inmunoquimico con respecto al quimico en el control analitico de dicho tipo de
construccion molecular.

Ejemplo 7: Determinacion de la concentracion para el antigeno de carbohidrato en forma conjugada activada o
multivalente: comparacion de titulacion quimica vs. titulacion inmunoquimica

Los titulos inmunoquimicos se obtienen de acuerdo con el método referido anteriormente con respecto al ELISA de
Inhibicién en comparacion con los titulos quimicos obtenidos de acuerdo con los métodos referidos en las secciones
especificas de la solicitud internacional de patente PCT/EP2014/051670; los titulos inmunoquimicos de muestras
desconocidas de cada uno de los tres antigenos especificos de carbohidratos, ya sea en forma activada o
conjugada, se determinaron mediante interpolacion en la parte lineal de una curva patrén de referencia construida
mediante ELISA de inhibicién utilizando la cantidad de antigeno de carbohidrato titulada quimicamente conocida.

La misma metodologia descrita para el analisis inmunoquimico cualitativo y cuantitativo de cada construccion
molecular descrita anteriormente, se utiliza a continuacién para la caracterizacion de la formulacién final de la
vacuna polivalente que contiene la asociacién de las dos construccidon moleculares, cada una constituida por una
triada de productos conjugados de Ps/LPS (endotoxoides) de los dos Toxoides de C. difficile utilizados como
proteinas transportadoras, para obtener la caracterizacion completa de una vacuna 4-valente u 8-valente ilustrativa.

Ejemplo 8: Formulacion de vacuna relacionada con la estequiometria de las construcciones moleculares
multivalentes

Tal clase de formulaciones de amplio espectro para una vacuna entérica se puede preparar de manera segura
mediante el uso de construcciones moleculares de la presente invencién, que permite un uso reducido de un
portador de proteina para transportar tal nimero de antigenos Ps y LPS (Endotoxoides) conjugados. Puesto que se
refiere especificamente a una formulacion ilustrada de una Vacuna Entérica que contiene una formulacién 8-valente
que incluye los Ps y LPS/(Endotoxoides) mas prevalentes, epidemiolégicamente significativos, las siguientes
construcciones moleculares (Tabla 1) se han sintetizado y analizado como una ilustracion ampliada de las
realizaciones preferidas, de acuerdo con los métodos presentados anteriormente en los diversos Ejemplos que
detallan las construcciones moleculares basadas en Enterotoxoide A y Citotoxoide B que portan Ps/LPS
(Endotoxoides), asi como la combinacion de los dos.

La cantidad total de los dos Toxoides de proteina transportadora ilustrados en esta vacuna entérica 8- valente
preparada y formulada de acuerdo con los procedimientos referidos en esta solicitud y definida por la estequiometria
de las construcciones moleculares resultantes, expresando cada una epitopos muiltiples incorporados, es coherente
con la siguiente composicién molar con respecto a la dosis de cada construccidon molecular que contiene aprox. 1 ug
de cada uno de los dos toxoides de la proteina transportadora (MW = 308K y 270K, respectivamente) y aprox. 0,3 ug
de cada uno de los tres antigenos Ps/LPS (endotoxoides) especificos de tipo, activados por DAB, seleccionados
(MW promedio = 100K basado en dos criterios de analisis diferentes, es decir, estimacion del tamafio promedio por
filtracion molecular en membranas filtrantes calibradas y estimacién del tamafio mediante GPC, en todos los casos
utilizando moléculas de carbohidrato de referencia como Dextranos de varios MW).

Tabla 1

Construccion molecular |Razén en peso promedio Toxoide/Ps | Razén molar promedio Toxoide/Ps

EnteroTox A para:

Ps E. coli 3,30 1,08
Ps s. typhi 3,80 1,24
Ps V. cholerae 4,05 1,33

CitoTox B para:
EndoTox S. enteritidis 3165 1 136

EndoTox S. paratyphi A 3,01 1 , 12
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Construccion molecular |Razén en peso promedio Toxoide/Ps | Razén molar promedio Toxoide/Ps

EndoTox S. dysenteriae 3190 1 145

En las construcciones moleculares ilustradas, la media de la razén (p/p) de proteina a Ps/LPS es: 3,61 + 0,39
(10,8%) correspondiente a la media de la razén (mol/mol): 1,26 £ 0,14 (11,1%).

El concepto de calcular y comparar las caracteristicas de los antigenos conjugados sobre una base molar es
fundamental porque el sistema inmunitario procesa antigenos sobre una base molar, como lo hace la Naturaleza en
cada reaccion quimica o bioquimica de transformacion de materia, por lo tanto, se refiere al MW del antigeno.

Por consiguiente, dependiendo del MW promedio de cada antigeno Ps/LPS especifico de tipo y del de los toxoides
portadores de proteina, las razones molares de los antigenos conjugados estan sujetas a cambios mediante la
seleccion de sus componentes antigénicos. Se prefiere principalmente que las razones molares entre la proteina
transportadora y cada antigeno Ps especifico de tipo sea igual o mayor que 1,0 para una expresion 6ptima probable
de dependencia de células T coadyuvantes. Ademas de este parametro molar, también es importante considerar la
cantidad promedio de enlaces covalentes interpuestos entre la proteina y cada antigeno de carbohidrato especifico
de tipo, que es paralela a la tasa de activacion del polisacarido especifico de tipo, ya que esta regiéon molecular
hibrida es la sugerida experimentalmente como responsable de las propiedades dependientes de células T
coadyuvantes adquiridas de una molécula conjugada (Arndt y Porro, 1991).

Sin embargo, es posible sintetizar las construcciones moleculares de acuerdo con diferentes estequiometrias de
sintesis, tal como se detalla en la solicitud de patente internacional PCT/EP2014/051670, abordando la cantidad de
reactivos que participan en el equilibrio quimico referido en la ecuacién quimica anterior, que puede conducir a una
construccién molecular de diferente estequiometria, donde la cantidad de proteina transportadora dependiente de
celular T coadyuvantes en la construccion molecular puede seleccionarse 6ptimamente de acuerdo con la expresion
optima de la inmunogenicidad de tal construccion molecular en los diversos grupos de edad de la poblacion humana.
En ambos, las formulaciones, 4-valentes a 8-valentes, arriba mencionadas, que contienen de una a dos
construcciones moleculares que portan cada una tres PS/LPS especificos del tipo, la cantidad total de cada proteina
transportadora Toxoide es aprox. 1 ug, mientras que el Ps/LPS especifico de tipo conjugado (Endotoxoide) esta en
la cantidad de aprox. 0,3 pg, respectivamente.

De acuerdo con esto, el propésito de las realizaciones descritas anteriormente es proporcionar evidencia del hecho
de que la construccion molecular antigénica multivalente descrita con epitopos incorporados se puede sintetizar en
una amplia gama de parametros estequiométricos con el fin de definir adecuadamente, en mamiferos anfitriones y
particularmente en seres humanos, la dosis 6ptima de la construccion incluso cuando se consideran los diferentes
grupos de edad (desde bebés hasta ancianos) que van a ser inmunizados por tal formulaciéon de vacuna de amplio
espectro.

La Tabla 2 a continuacién, muestra diferentes modelos moleculares obtenidos para el concepto anterior, haciendo
uso de la misma reaccion quimica de sintesis, aunque utilizando diferentes estequiometrias elegidas "ad hoc" para
los reactivos que participan en el equilibrio.

A continuacion, se informa sobre algunas consideraciones sobre los dos toxoides utilizados en la presente solicitud,
Enterotoxoide A y Citotoxoide B, ya que son (o pueden ser) derivados tratados quimicamente de las Toxinas
homologas. Este procedimiento histérico, utilizado para vacunas histéricas como el Toxoide tetanico y el Toxoide
diftérico, es necesario para que las toxinas se destoxifiquen a propdsito para un uso humano seguro como
inmunogenos. En la presente Solicitud, los autores de la presente invencidon han considerado que el MW promedio
de los Toxoides purificados es comparable al de las Toxinas de las que derivan.

Sin embargo, entre otras caracteristicas, la marcada diferencia entre Toxoides y Toxinas reside en la cantidad de
grupos amino primarios residuales de los residuos de Lisina que permanecen en las estructuras de los Toxoides
después de la destoxificacion quimica. Esta a punto de detectarse un promedio de 47% a 54% de grupos amino
reactivos en los Toxoides con respecto a los originalmente presentes en la estructura de las Toxinas homdlogas, que
funcionan como grupos nucledfilos en la reaccion de acoplamiento con los antigenos Ps/LPS activados. Al comparar
la estructura de los dos Toxoides con la de una proteina transportadora consolidada e histérica como CRM197, en
términos de capacidad para competir en la reaccidén de acoplamiento como reactivo nucledfilo, se puede determinar
que el Toxoide A tiene aprox. 104 grupos amino/mol (MW = 3,08x1 0° para 2.710 AA) mientras que el Toxoide B tiene
aprox. 85 grupos amino/mol (MW = 2,7x10° para 2.366 AA), de modo que la densidad molar de los mismos (que los
autores de la presente invencion definen como "actividad nucledfila molar") es 3,84% en el Enterotoxoide A y 3,60%
en el Citotoxoide B, dos parametros que son significativamente menores que el calculado para CRM197 (7,47%) que
tiene una mayor capacidad para servir como reactivo nucledfilo en una reaccién de acoplamiento dada (como se
detalla en la solicitud de patente internacional Nim. PCT/EP2014/051670). Sin embargo, dada la diferencia
significativa en el MW de los dos toxoides de proteina (basicamente un factor = 5,3 y 4,7 a su favor con respecto a
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CRM197) las razones molares del portador de proteina, para cada uno de los antigenos de carbohidratos
transportados seleccionados en las construcciones moleculares, pueden resultar ventajosas para los Toxoides
cuando se esta dispuesto a limitar la cantidad de proteina transportadora/dosis en una formulacién polivalente. De
hecho, a dosis de peso comparables de los dos Toxoides de proteina transportadora, resultan ser aproximadamente
5,0 veces menores que CRM197 sobre una base molar. Por consiguiente, se debe prestar atencion al hecho de que
el MW del portador es un parametro importante que afecta las caracteristicas fisico-quimicas de los productos
conjugados y puede limitar la posibilidad de obtener una razén molar de Toxoide/Ps/LPS especifico con un valor =
1,0 para la 6ptima induccion de dependencia de células T coadyuvantes en el sistema inmunitario del anfitrién.

La Tabla 2 enumera todos los modelos moleculares sintetizados para el trabajo detallado en la presente Solicitud,
representativos de las diversas estequiometrias utilizadas para este fin, que dependen de: i) el MW de la proteina
transportadora utilizada; ii) la actividad nucledfila molar de tales proteinas transportadoras (que expresa la cantidad
de grupos -NHz/mol de proteina); iii) el MW promedio de los antigenos Ps/LPS activados vy, iv) la tasa de activacion
respectiva de los antigenos Ps/LPS (grupos DAB-MSE para después reaccionar con los grupos -NH; de la proteina).
Los modelos moleculares ilustrados evidencian la flexibilidad de la quimica adoptada y el hecho de que la proteina
transportadora puede estar presente en la entidad conjugada a una amplia variedad de razones molares y
ponderales, por encima de 1,0 y por debajo de 1,0. En particular, la razén molar de Proteina/Ps varié de al menos
0,3 a 1,0 al considerar cada Ps especifico de tipo o especifico de grupo presente en el producto glicoconjugado, y de
al menos 0,3 a 1,0 cuando se considero el total de los tres Ps, contribuyendo cada Ps en aproximadamente un tercio
a la cantidad total finalmente presente en el producto glicoconjugado.

Tabla 2

Construccion molecular |Razén en peso promedio Toxoide/Ps | Razén molar promedio Toxoide/Ps

EnteroTox A para:

Ps E. coli 3,30 1,08
Ps s. typhi 3,80 1,24
Ps V. cholerae 4,05 1 ,33
Ps E. coli 1,05 0,34
Ps s. typhi 1,15 0,37
Ps V. cholerae 1 ,03 0,33
EndoTox S. enteritidis 3,35 1 ,09
EndoTox S. paratyphi A 3100 0,97
EndOTOX S. dysenteriae 3,20 1 ,04
EndoTox S. enteritidis 1 ,1 3 0,37
EndoTox S. paratyphi A 1 120 0,39
EndoTox S. dysenteriae 1 105 0134
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CitoTox B para:

EndoToxX s. enteritidis 3,65 1,36
EndoToxX s. paratyphi A 3,01 1,12
EndoTox s. dysenteriae 3,90 1,45
EndoToxX s. enteritidis 1,23 0,46
EndoToxX s. paratyphi A 1,02 0,38
EndoTox s. dysenteriae 1,15 0,43
Ps E. coli 3,60 1,33
Ps s. typhi 3,45 1,28
PS v. cholerae 3,85 1,43
Ps E. coli 1,25 0,46
Ps s. typhi 1,10 0,40
PS v. cholerae 1,43 0,53

Ejemplo 9: Anélisis inmunolégico en modelos animales de las construcciones moleculares multivalentes antigénicas
de Enterotoxoide A y Citotoxoide B (que se originan a partir de las toxinas homdlogas de C. difficile) que portan
polisacaridos (S. typhi, V. cholerae, E. coli) o LPS/ Endotoxoides (S. paratyphi A, S. dysenteriae, S. enteritidis)

Los dos tipos de productos conjugados que utilizan las dos proteinas Toxoides de C. difficile, se han sometido a
experimentacion en un modelo animal murino para experimentos de inmunizacién activa. Como inmundgeno de
control dependiente de células T coadyuvantes, se utilizaron en experimentos paralelos los productos conjugados
homologos de CRM197.

Formulacién de vacuna para productos conjugados de Ps

Se combinaron productos conjugados de Enterotoxoide A y Citotoxoide B de PsVi, Ps0139 y PsK1. Las
caracteristicas estequiométricas de los productos conjugados mostraron una razén media de Proteina/cada uno de
los Ps especificos de tipo de 3,61 + 0,39 (p/p) como se muestra en la Tabla 1 anterior.

Formulacién de vacunas para productos conjugados de LPS/Endotoxoides

Se combinaron productos conjugados de Enterotoxoide A y Citoxoxoide B de LPS de S. enteritidis, S. dysenteriae y
S. paratyphi A. Las caracteristicas estequiométricas de los productos conjugados mostraron una razén media de
proteina/cada uno de los LPS especificos de tipo/Endotoxoide de 3,61 + 0,39 (p/p) como se muestra en la Tabla 1
anterior.

Formulacién combinada de vacuna entérica de amplio espectro para productos conjugados de Ps y
productos conjugados de LPS (endotoxoides) utilizando las proteinas transportadoras Enterotoxoide A y
Citotoxoide B

Se combinaron para este fin productos conjugados de Enterotoxoide A de PsVi, Ps0139 y PsK1 y productos
conjugados de Citotoxoide B de LPS (endotoxoides) de S. enteritidis, S. dysenteriae y S. paratyphi A.

17



10

15

20

25

30

35

ES 2672045 T3

Dosis y formulaciones de las vacunas ilustrativas

De acuerdo con la estequiometria de las construcciones moleculares referidas anteriormente en la Tabla 1, la dosis
inyectada es de aprox. 1,0 ug por cada Ps/LPS (Endotoxoide) conjugado presente en cada construccion molecular y
para cada Toxoide (aproximadamente 3,0 ug) contenido en la Formulacion de Vacuna; la dosis se convierte en
aprox. 6,0 ug de la cantidad de proteina total cuando la Formulacién de Vacuna contiene los Toxoides combinados
para la misma triada o triadas diferentes de antigenos Ps/LPS (endotoxoides) transportados (vacuna de amplio
espectro); AIPO4 se usa como coadyuvante a la dosis fija de 0,5 mg/dosis (equivalente a aproximadamente 0,120
mg de alum). La adsorcién de cada construccién molecular multivalente al coadyuvante mineral se produjo a = 80%,
en peso, como se estimé mediante ELISA de inhibicién.

Animales

Cada grupo de animales seleccionado para cada uno de los experimentos de inmunizacion descritos a continuacion
contenia 10 ratones hembra Balb/c.

Ruta

i.p.

Programa de Inmunizacion

0, 2, 4 semanas; toma de muestras de sangre durante la semana 0, 2, 4, 6.

La inmunizacién de control con antigenos Ps simples se omiti6 basandose en el conocimiento histérico de que los
antigenos Ps altamente purificados no son significativamente inmunogénicos en mamiferos y no "estimulan"
anticuerpos isotipo IgG después de inyecciones repetidas de los mismos.

Titulos de ELISA

Titulos expresados como reaccién de punto final mostrando D.O. = 2,0 con respecto a las reacciones de control para
cada Ps/LPS especifico de tipo (Endotoxoide) y las dos proteinas Toxoides. Las diluciones del conjunto de Sueros
se realizan en serie, en dos modalidades, a partir de la dilucién 1/200.

Resultados inmunolégicos

Titulos medios geométricos de IgG para Ps/LPS especificos (Endotoxoide) o para cada uno de los dos Toxoides, en
el conjunto de sueros murinos, segun se determina mediante ELISA. La DT esta dentro del + 25% de la Media
Geométrica referida. A menos que se indique lo contrario, la significacion estadistica entre los titulos de los sueros
(determinada por la prueba t) fue <0,01. Los resultados se resumen en las siguientes Tablas 3 y 4.

Neutralizacion in vitro de las toxinas homélogas

Realizada de acuerdo con lo referido por Porro et al. (1980) para la Toxina de la Difteria y por Pavliakova et al.
(2000) para las Toxinas de C. difficile.

La Tabla 3 ilustra la inmunorrespuesta de ratones al modelo molecular que implica Enterotoxoide A y Citotoxoide B
como proteina transportadora para antigenos Ps de E. coli, V. cholerae, S. typhi.

Tabla 3

Enterotoxoide A Citotoxoide B
Ps
W0 | W2 W4 W6 W0 | W2 W4 W6
Vi [<200| 200 | 2.600 [15.800 (<200 | 200 | 2.200 |18.900
K1 (<200 | 200 | 3.200 |12.400 [<200 | 200 | 2.400 |20.000

0139 (<200 | 200 | 1.800 |11.600 <200 | 200 | 1.200 |14.800

Tox | <200 |2.800 |25.800 |84.400 |<200 |3.200 |32.600 |95.400

La Tabla 4 muestra la inmunorrespuesta de ratones al modelo molecular que implica Enterotoxoide A y Citotoxoide B
como portador de antigenos LPS/Endotoxoides de S. enteritidis, S. paratyphi A, S. dysenteriae.
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Tabla 4

Enterotoxoide A Citotoxoide B
LPS (Endotoxoide)
W0 | W2 W4 W6 W0 | W2 W4 W6

S. enteritidis <200 | 400 | 3.600 (12.800 |<200 | 200 | 1.800 |10.400
S. paratyphi A <200 | 200 | 2.400 (14.800 <200 | 400 | 3.600 |16.400
S. dysenteriae <200 | 200 | 2.200 (16.400 |<200 | 400 | 2.800 |14.200

Toxoide <200 |3.400  28.200 |66.400 | <200 | 2.400 | 24.800 | 84.200

Los resultados representados en las Tablas 3 y 4 anteriores muestran la induccién anamnésica de anticuerpos de
isotipo IgG biologicamente funcionales para cada uno de los cuatro componentes de las dos construcciones
moleculares multivalentes (productos conjugados multivalentes de Toxoide-Ps y Toxoide-Endotoxoide).

Particularmente, se observa en paralelo cualquier actividad potenciadora sobre el sistema inmunitario observada
para la proteina transportadora para cada uno de los antigenos Ps transportados, comportamiento tipico y bien
conocido de antigenos dependientes de células T coadyuvantes. El efecto de refuerzo obtenido contra los dos
toxoides y la actividad bioldgica de los anticuerpos anti-toxoide inducidos también respalda fuertemente el hecho de
que la construccién molecular multivalente tiene el potencial de funcionar como antigeno en seres humanos para la
prevencion de la toxicidad debida a las toxinas homodlogas. Se recogieron los siguientes resultados, expresados
como multiplicidad de aumento con respecto a los titulos de preinmunizacion, de los sueros GMT obtenidos después
de la segunda dosis de refuerzo y referidos en la siguiente Tabla 5 como titulos antitéxicos.

Tabla 5

Toxoide Ab contra la toxina homéloga (multiplicidad de aumento
para la neutralizacion de la toxina, in vitro)

Enterotoxoide A 456
Citotoxoide B 562
CRM 197 824

Los resultados detallados anteriormente, aunque solo se centran en algunos ejemplos especificos, respaldan la
preparacion y el uso de una vacuna entérica de amplio espectro para inducir inmunidad en un anfitrion mamifero
contra las proteinas transportadoras Enterotoxoide A y Citotoxoide B de C. difficile asi como también contra los Ps
transportados de E. coli, V. cholerae, S. typhiy los Endotoxoides transportados de S. paratyphi A, S. dysenteriae, S.
enteritidis. Basandose en lo anterior, los Ps capsulares de C. difficile también se pueden considerar antigenos Ps
transportados por los dos toxoides del patégeno homdlogo, de acuerdo con la construccién molecular detallada.

La formulaciéon de una vacuna de amplio espectro como la anterior descrita en los Ejemplos 8 y 9 tiene ventajas
objetivas en una formulacién de vacuna que considera la asociaciéon simple y eventual de cada uno de los seis
productos conjugados de Ps/LPS (Endotoxoides) diferentes de cada uno de las dos proteinas toxoides:

A) al utilizar el modelo molecular con multiples epitopos incorporados, se puede reducir realmente la cantidad de
proteina transportadora presente en la formulacion de amplio espectro (p.ej.: el uso de solo dos triadas de productos
conjugados reduce la cantidad de proteina transportadora a 1/3 o 33% de la cantidad de proteina transportadora
presente en la formulacién asociada de los seis productos conjugados);

B) el nimero de inyecciones se reduciria a un total de 3 inyecciones con un evidente ahorro de materiales y
recursos, ademas de la menor tension del anfitrion mamifero involucrado (un minimo de 3 inyecciones, una dosis de
sensibilizacion y dos dosis de refuerzo, para cada una de las seis vacunas individuales especificas de tipo daria
como resultado un total de 18 inyecciones).
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REIVINDICACIONES

1. Una construccion molecular multivalente antigénica que consiste en unidades basicas que comprenden las
proteinas destoxificadas portadoras dependientes de células T coadyuvantes seleccionadas entre Enterotoxoide A y
Citotoxoide B de Clostridium difficile unidas covalentemente a un minimo de tres estructuras de carbohidrato de
bacterias enteropatégenas seleccionadas entre polisacaridos bacterianos o lipopolisacaridos destoxificados de
diferente especificidad serolégica, en donde cada estructura de carbohidrato comprende al menos uno de los
epitopos basicos repetitivos que consiste en un minimo de cinco a doce residuos de monosacaridos, en donde al
menos un mol de proteina transportadora se une a al menos un mol de cada una de las al menos tres estructuras de
carbohidrato o su suma molar.

2. Una construccién molecular multivalente antigénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho
Enterotoxoide A o Citotoxoide B procedente de Clostridium difficile se destoxifican mediante tratamiento con
formalina o mediante tecnologia de ADN recombinante.

3. Una construccién molecular multivalente antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2
anteriores, en donde dichas estructuras de carbohidrato transportadas de diferente especificidad seroldgica se
seleccionan entre polisacaridos capsulares de Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Escherichia coli y Clostridium
difficile o una combinacion de los mismos.

4. Una construccion molecular multivalente antigénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2
anteriores, en donde dicho lipopolisacarido destoxificado es un Endotoxoide.

5. Una construccion molecular multivalente antigénica de acuerdo con la reivindicacion 1 6 4, en donde dichas
estructuras de carbohidrato transportadas de diferente especificidad serolégica se seleccionan entre
lipopolisacaridos/endotoxoides destoxificados de bacterias enteropatégenas seleccionadas entre Salmonella typhi,
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Salmonella paratyphi A, Salmonella
dysenteriae, Shigella sonneiy Salmonella cholerasuis o una combinacion de los mismos

6. Una construccién molecular multivalente antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
seleccionada entre:

- Enterotoxoide A unido covalentemente a los polisacaridos capsulares de Salmonella typhi, Vibrio cholerae y
Escherichia coli,

- Citotoxoide B unido covalentemente a los polisacaridos capsulares de Salmonella typhi, Vibrio cholerae y
Escherichia coli,

- Enterotoxoide A unido covalentemente a los lipopolisacaridos/Endotoxoides destoxificados de Salmonella
enteritidis, Salmonella paratyphi A y Salmonella dysenteriae;

- Citotoxoide B unido covalentemente a los lipopolisacaridos/Endotoxoides destoxificados de Salmonella enteritidis,
Salmonella paratyphi A y Salmonella dysenteriae.

7. Una construccion molecular multivalente antigénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, para uso en una vacuna para la proteccion de un sujeto de las infecciones debidas a al menos una de las
bacterias enteropatdgenas seleccionadas entre Clostridium difficile, Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Salmonella paratyphi A, Salmonella dysenteriae,
Salmonella cholerasuis o una combinacién de los mismos

8. Una formulacion de vacuna que comprende al menos una construccion molecular multivalente antigénica como se
define de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en un vehiculo fisioldgicamente aceptable,
opcionalmente junto con un coadyuvante o excipientes farmacéuticamente aceptables.

9. Una formulacién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la dosis de cada antigeno transportador
y/o antigenos transportados oscila entre 0,1 y 100 ug, siendo preferiblemente de 1 a 10 pg.

10. Una formulacién de vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en donde dicho
coadyuvante se elige entre un coadyuvante mineral seleccionado entre fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio; un
coadyuvante organico seleccionado entre coadyuvantes basados en escualeno tales como MF59, QF 21, Addavax y
un coadyuvante bioldgico seleccionado entre monofosforil-lipido A y dicorinomicolato de trehalosa.

11. Una formulacién de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde la cantidad de
coadyuvante oscila entre 0,1 - 1 mg/dosis, siendo preferiblemente de 0,5 mg/dosis.

12. Una formulacién de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-11, siendo dicha formulacion
adecuada para la administracion por via subcutanea, intramuscular, intracutanea o transcutanea.
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13. Una formulacion de vacuna polivalente de amplio espectro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
8-12 anteriores, para su uso en el campo médico humano o veterinario para la proteccion de un sujeto de las
infecciones sistémicas y entéricas debidas a al menos una de las bacterias enteropatdgenas seleccionadas entre
Clostridium difficile, Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri,
Shigella sonnei, Salmonella paratyphi A, Salmonella dysenteriae, Salmonella cholerasuis, Klebsiella, Enterobacter o
una combinacion de los mismos

14. Una formulacién de vacuna polivalente de amplio espectro para su uso en el campo médico humano o
veterinario de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicho sujeto pertenece a la poblacion humana.

15. Una formulaciéon de vacuna polivalente de amplio espectro para uso en el campo médico de acuerdo con la
reivindicacion 14, para su uso en la prevencion y/o tratamiento de infecciones virales gastrointestinales debidas a
norovirus humanos.

16. Un procedimiento de conjugacion para preparar la construccion molecular multivalente antigénica de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende las siguientes etapas:

a) activacion quimica de al menos tres estructuras de carbohidrato antigénicamente diferentes seleccionadas entre:
- polisacaridos capsulares de Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Escherichia coliy Clostridium difficile
o

- lipopolisacaridos de Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri,
Shigella sonnei, Salmonella paratyphi A, Salmonella dysenteriae y Salmonella cholerasuis;

a polifuncionalidad mediante el desacoplamiento de O-des-hidrégeno por medio de oxidacién y aminacion reductiva
formando enlaces reducidos imina con un espaciador de alquildiamina, a continuacién modificados para formar
ésteres activos;

b) acoplamiento simultaneo de las al menos tres estructuras de carbohidrato derivadas de éster a los grupos amino
de la proteina transportadora polifuncional Enterotoxoide A o Citotoxoide B de Clostridium difficile, a través de la
formacion de enlaces amida;

en donde al menos un mol de portador de proteina se hace reaccionar con al menos un mol de cada una, o su suma
molar, de dichas estructuras de carbohidrato antigénicamente diferentes.

17. Un procedimiento de conjugacion de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en donde las estructuras de carbohidrato
se activan quimicamente en sus correspondientes derivados de acido diaminico butirico y los ésteres activos son
ésteres de succinimidilo.

18. Un procedimiento de conjugacion para preparar la construccion molecular multivalente antigénica de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende el acoplamiento simultaneo de los grupos amino de la
proteina transportadora polifuncional Enterotoxoide A o Citotoxoide B de Clostridium difficile con al menos tres
estructuras de carbohidrato antigénicamente diferentes seleccionadas entre:

- polisacaridos capsulares de Salmonella typhi, Vibrio cholera, Escherichia coliy Clostridium difficile o

- lipopolisacaridos de Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri,
Shigella sonnei, Salmonella paratyphi A, Salmonella dysenteriae y Salmonella cholerasuis;

por medio de aminacion reductiva formando enlaces reducidos imina, siendo tales estructuras de carbohidrato
activadas previamente a polifuncionalidad, con o sin espaciadores moleculares, mediante desacoplamiento de O-
des-hidrégeno en los grupos hidroxilo préoximos, por medio de oxidacion.

19. Un procedimiento de conjugacién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16-18, que comprende
adicionalmente una etapa adicional de destoxificacion de dichos lipopolisacaridos alternativamente mediante a)
escision del radical de Lipido A antes o después de que se lleve a cabo la reaccion de acoplamiento, o b) saturacion
del sitio de union a Lipido A a través de una estrategia especifica que utiliza los Péptidos Sintéticos Anti-Endotoxina
(SAEP), antes o después de que se lleve a cabo la reaccién de acoplamiento;

en donde al menos un mol de portador de proteina se hace reaccionar con al menos un mol de cada una, o su suma
molar, de dichas estructuras de carbohidrato antigénicamente diferentes.

20. Un procedimiento de conjugacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16-19, en donde las
estructuras de carbohidrato de la etapa a) comprenden al menos uno de los epitopos basicos repetitivos que
consisten en un minimo de cinco a doce residuos monosacaridos de acuerdo con la determinacién de la masa
molecular y la espectroscopia de RMN, siendo dichos epitopos basicos repetitivos evaluados antigénicamente por
reactividad con anticuerpos policlonales o monoclonales especificos de tipo o especificos de grupo mediante la
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determinacion de sus respectivos valores de CIM50 en la inhibicidon de su sistema de referencia de Polisacarido-
Anticuerpo homélogo.

21. Construccién molecular multivalente antigénica que puede obtenerse mediante el procedimiento de conjugacion
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16-20.
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