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DESCRIPCIÓN 
 
Glucoconjugado de oligosacárido procedente de LOS con la toxina tosferínica de Bordetella pertussis y su aplicación 
en la profilaxis y el tratamiento de infecciones causadas por Bordetella pertussis 
 5 
La presente invención se refiere a un glucoconjugado inmunogénico y no tóxico que comprende un oligosacárido 
procedente de LOS y una toxina tosferínica de Bordetella pertussis, a un método para preparar dicho glucoconjugado, 
la composición farmacéutica, una composición de vacuna que contiene dicho glucoconjugado y una aplicación del 
glucoconjugado. El glucoconjugado se prepara como un componente de vacuna para la protección contra infecciones 
causadas por Bordetella pertussis. 10 
 
La presente invención pertenece al campo del diseño de vacunas antibacterianas de glucoconjugados. 
 
Bordetella pertussis causa la tosferina, una enfermedad altamente contagiosa que afecta el tracto respiratorio, que es 
especialmente grave en bebés y niños pequeños. A pesar de la inmunización generalizada, en los últimos años el 15 
número de incidencias por tosferina ha aumentado [19, 20]. La razón principal del resurgimiento de esta enfermedad 
prevenible por vacunación es una disminución de la inmunidad inducida por la vacuna y los cambios genéticos en las 
cepas de B. pertussis [11]. La alta reactogenia de las vacunas de tosferina de células completas y la mejor comprensión 
de los mecanismos de la función molecular de los factores de virulencia de B. pertussis, que también son sus 
principales antígenos protectores, han llevado a la introducción de vacunas acelulares que están en continuo desarrollo 20 
[21, 31, 41, 63, 68]. Las vacunas contra la tosferina acelulares de uso común contienen toxina tosferínica inactivada, 
ya que la toxina es el componente más inmunogénico de B. pertussis [50, 55]. El toxoide tosferínico (PTd), la difteria 
(DTd) y los toxoides tetánicos (TTd) se combinaron en una vacuna de 3 componentes (DTaP). La eficacia de esta 
vacuna contra la tosferina es aproximadamente del 71 % y es menor que para el tétanos y la difteria [69]. Todos los 
síntomas de las enfermedades del tétanos y la difteria son causados por toxinas, mientras que la patogenia de la 25 
tosferina implica múltiples factores de virulencia. Además de las proteínas secretoras de B. pertussis (por ejemplo, la 
toxina tosferínica), las moléculas de superficie, tales como las adhesinas y la endotoxina, están implicadas en la 
patogenia de la tosferina [18, 37]. Por lo tanto, no solo se requiere una actividad neutralizante de la toxina en la defensa 
inmunitaria contra la tosferina, sino también una actividad bactericida contra los componentes de la superficie de B. 
pertussis que asegura la destrucción bacteriana. Por lo tanto, además de la actividad neutralizante de la toxina, la 30 
actividad bactericida contra los componentes de la superficie de B. pertussis, que asegura la destrucción bacteriana, 
se requiere en la defensa inmunitaria contra la tosferina. 
 
El ataque bactericida contra B. pertussis podría dirigirse al lipooligosacárido (LOS) altamente expuesto [73]. 
Actualmente, los anticuerpos contra LOS se encuentran en los sueros de pacientes con infecciones bacterianas [5, 35 
70]. La endotoxina de B. pertussis carece de un antígeno O típico y, por lo tanto, constituye un lipooligosacárido. El 
LOS de B. pertussis está compuesto por un lípido A, un oligosacárido central y un trisacárido distal que es una unidad 
de oligosacárido única [10]. Entre las cepas de B. pertussis también hay cepas que tienen LOS desprovistos del 
trisacárido terminal, que muestran menor virulencia [9, 14]. De manera similar a los lipopolisacáridos de otras bacterias 
gramnegativas, el LOS también es un factor importante que muestra la actividad endotóxica [1]. El LOS desempeña 40 
un papel en la patogenia de la tosferina que actúa en sinergia con exotoxinas. Por lo tanto, el LOS junto con la citotoxina 
traqueal (TCT, de sus siglas en inglés) y la toxina tosferínica (PT, de sus siglas en inglés) causan una destrucción de 
las células ciliadas del tracto respiratorio mediante la activación de la sintasa de óxido nítrico inducida por citocinas 
(iNOS, de sus siglas en inglés) [15, 37]. El LOS es letal en ratones sensibilizados a histamina. Es pirógeno y mitógeno 
en cultivos de células del bazo. Activa los macrófagos e induce la producción de TNF-α. La actividad endotóxica del 45 
lípido A excluye una aplicación del LOS como componente en las vacunas contra la tosferina. Sin embargo, la 
eliminación del LOS de las vacunas reduce su eficacia, ya que este componente proporciona propiedades adyuvantes 
a través de la inducción de interleucina-12 (IL-12) e IL-1β que promueven las respuestas Th1 y Th17, respectivamente 
[23, 24, 39]. 
 50 
Sin embargo, ninguno de los fragmentos de azúcar del LOS se han considerado como antígenos de vacunas, ya que 
no son componentes inmunogénicos. Para superar el problema en el diseño de vacunas que utilizan el LOS, el 
oligosacárido de hapteno no tóxico se conjugó con una proteína transportadora [27, 28]. El oligosacárido del LOS de 
B. pertussis en su forma completa (OS, oligosacárido central sustituido por un trisacárido distal) es un dodecasacárido 
ramificado con una estructura única. Es un componente evolutivamente estable que se ha encontrado en su forma 55 
inalterada en cepas clínicas, por lo que es un candidato adecuado para la vacuna. 
 
Los conjugados inmunogénicos de OS de B. pertussis con hemaglutinina filamentosa (FHA, de sus siglas en inglés) y 
de OS de B. pertussis con albúmina de suero bovino (BSA, de sus siglas en inglés) se han descrito previamente [32, 
33, 34, 35, 81, 84]. El fragmento de oligosacárido del LOS de B. pertussis, un componente pentasacárido conjugado 60 
con toxoide tetánico (OS-TTd) también fue inmunogénico [47]. Todos los conjugados descritos de oligosacárido de B. 
pertussis con una proteína transportadora han inducido una fuerte respuesta inmunitaria específica para el 
oligosacárido. Además, los anticuerpos producidos mostraron la actividad bactericida específica del LOS presentada 
en la superficie de B. pertussis, lo que lleva a la destrucción de la célula mediada por el complemento [34, 47]. In vivo, 
los anticuerpos bactericidas anti-OS eliminan las bacterias de los individuos infectados [45]. Sin embargo, los 65 
portadores de proteínas empleados, es decir, BSA y TTd, sirven como inmunógenos, pero no contribuyen al conjunto 
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de anticuerpos dirigidos contra B. pertussis. La FHA es una adhesina de B. pertussis y, al igual que el LOS, es un 
componente de la superficie. Por lo tanto, las vacunas contra la tosferina mencionadas anteriormente no combinan 
componentes que podrían producir la respuesta inmunitaria completa, lo que proporciona la eliminación del patógeno 
del organismo así como la neutralización de sus efectos tóxicos. 
 5 
En el caso de las vacunas contra la tosferina, una composición que induce una respuesta inmunitaria que comprende 
neutralización de toxinas y actividades bactericidas contra B. pertussis, no se ha ideado hasta la fecha. La toxina 
tosferínica (PT), que es el inmunógeno más potente de B. pertussis en su forma inactivada, es un componente esencial 
de la vacuna contra la tosferina [53, 38, 77]. La PT pertenece a la familia de las toxinas bacterianas de tipo AB y 
consiste en un protómero A (subunidad S1) que proporciona una actividad enzimática y un oligómero B responsable 10 
de la unión a glucoproteínas séricas y células eucariotas (subunidades S2 a S5) [8, 38, 40, 56, 53, 57, 62, 65, 76]. La 
PT es capaz de iniciar dos tipos de respuestas celulares: los efectos similares a las lectinas del oligómero B y la 
ribosilación de ADP, que interrumpe una transducción de señales que implica a proteínas de unión a nucleótidos de 
guanina (proteínas G). El oligómero B se requiere para la unión de la holotoxina a un receptor en la superficie de una 
célula diana y permite la translocación del dominio catalítico del protómero A en la célula. Los estudios sobre la relación 15 
estructura-función de la toxina tosferínica indicaron los restos de aminoácidos implicados en la actividad tóxica. Esta 
investigación ha permitido obtener el toxoide (PTd), que está inactivado genéticamente mediante alteraciones de los 
aminoácidos en el sitio activo de la subunidad S1 y/o en los restos del oligómero B implicados en la unión al receptor 
[25, 46]. Los ensayos clínicos en curso de una vacuna viva atenuada que contiene la PT inactivada genéticamente 
son prometedores [44]. Sin embargo, debido a los múltiples restos de aminoácidos implicados en la actividad de la 20 
toxina, es necesario definir los sitios y, posteriormente, utilizar la modificación para obtener un PTd completamente no 
tóxico. Los restos de aminoácidos que fueron significativos para las interacciones de la PT incluyen los siguientes 
restos: His35 y Glu129 de la subunidad S1 y el resto n.º 105 en las subunidades S2 y S3, es decir, Asn105 y Lys105, 
respectivamente [2, 3, 36, 65]. Alteraciones mínimas en la secuencia de la PT conducen a la destoxificación de la 
proteína, pero sus propiedades antigénicas permanecen inalteradas [51, 83]. Se puede suponer, que la modificación 25 
o el bloqueo de los sitios de la PT que interactúan con los receptores diana, inactivarían la PT. La solicitud de patente 
US005445817 del 28 de agosto de 1995 describía la inactivación de la toxina tosferínica mediante conjugación con el 
polisacárido capsular de Streptococcus pneumoniae (Pn14-PT) [82]. Sin embargo, la respuesta inmunitaria generada 
fue exclusivamente específica para el Pn14. 
 30 
La destoxificación de la PT durante su formación de toxoides puede introducir varias modificaciones y cambios 
conformacionales en la estructura de la proteína. Los métodos de inactivación de la PT incluyen una manipulación 
genética mediante sustitución de aminoácidos (Arg9 → Lys y Glu129 → Gly) en la subunidad S1 y modificaciones 
químicas de la toxina por formaldehído, glutaraldehído, tetranitrometano, peróxido de hidrógeno o una combinación 
de formaldehído y glutaraldehído [25, 51, 53]. Los efectos de la reacción de destoxificación en la PT no se han definido 35 
con precisión. Se han realizado análisis fisicoquímicos, inmunoquímicos, espectroscópicos y serológicos de los 
toxoides para determinar los sitios y los efectos de las modificaciones causadas por los métodos utilizados [59, 61, 71, 
72, 75, 77]. La PT se puede destoxificar mediante modificaciones en diferentes posiciones de aminoácidos en su 
subunidad A, oligómero B o ambos. Sin embargo, la investigación sobre el toxoide tosferínico ha indicado que existe 
una posibilidad de una reversión parcial del toxoide a su forma activa [26, 52]. Esta toxina tosferínica residual en una 40 
preparación de vacuna puede causar efectos tóxicos en un organismo inmunizado. La actividad enzimática de la PT 
revelada en la preparación podría ser responsable de la reactogenia manifestada por la hipersensibilidad a la histamina 
y las reacciones alérgicas. 
 
La toxicidad residual de una preparación que contiene toxoide tosferínico se controla para evaluar su seguridad y 45 
aceptación como vacuna contra la tosferina. La PT residual en la preparación del PTd puede ser el resultado de una 
inactivación incompleta de la toxina o su reversión de la toxicidad [26, 52, 79, 80]. La prueba de sensibilización a 
histamina in vivo (HIST, de sus siglas en inglés) es una prueba de seguridad oficial para detectar la actividad residual 
de la PT en vacunas. Sin embargo, la prueba HIST es una prueba letal y difícil de estandarizar. Como alternativa a 
HIST, se ha desarrollado un sistema in vitro basado en una unión selectiva de la PT a fetuina y la posterior detección 50 
con un anticuerpo policlonal para la seguridad de la vacuna contra la tosferina [26]. Este análisis diferencia entre la 
capacidad de la PT para la unión preferencial a fetuina en comparación con la unión reducida de PTd a fetuina [17]. 
También se ha desarrollado un sistema para examinar ambas funciones de la PT en función del ensayo de unión de 
carbohidratos en combinación con el monitoreo de la actividad del protómero A en un ensayo de HPLC acoplado a 
enzimas (E-HPLC, de sus siglas en inglés) [80]. La actividad enzimática de la PT también se puede estimar durante 55 
su interacción con las células CHO como cambios en la morfología de estas células [7, 22]. La última alternativa 
propuesta se basa en una observación de la translocación y la internalización de la toxina y los toxoides tosferínicos 
a la célula diana en base al marcaje de inmunofluorescencia directa mediante microscopía confocal [67]. 
 
Existe una necesidad de una vacuna contra la tosferina que contenga componentes inmunogénicos, pero 60 
completamente inactivados de B. pertussis. 
 
La limitada eficacia de las vacunas contra la tosferina actualmente utilizadas se debe al hecho de que sus componentes 
no inducen una respuesta inmunitaria completa. Como se ha mencionado anteriormente, la vacuna contra la tosferina 
debería proporcionar una inmunidad funcional en forma de neutralización de toxinas, bloqueo de la adherencia 65 
bacteriana, opsonización, activación del complemento y destrucción bacteriana [69]. El PTd desempeña un papel 
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esencial como antígeno para la inducción de anticuerpos que neutralizan la actividad tóxica de la PT. El suero policlonal 
contra la holotoxina neutraliza su acción tóxica [29, 54]. Sin embargo, se demostró que la vacuna contra la tosferina 
acelular no tiene actividad bactericida, lo que es necesario para la eliminación inmunitaria de las bacterias del tracto 
respiratorio [74]. El PTd utilizado en las vacunas es una proteína secretora, que se asocia libremente con la célula y, 
por lo tanto, no constituye una diana para los anticuerpos bactericidas. Para solucionar este problema, LOS, el principal 5 
componente de la superficie de la célula bacteriana, se utilizó como la diana para los anticuerpos bactericidas que 
pueden reconocer la estructura de la superficie de las bacterias y promover la destrucción de las bacterias en presencia 
del complemento. Se demostró que los anticuerpos IgG contra los oligosacáridos centrales de las bacterias no 
encapsuladas eran protectores en los seres humanos e inducían la destrucción bacteriana dependiente del 
complemento [70, 73, 74]. Los glucoconjugados antitosferínicos mencionados anteriormente incluyen el conjugado 10 
OS-tioaminooxilado-BSA que indujo anticuerpos bactericidas en ratones [34] y pentasacárido-TTd que fue 
inmunogénico en conejos [47]. La parte de pentasacáridos del conjugado es un fragmento aislado del LOS de B. 
pertussis 186 y comprende un trisacárido distal, una heptosa y una anhidromanosa. Se ha demostrado que el 
conjugado pentasacárido-TTd indujo anticuerpos que fueron capaces de unirse a B. pertussis en ensayos de 
inmunofluorescencia (FACS). Además, utilizando técnicas de STD-RMN, se confirmó que los epítopos que están 15 
implicados en el reconocimiento de antígeno-anticuerpo se encuentran en el trisacárido distal y la heptosa. 
 
Los anticuerpos anti-PT producidos en respuesta a una vacuna que contiene solo PTd como antígeno de B. pertussis, 
no destruyen las bacterias, pero neutralizan la actividad de la PT. Sin embargo, la actividad bactericida de los 
anticuerpos es necesaria para la eliminación completa de las bacterias del hospedador. 20 
 
En el documento WO 2012/106251 se desvela una composición inmunogénica que se puede utilizar como vacunas 
contra Bordetella pertussis. La composición comprende un conjugado inmunogénico que comprende la proteína 
transportadora toxoide tosferínica unida por el enlazador Kdo al oligosacárido obtenido a partir de lipopolisacárido de 
B. pertussis. El transportador de toxoides es un derivado no tóxico de una exotoxina bacteriana obtenida mediante 25 
modificación genética o tratamiento con formaldehído. Dicho conjugado puede inducir una respuesta antitoxina y una 
actividad bactericida contra B. pertussis [85]. 
 
El uso de la toxina tosferínica como transportador en conjugados con oligosacáridos de origen bacteriano para 
proporcionar una vacuna eficaz, no tóxica y altamente inmunogénica también se describió en el documento WO 30 
94/04195 A1. En este documento, el método adecuado para preparar el conjugado es una aminación reductora que 
utiliza la condensación mediada por carbodiimida en pH ácido (pH < 4) [86]. 
 
El método de aminación reductora utilizado para unir polisacáridos bacterianos a proteínas y toxinas también se 
describió en el documento WO 2011/110531 A2 [87], así como en Anderson P. et al (1985) [88]. El método implica los 35 
pasos posteriores de reacción con peryodato y con agente reductor. El conjugado obtenido mediante este método se 
puede utilizar en una composición inmunogénica para la prevención o el tratamiento de enfermedades bacterianas. El 
documento WO 2011/110531 A2 se refiere especialmente a S. pneumoniae, H. influenza, N. meningitdes, S. aureus, 
S. enterococci, Salmonella Vi y S. epidermidis [87, 88]. Como resultado del proceso de conjugación, se observó una 
reducción de la toxicidad de al menos 100 veces. Sin embargo, la toxicidad residual restante (1 %) aún requería una 40 
mayor destoxificación mediante el tratamiento con formaldehído [88]. 
 
La técnica anterior muestra, por lo tanto, una necesidad de una vacuna que comprenda componentes inmunogénicos 
contra B. pertussis en forma completamente inactivados. 
 45 
Sorprendentemente, la presente invención proporciona un componente de vacuna que es inmunogénico y no tóxico 
al mismo tiempo, incluida la forma en que se recibió. 
 
El objeto de la invención es un método para preparar un glucoconjugado que comprende un oligosacárido (OS) 
procedente de LOS o su fragmento y la toxina tosferínica (PT) de B. pertussis en donde el método comprende: 50 
 

a. cultivar B. pertussis; 
b. aislar LOS de las bacterias y aislar un OS; 
c. aislar PT del medio de cultivo de B. pertussis; 
d. activar OS mediante oxidación o desaminación; 55 
e. conjugar el OS activado con la toxina tosferínica a pH = 9 mediante reacción de aminación reductora. 
f. purificar el glucoconjugado OS-PT obtenido, 

 
en donde un contenido del oligosacárido o fragmento del mismo en el glucoconjugado con la PT es del 30-50 %. 
 60 
Preferentemente, B. pertussis se cultiva en medio líquido Stainer-Scholte con adición de (2,6-di-O-metil)-B-
ciclodextrina. 
 
Preferentemente, el OS se activa con peryodato sódico. 
 65 
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Preferentemente, la conjugación en el punto e) se lleva a cabo en tampón de borato 0,2 M. El glucoconjugado OS-PT 
se puede purificar mediante cromatografía. 
 
Otro objeto de la invención es un glucoconjugado que comprende un oligosacárido (OS) procedente de LOS o su 
fragmento y la toxina tosferínica (PT) de B. pertussis obtenible en el método como se define anteriormente. 5 
 
Otro objeto de la invención es una composición farmacéutica que comprende el glucoconjugado como se define 
anteriormente y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
Otro objeto de la invención es una composición farmacéutica como se define anteriormente para su uso en la 10 
prevención y tratamiento de infecciones causadas por Bordetella pertussis. 
 
Otro objeto de la invención es una composición de vacuna que comprende el glucoconjugado como se define 
anteriormente y un vehículo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, un adyuvante. Otro objeto de la invención 
es una composición de vacuna como se define anteriormente para su uso en la prevención de enfermedades causadas 15 
por B. pertussis. 
 
Se desvela un glucoconjugado que comprende el oligosacárido (OS) procedente de LOS o un fragmento del mismo 
acoplado a la toxina tosferínica (PT) de B. pertussis mediante un enlace covalente, en donde el enlace covalente se 
forma mediante la aminación reductora y, 20 
 
preferentemente, el OS se aísla de la envoltura de la célula bacteriana o se obtiene mediante síntesis química. 
 
El OS puede ser un oligosacárido central (una glucoforma incompleta, R), un trisacárido distal o un fragmento de 
oligosacárido procedente de LOS aislado mediante degradación específica, especialmente con oxidación y 25 
desaminación de peryodato. 
 
El OS se puede seleccionar de los oligosacáridos de fórmula 1, fórmula 2, fórmula 3 o fórmula 4. 
 
El OS puede ser un pentasacárido aislado de LOS de B. pertussis o su equivalente sintético. 30 
 
El pentasacárido se puede aislar del LOS de B. pertussis 186 mediante desaminación. 
 
El OS desvelado puede ser el pentasacárido representado por la fórmula 5. 
 35 
Un contenido de oligosacárido o fragmento del mismo en el glucoconjugado con la PT puede ser del 30-50 %. 
 
La presente invención proporciona un conjugado inmunogénico y no tóxico de oligosacárido procedente de LOS con 
toxina tosferínica de B. pertussis. Este conjugado no muestra ninguna toxicidad residual controlada con el ensayo de 
unión a fetuina y ninguna interacción en un ensayo con células CHO. La toxina tosferínica se inactivó mediante 40 
acoplamiento covalente con oligosacárido LOS. Presumiblemente, en el conjugado, el oligosacárido bloquea la PT en 
los sitios de unión para fetuina y glucoproteínas de células eucariotas. La PT destoxificada en OS-PT de la presente 
invención conserva sus propiedades antigénicas e inmunogénicas. El conjugado OS-PT obtenido es un candidato para 
su uso en la composición de vacuna contra la tosferina, ya que constituye una combinación no tóxica e inmunogénica 
de los dos componentes de B. pertussis y, por lo tanto, genera una respuesta óptima contra la tosferina. 45 
 
El conjugado mencionado anteriormente del oligosacárido con la toxina tosferínica combina componentes de superficie 
y secretores de B. pertussis. Se espera que los anticuerpos generados en respuesta al conjugado del antígeno de 
superficie, que es LOS, y la PT secretada, neutralicen el efecto tóxico de la PT y sean bactericidas. Una vacuna que 
contiene el OS-PT debe mejorar la inmunidad contra la tosferina y disminuir el número de incidencias de esta 50 
enfermedad. El conjugado OS-PT en la vacuna previene una enfermedad mediante la neutralización de toxinas y la 
eliminación del patógeno. El conjugado puede ser un componente adicional de una vacuna contra la tosferina acelular 
compleja que consiste en proteínas secretoras. Una vacuna que comprende el OS-PT induce la producción de 
anticuerpos bactericidas. Por lo tanto, previene la infección por B. pertussis y reduce la propagación de la tosferina 
entre individuos susceptibles. 55 
 
En resumen, la presente invención demuestra que el oligosacárido de B. pertussis acoplado covalentemente a la toxina 
tosferínica forma un conjugado inmunogénico y no tóxico, y que la conjugación de un oligosacárido con PT inactiva la 
toxina. El conjugado OS-PT carece de actividad enzimática del protómero A y de las propiedades de unión del 
oligómero B como se ha demostrado en la invención utilizando ensayos in vitro. Las características complementarias 60 
de estos dos componentes del conjugado, es decir, un oligosacárido y la toxina tosferínica que son importantes para 
una vacuna eficaz contra la tosferina, se resumen en la siguiente tabla. El conjugado es una combinación del 
componente de superficie de B. pertussis, que es el LOS, y componente secretor, que es la toxina tosferínica (a). La 
toxina tosferínica es el inmunógeno de B. pertussis más potente. Cuando se conjuga con un oligosacárido, induce la 
fuerte respuesta dirigida específicamente a este oligosacárido (b). La toxina tosferínica comprende una variedad de 65 
epítopos reconocidos por los linfocitos T y B (c). Por otro lado, un oligosacárido tiene una alta estabilidad térmica y 
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química, y cuando se acopla a una proteína transportadora es capaz de alcanzar los sitios de acumulación de células 
inmunitarias que generan una respuesta inmunitaria específica y duradera al oligosacárido (c). El oligosacárido como 
componente del lipooligosacárido conservado evolutivamente pertenece a los "patrones" reconocidos por el sistema 
inmunitario innato, cuya activación es esencial para la respuesta inmunitaria completa (d). Los anticuerpos anti-OS de 
B. pertussis generados muestran propiedades protectoras contra las cepas utilizadas en las vacunas actuales, así 5 
como contra las cepas clínicas. La variabilidad conformacional de la proteína transportadora permite una mejor 
exposición al oligosacárido (d). La conjugación del oligosacárido con la toxina tosferínica forma un conjugado no tóxico 
e inmunogénico, que induce la respuesta inmunitaria y produce anticuerpos con propiedades bactericidas y 
neutralizantes (e) (Tabla 1). 
 10 

Tabla 1 
Características complementarias de los componentes del conjugado OS-PT no tóxicos e inmunogénicos 

Oligosacárido procedente de LOS Toxina tosferínica 

a) componente de superficie componente secretor 

b) especificidad inmunogenicidad 

c) estabilidad multivalencia 

d) conservador flexibilidad 

e) anticuerpos bactericidas anticuerpos neutralizantes de toxinas 
 
La invención presenta un conjugado inmunogénico y no tóxico de oligosacáridos procedente de LOS y toxina 
tosferínica (OS-PT) de Bordetella pertussis como una vacuna que protege contra infecciones y enfermedades 
causadas por B. pertussis. El conjugado es capaz de provocar anticuerpos contra ambos componentes, el 15 
oligosacárido y la PT. Por lo tanto, induce una producción de anticuerpos específicos de tipo y protectores contra B. 
pertussis. Los anticuerpos generados en respuesta al conjugado neutralizan el efecto tóxico de la PT y tienen actividad 
bactericida contra B. pertussis. Estos anticuerpos promueven una destrucción bacteriana que implica un complemento. 
Por lo tanto, el conjugado OS-PT induce un efecto protector mediante la neutralización de la toxina y la eliminación de 
B. pertussis del hospedador. 20 
 
La presente invención se refiere a un conjugado OS-PT en el que el componente PT se hizo no tóxico durante la 
reacción de acoplamiento. Para la reacción de conjugación, la toxina tosferínica y el oligosacárido LOS se utilizan en 
cantidades que causan la inactivación de la toxina. Preferentemente, un contenido de un oligosacárido en el 
glucoconjugado con PT es del 30-50 %. Preferentemente, un contenido de oligosacárido o fragmento del mismo en el 25 
glucoconjugado con PT es del 49 %. La inactivación de la PT en la preparación de OS-PT se monitoriza en ensayos 
in vitro, como la prueba ELISA con fetuina y un ensayo utilizando células CHO. Los conjugados OS-PT con la 
sustitución del 30 y 49 % no fueron activos en la prueba de unión a fetuina y en el ensayo con células CHO. 
 
La invención también proporciona métodos para la preparación del conjugado oligosacárido-toxina tosferínica 30 
inmunogénico y no tóxico. Este método permite obtener estos dos componentes del conjugado, que es un 
oligosacárido procedente de LOS y un portador de proteína, que es una toxina tosferínica, del cultivo de B. pertussis, 
simultáneamente. El posible aislamiento de ambos antígenos de una fuente acelera la preparación de la vacuna. El 
oligosacárido de la invención se puede obtener mediante síntesis química. 
 35 
El conjugado oligosacárido-toxina tosferínica de acuerdo la invención se obtiene mediante aminación reductora. La 
reacción de conjugación se lleva a cabo en tampón borato 0,2 M a pH 9,0. 
 
La presente invención se refiere a un método para la preparación del conjugado del oligosacárido LOS con la toxina 
tosferínica de B. pertussis que comprende las etapas (Esquema 1): 40 
 

1. El cultivo de B. pertussis utilizando medio líquido Stainer - Scholte. 
 
2. Aislamiento de LOS de bacterias y posterior aislamiento de un oligosacárido. 
 45 
3. Aislamiento de PT del medio de cultivo de B. pertussis. 
 
4. Activación de un OS con peryodato sódico, produciendo el OS oxidado. 
 
5. Conjugación de OS oxidado y PT mediante aminación reductora. 50 
 
6. Purificación del OS-PT mediante cromatografía. 
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Siguiendo el procedimiento de preparación del conjugado OS-PT, se determina el contenido de oligosacárido en el 
conjugado-glucoconjugado obtenido. La incapacidad de OS-PT para unirse a fetuina y ninguna interacción con células 
CHO se prueba en ensayos in vitro. 5 
 
En un aspecto, la vacuna es un conjugado no tóxico e inmunogénico del fragmento de oligosacárido de LOS de B. 
pertussis con toxina tosferínica. El fragmento de oligosacárido LOS de B. pertussis de la presente invención puede ser 
cualquier fragmento de OS que provoque la inactivación de la toxina como resultado de la unión covalente. El 
fragmento de oligosacárido del LOS de B. pertussis utilizado para la conjugación con la toxina tosferínica se puede 10 
seleccionar entre los siguientes: 
 

1. un oligosacárido central (una forma incompleta, R) 
 
2. un trisacárido distal aislado u obtenido mediante síntesis química 15 
 
3. fragmentos de oligosacáridos procedentes de LOS mediante degradación específica (por ejemplo, 
desaminación, hidrólisis suave, etc.) 

 
En un aspecto de la invención, la vacuna es un conjugado no tóxico e inmunogénico de la toxina tosferínica con un 20 
pentasacárido, en donde el pentasacárido se aísla del LOS de B. pertussis 186 mediante desaminación o es un 
equivalente sintético del mismo. La toxina tosferínica y el pentasacárido de LOS se utilizan para la reacción de 
conjugación en cantidades que causan una sustitución de la proteína que inactiva las toxinas. Sorprendentemente, 
una sola etapa de efecto de destoxificación se logra sin la necesidad de destoxificación mediante métodos químicos 
o genéticos. El glucoconjugado del pentasacárido-PT no muestra capacidad de unión en un ELISA con fetuina. 25 
 
La invención proporciona una formulación del conjugado OS-PT para utilizar como una vacuna contra B. pertussis. 
Este conjugado puede constituir un componente adicional de una vacuna contra la tosferina, además de los antígenos 
de la proteína de B. pertussis, que actúa solo mediante la neutralización de toxinas. Los anticuerpos producidos contra 
los componentes de la vacuna, excepto para LOS, no promueven la destrucción dependiente del complemento. Sin 30 
embargo, debido a que muchos factores de virulencia están implicados en la patogénesis de la tosferina, incluido LOS, 
es esencial una actividad bactericida destructiva directa. Una vacuna que contiene el OS-PT induce la producción de 
anticuerpos bactericidas y asegura la eliminación de bacterias del hospedador. Por lo tanto, previene la infección por 
B. pertussis y dificulta la propagación de la enfermedad entre individuos susceptibles. 
 35 
El término "oligosacárido" (OS) de la presente invención se refiere a un oligosacárido o sus fragmentos aislados de 
lipooligosacárido (LOS) de B. pertussis. El oligosacárido de la invención también se puede preparar mediante síntesis 
química. El oligosacárido de B. pertussis utilizado para la conjugación con PT es un oligosacárido central sustituido 
por un trisacárido distal (OS, una forma completa, RS). El OS es un dodecasacárido ramificado que tiene la siguiente 
estructura (FÓRMULA 1): 40 
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(FÓRMULA 1) 
 
En un aspecto de la invención, la vacuna es un conjugado del fragmento de oligosacárido procedente de LOS y la 
toxina tosferínica de B. pertussis. El "fragmento de oligosacárido" de LOS de B. pertussis de la presente invención es 
cualquier fragmento del OS que provoca la inactivación de la toxina tosferínica mediante un acoplamiento covalente. 
 5 
El fragmento de oligosacárido de LOS de B. pertussis utilizado para la conjugación con la toxina tosferínica puede ser 
cualquier fragmento seleccionado del grupo enumerado a continuación: 
 

1. un oligosacárido central (una forma incompleta, R) 
 10 

(FÓRMULA 2) 
 
2. un trisacárido distal aislado u obtenido mediante síntesis 
α-D-GlcpNAc-(1-4)-β-D-Manp2NAc3NAcA-(1-3)-β-L-Fucp2NAc4NMe (FÓRMULA 3) 
3. fragmentos de oligosacárido procedente de LOS obtenido mediante degradación específica, tales como: 
 15 

a) el producto de oxidación de peryodato 
 

 
 

(FÓRMULA 4) 20 
 

b) el producto de desaminación 
 
Las siguientes estructuras corresponden a fragmentos de oligosacáridos del LOS de B. pertussis 186 obtenidos 
mediante la reacción de desaminación y purificados a partir del pentasacárido que contiene el trisacárido terminal 25 
(Método 8). Los siguientes compuestos se han identificado en espectros MALDI-TOF MS de una fracción no soluble 
que contiene productos de la desaminación de LOS (Figura 12 B). 
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En un aspecto de la invención, la vacuna es un conjugado de toxina tosferínica con el pentasacárido aislado mediante 
desaminación del LOS de B. pertussis 186 o un pentasacárido sintético. El pentasacárido incluye epítopos 5 
inmunodominantes de LOS, que incluyen el trisacárido terminal y la heptosa terminal. El pentasacárido en la 
composición de glucoconjugado posee la siguiente estructura (FÓRMULA 5): 
 

 

 10 
(FÓRMULA 5) 
 
Sobre la base de los datos de la bibliografía [4, 13], se puede suponer que este pentasacárido es un fragmento de 
azúcar de LOS de B. pertussis, que se genera como resultado del procesamiento endosomal de LOS mediante 
despolimerización desaminativa. El OS desaminado puede ser un fragmento de LOS presentado a los linfocitos T y, 15 
por lo tanto, puede inducir la producción de anticuerpos específicos. El LOS despolimerizado puede producir un 
componente de vacuna óptimo. 
 
El acoplamiento del pentasacárido a la toxina tosferínica mediante aminación reductora forma un glucoconjugado no 
tóxico. Dicho glucoconjugado pentasacárido-PT no es capaz de unirse a fetuina en la prueba ELISA. 20 
 
El término "lipooligosacárido" de B. pertussis indica que la endotoxina de esta bacteria carece de un antígeno O típico, 
que es el polisacárido específico de O. El LOS no es una molécula polimérica compleja, pero de manera similar a los 
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lipopolisacáridos (LPS) de otras bacterias Gram-negativas, es un factor de virulencia esencial y un antígeno protector 
[1, 73]. En el caso de B. pertussis, un oligosacárido se expone en la superficie de la célula. 
 
El término "conjugado" en esta invención significa un acoplamiento covalente de un oligosacárido de hapteno con una 
proteína transportadora, que es la toxina tosferínica, para hacer que el OS sea más inmunogénico. La conjugación se 5 
utiliza para obtener una formulación que modula la respuesta del anticuerpo al oligosacárido. 
 
El término "inmunogénico" significa "inducir una respuesta inmunitaria", tal como una producción de anticuerpos. Un 
conjugado inmunogénico oligosacárido-proteína transportadora induce la producción de anticuerpos específicos para 
un oligosacárido. El componente OS del LOS aplicado a la conjugación en la presente invención incluye un trisacárido 10 
terminal y heptosa terminal ambos acoplados a una glucosamina que son epítopos reconocidos por sueros de ratones 
inmunizados con B. pertussis [5, 47, 34]. 
 
La expresión "toxina tosferínica" (PT) se refiere a una exotoxina secretada por B. pertussis. La PT es una proteína de 
peso molecular de aproximadamente 105 kDa y pertenece a las toxinas bacterianas de tipo AB [8, 38, 40, 56, 57, 58, 15 
62, 65, 76]. Consiste en la subunidad A que tiene actividad enzimática y el oligómero B que exhibe actividad de unión 
a glucoproteínas de células eucariotas y de suero. Estas dos actividades de la PT se monitorizan en la prueba de 
interacción utilizando las células CHO (la prueba de la actividad del protómero A) y la prueba de unión de fetuina (la 
prueba de la actividad del oligómero B). La PT en esta invención se puede preparar mediante diversos métodos de 
aislamiento conocidos en la técnica [49, 60, 64, 66]. 20 
 
La invención también proporciona métodos para la preparación del conjugado inmunogénico y no tóxico de un 
oligosacárido y toxina tosferínica. El oligosacárido se obtiene mediante la extracción de LOS con fenol-agua de 
acuerdo con el método de Westphal et al, seguido de hidrólisis ácida de LOS y procesos de purificación posteriores. 
La PT se aísla mediante cromatografía de intercambio iónico [49, 66]. 25 
 
El conjugado OS-PT no es tóxico ni en el ensayo de unión a fetuina ni en la prueba que utiliza células CHO. Estas 
pruebas de seguridad se definen como ensayos para la vacuna contra la tosferina. La expresión "pruebas de seguridad 
para las vacunas contra la tosferina" se refiere a los métodos de monitoreo de la actividad de la PT en las vacunas 
acelulares y de células completas [79]. La actividad residual de la PT en las vacunas que contienen PTd puede deberse 30 
a una inactivación incompleta o a la reversión a la toxicidad. Existen dos métodos para establecer la PT activa en las 
preparaciones de vacunas: la prueba de sensibilización a histamina (HIST) y una prueba que utiliza células CHO. 
Estos métodos se utilizan para determinar la actividad biológica de la preparación. Las pruebas de seguridad se utilizan 
para garantizar que los niveles de PT en las vacunas estén en un nivel aceptable (LOQ, <Límite de cuantificación> 
para la PT es 8 ng/ml de la preparación de la vacuna) [26]. Un material de referencia internacional de la PT (JNIH-50) 35 
se define como la preparación de la PT estándar (sPT). 
 
El conjugado OS-PT se puede obtener utilizando los métodos de conjugación conocidos en la técnica. La expresión 
"métodos de conjugación conocidos en la técnica" abarca los métodos normalmente utilizados en la preparación de 
conjugados. Las reacciones de conjugación directa, las reacciones que emplean un enlazador, las reacciones con una 40 
activación inicial de una proteína o un oligosacárido son los métodos normalmente utilizados para la conjugación [27, 
28, 32, 33, 34, 35]. El conjugado oligosacárido-toxina tosferínica descrito en el presente documento se obtiene 
mediante la aminación reductora. La reacción de conjugación se lleva a cabo en tampón borato 0,2 M a pH 9,0. La 
expresión "aminación reductora" como se utiliza en el presente documento significa que durante la reacción se forma 
un enlace covalente del oligosacárido oxidado LOS con la toxina, seguido de la reducción del enlace creado. El resto 45 
Kdo modificado de un oligosacárido reacciona con el grupo amino libre de la proteína para formar un conjugado estable 
en presencia de un agente reductor. Esta conjugación de un oligosacárido y la toxina tosferínica da como resultado la 
inactivación de la toxina. 
 
Se ha demostrado la incapacidad del glucoconjugado OS-PT para unirse a fetuina y, de manera similar, el 50 
glucoconjugado OS-PT no tiene efecto en una interacción con las células CHO. La destoxificación de la toxina 
tosferínica mediante la unión del oligosacárido es un resultado del bloqueo de los sitios de unión de la proteína. Durante 
la conjugación, un oligosacárido se puede unir a los grupos amino terminales de las subunidades y al grupo amina de 
los restos de lisina en el oligómero B. La subunidad S1 enzimáticamente activa no contiene lisina, por lo tanto, el 
oligosacárido solo se puede unir a su extremo N. El acoplamiento del resto N-terminal de la subunidad S1 con un 55 
oligosacárido puede perjudicar su conformación del sitio activo y, por consiguiente, anular su actividad enzimática. Sin 
embargo, el análisis de espectrometría de masas del OS-PT digerido con tripsina, ha indicado una señal 
correspondiente al péptido que posee un resto N-terminal no modificado. Esto sugiere que el extremo N de la 
subunidad S1 no está disponible para el oligosacárido y no se ha producido un acoplamiento del oligómero A con OS 
(Fig. 9F). Por lo tanto, la modificación del oligómero B, que es un dominio responsable de la actividad de unión a la 60 
toxina, parece ser suficiente para destoxificar la proteína. Presumiblemente, el oligómero B modificado no es capaz 
de unirse al receptor de células CHO (proteína N-glucosilada) y, por consiguiente, no hay liberación del oligómero A y 
la actividad enzimática no se revela. La investigación reportada sobre la relación estructura-función indicó que la 
subunidad S3 está implicada en el anclaje de la PT en la membrana con la posterior translocación de la subunidad S1 
[56, 57]. Sin embargo, los estudios que utilizaron anticuerpos contra determinantes protectores de la subunidad S2 65 
demostraron que estos anticuerpos inhibían la unión de la PT a fetuina, pero no tenían ningún efecto sobre la 
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interacción con la célula CHO. En el análisis en profundidad se ha señalado el resto de aminoácidos n.º 105 en las 
subunidades S2 y S3, como el implicado en la unión a las glucoproteínas en la célula. Como resultado de la 
conjugación de la PT con un oligosacárido, los sitios de unión en las subunidades S2 y S3 de la PT pueden bloquearse, 
como lo demuestra la pérdida de interacciones con fetuina y con las células CHO. Los efectos del formaldehído en la 
PT, que es una reticulación de la proteína mediante modificación de los restos de lisina en la superficie, proporcionan 5 
una indicación adicional de que la modificación de los restos de lisina inactiva la PT. Se ha demostrado que la 
modificación de los sitios funcionales de la PT mediante formaldehído conduce a un toxoide no tóxico [42]. Sin 
embargo, a pesar de la modificación estructural, el toxoide mantiene su inmunogenicidad y, por lo tanto, induce la 
respuesta inmunitaria protectora a través de la producción de anticuerpos que neutralizan la toxina. Los grupos ε-
amino libres de lisina están implicados en la unión del oligómero B de la toxina a la superficie de la célula diana. La 10 
acetamidación de los restos de lisina redujo las actividades dependientes del oligómero B (mitogenicidad, promoción 
de la linfocitosis, sensibilización a la histamina, adyuvancia y aumento de la permeabilidad vascular) [48]. 
 
La conjugación se lleva a cabo en tampón borato a pH 9,0. Las condiciones de reacción son esenciales para la 
conjugación de OS con PT porque, como se demostró, la PT es inestable en el intervalo de pH 4-8 [82]. 15 
 
El conjugado OS-PT induce la producción de anticuerpos específicos para un oligosacárido. El conjugado OS-PT 
también induce la producción de anticuerpos anti-PT que neutralizan los efectos tóxicos de B. pertussis. La expresión 
"anticuerpos neutralizantes" significa que la toxina tosferínica en el glucoconjugado agrega los anticuerpos antitoxina 
a un conjunto de anticuerpos protectores anti-OS. Las propiedades neutralizantes del suero inducidas por el OS-PT 20 
mejoran la respuesta protectora contra la tosferina. 
 
Este conjugado combina un componente de superficie, que es el fragmento LOS expuesto de B. pertussis, es decir, 
el OS y una proteína secretora de B. pertussis como la PT. Los anticuerpos generados en respuesta al conjugado de 
la superficie OS y la PT secretora neutralizan el efecto tóxico de la PT y son bactericidas. La actividad de los 25 
anticuerpos se ha demostrado utilizando un ensayo de células CHO y un ensayo bactericida. Los anticuerpos anti-OS-
PT inhibieron la acción de la PT en las células CHO y mostraron la actividad bactericida en presencia del complemento 
de conejo. Los anticuerpos fueron capaces de reconocer el LOS en las células de B. pertussis y promover la 
destrucción bacteriana dependiente del complemento. La vacuna que consiste en OS-PT debe proporcionar una 
respuesta inmunitaria que evite la enfermedad mediante la neutralización de toxinas y mediante la eliminación de las 30 
bacterias del tracto respiratorio. Por lo tanto, previene la infección causada por B. pertussis y limita la propagación de 
la enfermedad entre individuos susceptibles. El conjugado puede constituir un componente adicional de una vacuna 
contra la tosferina acelular que consiste solo en proteínas secretoras, tales como PTd y FHA. 
 
La invención también proporciona una formulación farmacéutica caracterizada por que comprende un conjugado 35 
inmunogénico y no tóxico del OS-PT. En una realización, la composición puede contener adyuvantes, estabilizantes y 
disolventes que son aceptables en las formulaciones de vacuna. 
 
El término "adyuvante" se refiere a una sustancia que potencia la respuesta inmunitaria post-vacuna al antígeno 
administrado. El mecanismo de acción se basa en retardar la liberación de un antígeno y proporcionar una "señal de 40 
peligro" para estimular el sistema inmunitario. Un adyuvante adecuado para la formulación de vacuna pertenece al 
grupo que consiste en: sales inorgánicas (fosfato de aluminio, fosfato de calcio), hidróxido de aluminio, ISCOM, 
liposomas, monofosforil lípido A (MPL), dipéptido de muramilo. 
 
La invención proporciona una preparación de un conjugado de oligosacárido-PT inmunogénico y no tóxico para utilizar 45 
como una vacuna para la protección contra infecciones causadas por B. pertussis. 
 
En la presente invención, se preparó un conjugado inmunogénico y no tóxico de un oligosacárido procedente de LOS 
de Bordetella pertussis 186 con toxina tosferínica como una vacuna para la prevención y el tratamiento de 
enfermedades causadas por B. pertussis. Como es un posible antígeno de vacuna, se han investigado sus 50 
propiedades inmunoquímicas, serológicas e inmunológicas. 
 
Leyendas de las figuras 
 

Fig. 1. Aislamiento de la PT utilizando CM-Sefarosa. La fracción I, tiempo de retención de 245 minutos, corresponde 55 
a la PT y la fracción II, tiempo de retención de 335 minutos, corresponde a la FHA. 
Fig. 2. Aislamiento del OS oxidado utilizando una filtración en gel, G3000-PW. Las condiciones de flujo fueron: 
6 ml/min, H2O. Las fracciones de la HPLC en tiempos de retención de 16,8 minutos y 20,5 minutos representan el 
OS oxidado. 
Fig. 3. Espectros MALDI-TOF MS de preparaciones de B. pertussis: célula completa, LOS, OS y OS oxidado y una 60 
tabla de interpretación de señales. Los espectros se obtuvieron utilizando un instrumento Autoflex III, Bruker 
Daltonics. Se utilizó DHB como matriz. 
Fig. 3A. MALDI-TOF MS de células enteras de B. pertussis en el intervalo m/z correspondiente a los iones de LOS, 
registrados en modo lineal de iones negativos. 
Fig. 3B. MALDI-TOF MS de LOS de B. pertussis 186 registrado en el modo lineal de iones negativos. Fig. 3C. 65 
MALDI-TOF MS de LOS de B. pertussis 186 registrado en el modo de reflexión de iones negativos. 
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Fig. 3D. MALDI-TOF MS de OS de B. pertussis 186 registrado en el modo de reflexión de iones positivos. 
Fig. 3E. Interpretación de los iones correspondientes a las señales de las moléculas observadas en el espectro 
MALDI-TOF MS de LOS de B. pertussis 186 registradas en el modo de reflexión de iones negativos, donde: Hep - 
heptosa, PPEtN - pirofosforyletanolamina, P - fosfato, Ac - grupo acetilo, H2O - agua, C14OH - ácido graso; int. - 
señales con las intensidades más altas. 5 
Fig. 3F. Espectros MALDI-TOF MS del OS y del OS oxidado registrados en el modo lineal de iones negativos. La 
diferencia de 30 Da (una pérdida del fragmento HCHO) indica que el oligosacárido se oxidó con peryodato sódico 
0,01 M. La señal en m/z 2279,5 corresponde a la forma oxidada del OS. 
Fig. 3G. MALDI-TOF MS de OS oxidado registrado en el modo de lineal de iones positivos. La señal en m/z 2298,4 
corresponde a la forma hidratada del OS oxidado. La señal en m/z 1337,8 se atribuyó tentativamente al OS oxidado 10 
desprovisto de los restos de Hep, HexNAc, HexN, HexA, HexNA y dos moléculas de agua. 
Fig. 4. Aislamiento del conjugado OS-PT utilizando filtración en gel en la columna G3000-SW a un caudal de 6 
ml/min, PBS. La medición se realizó en longitudes de onda: (A) 280 nm y (B) 206 nm. La fracción I (tiempo de 
retención de ~ 8,3 min) es el conjugado OS-PT con un contenido de oligosacáridos del 49 % y la fracción II (tiempo 
de retención de 17 min) con el contenido de OS del 30 %. La señal registrada en el espectro a 206 nm con un 15 
tiempo de retención de 18,3 minutos corresponde a un OS no conjugado. 
Fig. 5. Ensayo de unión a fetuina de PT y el conjugado OS-PT. El OS-PT se evaluó a una concentración 40 veces 
mayor que la de la PT. Los valores de absorbancia para el conjugado fueron más bajos en comparación con estos 
para la concentración más baja de la PT. 
Fig. 6. Análisis de células CHO para la toxina tosferínica 20 
Fig. 6A. Análisis de interacción de la PT y el OS-PT en las células CHO. A) un control positivo - 62 ng/ml de sPT; 
B) 156 ng/ml de OS-PT; C) un control negativo; D) 130 µg/ml de OS-PT; E) 0,9 µg/ml de PT. Las observaciones 
se realizaron utilizando Axio Vert. A1 (Zeiss) con un aumento de lente de 10. 
Fig. 6B. Prueba de neutralización de la toxina tosferínica por los anticuerpos anti-OS-PT (suero). a) suero n.º 3239 
diluido 1:32; b) suero n.º 3239 diluido 1:4, c) suero n.º 3271 diluido 1:64; d) suero n.º 3271 no diluido, e) un control 25 
negativo (células CHO); f) un control positivo (células CHO con PT). Las observaciones se realizaron utilizando 
Axio Vert. A1 con un aumento de lente de 20. 
Fig. 7. Reacciones de los sueros contra el OS-PT obtenido después de la tercera dosis de inmunización de conejos. 
Reactividades de los sueros numerados: 3239 y 3271 se determinaron mediante ELISA con LOS de B. pertussis 
186 como un antígeno en fase sólida. 30 
Fig. 8. SDS-PAGE teñida con plata de LOS de B. pertussis 186 (A) e inmunotransferencias de LOS con el suero 
de conjugado anti-OS-PT diluido 1:200 (B) 
Fig. 9. Espectros MALDI-TOF MS de PT y el OS-PT. Los espectros se adquirieron en modo de ion positivo (Autoflex 
III o Ultraflex, Bruker Daltonics). 
Fig. 9A. Espectro MALDI-TOF MS de sPT. Se utilizó SA como matriz. 35 
Fig. 9B. Espectro ISD de sPT. Se usó diaminonaftaleno (DA) como matriz. Este análisis permitió la determinación 
de la secuencia correspondiente al fragmento S4 de la PT. Fig. 9C. Espectro MALDI-TOF MS de la mezcla de 
péptidos que resulta de la digestión tríptica de la PT. Se utilizó HCCA como matriz. Las señales observadas en el 
espectro corresponden a péptidos procedentes de las subunidades (S1 - S5), tales como: 122MFLGPK127 m/z 
692,63 - S4; 56ALTVAELR63 m/z 872,86 - S2; 169RIPPENIR176 m/z 994,97 - S1; 217SVASIVGTLVR227 m/z 1102,09 - 40 
S1; 64GSGDLQEYLR73 m/z 1137,99 - S1; 65GNAELQTYLR74 m/z 1165,04 - S3; 93YTEVYLEHR101 m/z 1210,05 - 
S1; AVFMQQRPLR121 m/z 1246,16 - S4; 39ALFTQQGGAYGR50 m/z 1269,12 - S3; 100RPGSSPMEVMLR111 m/z 
1360,20 - S4; 92RYTEVYLEHR101 m/z 1366,20 - S1; 114GTGHFIGYIYEVR126 m/z 1512,32 - S1; 
128QLTFEGKPALELIR141 m/z 1615,51 - S4; K79LGAAASSPDAHVPFCFGK96 m/z 1775,50 - S4; 1877,67 - S1; 
919,75 - S3; 120NTGQPATDHYYSNVTATR137 m/z 1996,64 - S2; 181VYHNGITGETTTTEYSNAR199 m/z 2114,75 - 45 
S1; K51TNMVVTSVAMKPYEVTPTR69 m/z 2124,74 - S4; 28STPGIVIPPQEQITQHGGPYGR49 m/z 2333,05 - S2; 
44YDSRPPEDVFQNGFTAWGNN DNVLDHLTGR73 m/z 3435,79 - S1. 
Esta asignación de restos de aminoácidos de la PT incluye las secuencias de señal y, por lo tanto, difiere de la 
numeración de la secuencia de la PT presentada en la descripción de la invención. 
Fig. 9D. La disociación inducida por láser (LID, de sus siglas en inglés) empleada para la identificación de las 50 
secuencias peptídicas de la PT. Por ejemplo, una secuencia: R.NTGQPATDHYYSNVTATR, m/z 1996,641 se 
identificó y corresponde al fragmento de aminoácido (posición 120-137) de la subunidad S2. 
Fig. 9E. Espectro MALDI-TOF MS del OS-PT. Espectros MALDI-TOF MS del OS-PT con contenido de OS variable, 
49 % y 30 % (OS-PT I y II, respectivamente). Los espectros de ambos OS-PT, mostraron señales idénticas. Las 
diferencias entre los espectros del OS-PT y los espectros de la PT indican que las subunidades PT fueron 55 
modificadas mediante la conjugación con OS. 
Fig. 9F. Espectros MALDI-TOF MS de los péptidos obtenidos de una digestión tríptica del OS-PT. Las señales 
observadas, en m/z 2114,90, 2332,01 y 1033,04 representan los péptidos PT no modificados presentes en las 
subunidades S1 y S2. Adicionalmente, las secuencias de VYHNGITGETTTTEYSNAR para iones en m/z 2113,902 
e YVSQQTR para iones en m/z 881,4620 se identificaron en el OS-PT, lo que significa que estos péptidos no se 60 
han modificado durante la conjugación de la PT. Los péptidos se separaron en la columna C18. 
Fig. 9G. Tabla de valores m/z para señales, que se observaron en los espectros MALDI-TOF MS de péptidos 
generados mediante la digestión tríptica de la PT y el OS-PT. Los péptidos que contienen una lisina (K) son posibles 
sitios de la unión de OS. La falta de dichas señales en los espectros del OS-PT y su presencia en los espectros de 
la PT sugiere que contienen los restos de lisina sustituidos por un oligosacárido. Los restos de lisina en los péptidos 65 
que son posibles sitios de sustitución por el OS se designan en la tabla como posibles sitios de glucosilación. 
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Los posibles sitios de glucosilación son restos de lisina numerados en la secuencia de subunidades de la siguiente 
manera: S2- 110 y 178; S3- 38 y 133; S4- 61 y 96; S5 - 52 Los posibles sitios de glucosilación también pueden 
incluir restos de lisina en la posición 121 en la subunidad S3 y en las posiciones 50, 78 y 99 en la subunidad S4, 
ya que las señales no se observaron, ni en el espectro del OS-PT ni en el espectro de la PT. La falta de señales 
peptídicas puede deberse a su inestabilidad durante la medición o su mala ionización en las condiciones de 5 
medición aplicadas, mientras se utiliza MALDI-TOF MS. 
Fig. 10. Espectros de NMR de oligosacáridos de B. pertussis 186. 
Fig. 10A. Espectros 1H NMR de oligosacárido de B. pertussis 186. 
Fig. 10B. Espectros 1H NMR de oligosacárido oxidado de B. pertussis 186. 
Fig. 11. Espectros 2D NMR del pentasacárido procedente de LOS de B. pertussis 186. Se obtuvieron espectros 10 
COSY (A), HSQC (B), HMBC (C). Los datos de desplazamiento químico (D) de los espectros se resumieron en 
una tabla. Los restos de azúcares en el pentasacárido se designan por las letras A a E como se muestra en el 
dibujo adjunto. 
Fig. 12. Espectros MALDI-TOF MS de los productos de desaminación de LOS. 
Fig. 12A. MALDI-TOF MS del pentasacárido aislado de LOS de B. pertussis 186. El espectro se registró en modo 15 
de iones negativos en el espectrómetro Ultraflex, Bruker Daltonics. Se usó trihidroxiacetofenón (25 mg/ml) como 
matriz. 
Fig. 12B. Espectro MALDI-TOF MS de los productos de desaminación de LOS separados del pentasacárido. Se 
identificó un fragmento central desprovisto del pentasacárido terminal y del ácido galactosaminurónico con una 
masa de 1121,35 en forma deshidratada como un ion en m/z 1102,5734 (**). Un fragmento de oligosacárido 20 
obtenido después de la escisión del pentasacárido terminal, el ácido galactosaminurónico y la glucosamina, con 
una masa monoisotópica de 960,28, corresponde al ion en m/z 959,4448 y su forma deshidratada en m/z 941,4750 
(***). Los iones en m/z 1558,32, 1478,35, 1332,08, 1252,12 (****) representan el lípido A. 

 
La invención se ilustra mediante la siguiente realización. 25 
 
Ejemplos 
 
A. El cultivo de B. pertussis 
 30 
B. pertussis 186 se cultivó en medio líquido Stainer-Scholte con una adición de (2,6-di-O-metil)-β-ciclodextrina. El 
crecimiento se controló mediante biotipificación utilizando MALDI-TOF MS y el método Biotyper MALDI (MBT). El 
análisis espectral se realizó en el modo de iones positivos, para dar los espectros de la proteína y en el modo de iones 
negativos para obtener perfiles de endotoxinas (Fig. 3 A, de acuerdo con los documentos P. 400598 y 
WO2014035270A1). Sobre la base del perfil característico de la proteína MALDI-TOF MS, B. pertussis 186 cultivada 35 
en medios sólidos y líquidos se ha identificado como Bordetella pertussis DSM 4925 en la base de datos de referencia 
MALDI Biotyper. La cepa B. pertussis 186 utilizada en esta invención es una cepa de tipo vacuna utilizada para la 
inmunización de niños en Polonia. 
 
B. Aislamiento de una toxina tosferínica 40 
 
La toxina tosferínica, utilizada como componente del glucoconjugado en esta invención, se preparó mediante el 
aislamiento de los medios de cultivo de B. pertussis 186 utilizando un método de cromatografía de intercambio iónico 
(Método 1) [49, 66]. El método se modificó en su etapa final, mediante la utilización de un tampón con un contenido 
de glicerol del 50 % durante la diálisis. La adición de glicerol demostró ser necesaria para aislar la PT. En resumen, el 45 
método emplea la CM-Sefarosa CL-6B utilizada como resina de intercambio catiónico. La separación se logra 
mediante la unión de dos proteínas del cultivo de B. pertussis 186, PT y FHA a la resina y su posterior elución como 
fracciones separadas mediante el cambio del pH y la fuerza iónica. El aislamiento de la PT se controló mediante 
medición de absorbancia UV (Fig. 1). En el cromatograma registrado, la primera fracción con un tiempo de retención 
de 245 minutos corresponde a la PT, y la segunda fracción con un tiempo de retención de 335 minutos corresponde a 50 
la FHA. Las fracciones que contenían la PT reaccionaron con el anticuerpo antitoxina tosferínica en 
inmunotransferencia. Un cultivo (3,5 litros) de B. pertussis 186 produjo 4,26 mg de PT. Se almacenaron a -75 °C las 
fracciones de la PT en un tampón fosfato que contenía NaCl 0,5 M y glicerol al 50 %. 
 
C. Aislamiento del oligosacárido de B. pertussis 186 55 
 
El LOS se aisló de B. pertussis 186 mediante extracción con agua-fenol de acuerdo con un método de Westphal et al. 
Luego, se aisló un oligosacárido (OS) del LOS mediante hidrólisis ácida (ácido acético al 1,5 %). El OS se purificó 
mediante la eliminación de un lípido A durante la ultracentrifugación (105000 x g, 2 h, 4 °C). La espectrometría de 
masas MALDI-TOF se utilizó para confirmar que las estructuras del LOS aislado (Fig. 3B) y OS son idénticas a las 60 
estructuras del LOS y del OS presentes en la superficie de B. pertussis (Fig. 3A). Antes de la conjugación con la PT, 
el oligosacárido se oxidó utilizando peryodato sódico (Método 2). El producto de la reacción se purificó mediante 
filtración en gel, produciendo las fracciones de OS oxidadas (tiempo de retención de 16,8 y 20,5 min) separadas de 
una fracción contaminada con un lípido A (tiempo de retención de 13 min) y una fracción que contiene el OS sin el 
resto de heptosa (tiempo de retención de 21,5 min; Fig. 2). La composición de las fracciones se determinó mediante 65 
análisis MALDI-TOF MS (Figura 3 F). La fracción que contiene el OS oxidado se usó para la conjugación.
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D. Análisis de LOS y OS de B. pertussis 186 mediante espectrometría de masas MALDI-TOF 
 
Las preparaciones obtenidas de bacterias B. pertussis 186 y los LOS y OS aislados se analizaron mediante MALDI-
TOF MS (Figura 3 A-E). Estos análisis confirmaron que las estructuras de LOS y OS eran idénticas a las estructuras 
de LOS y OS en la superficie de la célula de B. pertussis. Por lo tanto, los métodos utilizados para el aislamiento de 5 
OS permiten preservar los epítopos expuestos en la superficie de B. pertussis. 
 
Las señales en el intervalo de masas de m/z 2200-2600 corresponden al oligosacárido central del LPS de B. pertussis 
(Fig. 3 B) [10]. Los iones corresponden al dodecasacárido (m/z 2291,63) y sus formas pirofosforilada y 
pirofosforiletanolamina (m/z 2452,57 y 2497,13). Una señal con la mayor intensidad de iones en m/z 2231,43 indica 10 
una pérdida de molécula neutra de CO2 (-44 Da) y dos moléculas de agua de dodecasacárido con un peso molecular 
calculado de 2312,337 Da. Algunas glucoformas desprovistas de la heptosa terminal también se identifican entre los 
grupos iónicos en m/z 2039 y 2231, 2082 y 2274, 2260 y 2452 (Fig. 3 C). El espectro del LOS aislado también revela 
señales en un intervalo de masas más bajo que corresponde a un lípido A (m/z 1558,95) y en un intervalo de masas 
más alto que se origina a partir de un lipooligosacárido completo (m/z 4056,65). Los iones moleculares 15 
correspondientes a un oligosacárido y el lípido A observados en el espectro del LOS aislado también se encontraron 
en el espectro de células enteras de B. pertussis (Fig. 3 A). Los iones principales observados en el espectro de B. 
pertussis 186 representan un dodecasacárido carente de molécula de CO2 neutro y dos moléculas de agua (m/z 
2230,23), anhidrododecasacárido (m/z 2294,32); anhidrododecasacárido sustituido con un grupo pirofosfato (m/z 
2451,55) y el lípido A (m/z 1558,63). 20 
El espectro MALDI-TOF MS del oligosacárido de B. pertussis aislado y purificado en resina Dowex H+ se registró en 
el modo de iones positivos. Un ion molecular en m/z 2312,4 correspondió al dodecasacárido (Fig. 3 D). El espectro del 
OS indica una pérdida de restos de fosfato durante la hidrólisis ácida de LOS pero con la estructura de los azúcares 
restantes conservada. Los cambios en la ionización del OS podrían atribuirse a una probable pérdida de los grupos 
fosfato, sin embargo, la estructura del OS aislado era idéntica a la estructura de la parte del azúcar del LOS aislado y 25 
del LOS expuesto en la superficie de las células de B. pertussis 186 (Figura 3 E, interpretación de las señales). 
 

 
Esquema 3. Preparación del heptasacárido 
 30 
La oxidación con peryodato de OS de B. pertussis 186 conduce a una mezcla heterogénea de oligosacáridos que 
difiere en el número de restos de azúcar. 
 
El OS activado se utilizó para la conjugación con toxina tosferínica.  
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E. Preparación del conjugado OS-PT 
 
El oligosacárido oxidado de B. pertussis 186 se usó para la conjugación con la toxina tosferínica mediante aminación 
reductora (Método 2). El oligosacárido oxidado (20 mg) y la PT (1 mg) se utilizaron para la conjugación. La reacción 
se realizó en un tampón de borato a pH 9,0. 5 
 
El conjugado OS-PT se purificó mediante filtración en gel (G3000-SW, Fig. 4). Las fracciones que contenían el 
conjugado se aislaron y se confirmaron mediante inmunotransferencia, utilizando anticuerpos específicos, es decir, un 
anticuerpo dirigido contra el conjugado pentasacárido procedente de LOS de B. pertussis 186-toxoide tetánico y un 
anticuerpo contra la toxina tosferínica. La relación total de azúcar a proteína en el conjugado se determinó mediante 10 
la medición de la concentración de proteína en combinación con el análisis del contenido de oligosacáridos mediante 
un método de ácido sulfúrico-fenol. 
 
Se prepararon los conjugados OS-PT, con (1) una concentración de proteína de 0,37 mg/ml (volumen 1,2 ml) y un 
contenido de oligosacáridos del 49 % y (2) una concentración de proteína de 1 mg/ml (volumen 0,5 ml) y un contenido 15 
de oligosacáridos del 30 %. En el cromatograma, la primera fracción con un tiempo de retención de 8,3 minutos 
representa el conjugado con el contenido máximo del OS (49 %), mientras que la segunda fracción con un tiempo de 
retención de 17 min corresponde a la PT sustituida en menor medida por OS, aproximadamente el 30 %. Ninguno de 
los glucoconjugados obtenidos, que difieren en el contenido de oligosacáridos, mostró actividad enzimática de la toxina 
tosferínica o conservó sus propiedades de unión en pruebas in vitro. Las fracciones de glucoconjugado se 20 
concentraron y almacenaron a 4 °C con la adición del conservante (mertiolato al 0,01 %). El conjugado OS-PT con un 
contenido del 49 % del OS y la concentración de proteína de 0,37 mg/ml se usó para la inmunización de conejos. 
 
F. Análisis de las actividades biológicas de la PT 
 25 
Ensayo de unión a fetuina 
 
En los estudios de la PT, se demuestran dos mecanismos de su actividad biológica, la actividad dependiente de 
subunidad S1 y la actividad dependiente de oligómero B. La toxicidad del conjugado OS-PT se examinó mediante 
reacción con un receptor específico para la toxina que es fetuina (Método 3) [22]. El análisis se realizó utilizando el 30 
ELISA y un anticuerpo que detecta la PT asociado con fetuina (Fig. 5). El análisis ha demostrado que el OS-PT no fue 
capaz de unirse a fetuina. En el ensayo ELISA, 20 µg/ml de OS-PT mostraron una absorbancia a A405nm de 0,117 que 
fue inferior a la absorbancia para la toxina tosferínica a la concentración más baja probada (0,97 ng/ml). El análisis 
indica la ausencia de una toxina activa en la preparación del glucoconjugado. El análisis para el OS-PT que difiere en 
los contenidos de oligosacáridos (30 % y 49 %) produjo resultados muy similares e indicó la incapacidad de los 35 
conjugados para unirse a fetuina. 
 
G. Ensayo de células de CHO 
 
La actividad enzimática de la PT se observa durante una interacción de la PT con las células CHO como una respuesta 40 
morfológica de las células [7, 22]. La PT induce el efecto de agrupamiento de células CHO que se inhibe por la 
presencia de anticuerpos anti-PT utilizados en la concentración neutralizante. 
 
El análisis de toxicidad de OS-PT se basa en el tratamiento de las células CHO con las preparaciones de OS-PT 
(Método 4, Figura 6A). El cultivo de las células CHO en presencia del OS-PT se comparó con el cultivo de CHO en 45 
presencia de solo la PT (control positivo, Figura 6A A) y el cultivo de células CHO sin la PT (control negativo, Figura 
6A C). En el caso de las células CHO en presencia de la PT, el efecto de agrupación se observó en un amplio intervalo 
de concentraciones probadas (0,06 pg/ml a 0,9 µg/ml) tanto para la PT estándar (Fig. 6AA) como para la PT aislada 
(Fig. 6A E). Por el contrario, el patrón de agrupamiento de las células CHO no se observó para el OS-PT, incluso 
cuando se aplicó a la concentración más alta de 130 µg/ml (Fig. 6A B y 6 A D). Morfológicamente, las células CHO en 50 
presencia del OS-PT son indistinguibles del control negativo. En la prueba de los conjugados OS-PT con las células 
CHO no se observaron cambios, por lo que indica que el OS-PT no es tóxico para las células CHO. 
 
En la presente invención, se demuestra que mediante la combinación de PT y OS, se prepara un conjugado que no 
mostró actividad enzimática de la toxina. En el ensayo con células CHO, que es la prueba más sensible, el OS-PT fue 55 
al menos 106 veces menos tóxico que la PT. La toxicidad no se observó ni en las concentraciones más altas. La falta 
de actividad enzimática del OS-PT también sugiere que esta preparación no induce efecto de hipersensibilidad a la 
histamina como resultado de la reversión de la toxicidad del PTd. También es importante que la inactivación enzimática 
de los toxoides se correlacione con la falta de trastornos patológicos típicos de la PT, tales como leucocitosis, 
estimulación de la sensibilidad a la histamina, anafilaxia, hiperinsulinemia [46]. 60 
 
H. Prueba de neutralización de la toxina tosferínica 
 
Se ha demostrado que los anticuerpos obtenidos mediante inmunización de conejos con el conjugado oligosacárido 
procedente de LOS-toxina tosferínica de B. pertussis 186 neutralizan la toxicidad de la PT en la prueba de 65 
neutralización de la toxina tosferínica (Método 4, Figura 6B). Se ha observado una inhibición de la actividad de 
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agrupamiento inducida por la PT para sueros sin diluir y para sueros con una dilución de menos de 8 veces en el caso 
del suero número 3239 y 4 veces diluida en el caso del suero número 3271. Por ejemplo, utilizando el suero n.º 3239 
diluido 32 veces, se observa el efecto de agrupamiento en las células CHO, mientras que no se observa una dilución 
de 4 veces (Fig. 6B a y 6B b, respectivamente). Del mismo modo, utilizando el suero n.º 3271 diluido 64 veces, el 
patrón de agrupación es visible, mientras que no se puede observar para el suero sin diluir (Fig. 6B c y 6B d, 5 
respectivamente). La pérdida de la capacidad de las células CHO para formar agrupaciones es el resultado de la 
neutralización de la toxina tosferínica mediante los sueros. Las células CHO sin la sPT (Fig. 6B e) y las células CHO 
con suero se utilizaron como control negativo. La sPT presente en el cultivo de CHO sin suero se utilizó como control 
positivo (Fig. 6B f). 
 10 
I. Producción de anticuerpos protectores anti-OS-PT 
 
La inmunogenicidad del conjugado OS-PT se investigó mediante la inmunización de conejos, seguida de la 
determinación de los niveles de anticuerpos en los antisueros producidos (Método 5). Los valores de anticuerpos 
antiglucoconjugados se determinaron mediante ELISA con LOS de B. pertussis 186 como un antígeno en fase sólida. 15 
Los anticuerpos anti-OS-PT reaccionaron con el LOS (Fig. 7). Las respuestas de anticuerpos específicos con LOS de 
B. pertussis 186 también se mostraron en inmunotransferencia (Fig. 8). 
 
También se ha investigado el nivel de anticuerpos anti-OS-PT que son protectores contra B. pertussis en el ensayo 
bactericida (Método 6). Los valores bactericidas de los sueros correspondientes a la dilución máxima de cada suero a 20 
los que se destruyó el 50 % de las colonias bacterianas, fueron 800 y 400 veces (sueros n.º 3271 y 3239), 
respectivamente. 
 
J. Análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF de preparaciones de PT y OS-PT 
 25 
Para definir el conjugado OS-PT, se realizó un análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF (Método 7). Se 
observaron que las señales en los espectros del OS-PT y la PT diferían. Las señales identificadas en la MALDI-TOF 
MS de la PT corresponden a los pesos moleculares de las subunidades: Subunidad S4 (m/z 12054,84), S3 (m/z 
21864,47), S1 (m/z 26220,90), S5 (m/z 11754,57) (Fig. 9 A). La señal para la subunidad S2 no se ha determinado 
debido a la anchura de señal excesiva de la subunidad S3. Los valores m/z para las subunidades de la PT son 30 
consistentes con sus masas calculadas que se establecieron mediante electroforesis y secuenciación. De acuerdo con 
la secuencia de la PT descrita por Arico y Rappuoli [71], los pesos moleculares (MW, de sus siglas en inglés) de las 
subunidades son: S1 MW 26219,8, S2 MW 21915,7, S3 MW 21863,9, S4 MW 12053,5, S5 MW 11753,5. 
Adicionalmente, se he demostrado, utilizando un experimento de "desintegración en la fuente" (ISD, de sus siglas en 
inglés), que la caracterización detallada de la PT se apoya en la identificación de la secuencia de aminoácidos de la 35 
subunidad S4 (VTPTRMLVCGIAAKLG AAASSPDAHV PFCFGKDLK) (Fig. 9 B). La PT también se caracterizó 
mediante análisis de fragmentos después de la digestión tríptica de la preparación de la PT (Fig. 9 C). El análisis 
MALDI-TOF MS/MS de los iones precursores seleccionados que se originaron a partir de los fragmentos de la PT 
proporcionó la información de la secuencia (Fig. 9 D). Se observaron los patrones de fragmentación característicos de 
los segmentos peptídicos de la PT y se identificaron sus secuencias. Los resultados de la digestión tríptica de la PT 40 
coincidieron con las observaciones de Tummala et al y Wiliammson et al [71, 72, 75]. 
 
El espectro de MALDI-TOF MS del OS-PT no reveló señales correspondientes a las subunidades de la PT que se 
identificaron en el espectro de la PT. La señal en m/z 33550 puede corresponder al dímero S3-S4 (Fig. 9 E). Diferentes 
señales en los espectros de la PT y del OS-PT indicaron que las subunidades de la PT se modificaron mediante una 45 
unión del oligosacárido. Sin embargo, dichas proteínas glucosiladas generalmente se ionizan con dificultad en MALDI-
TOF MS. A pesar de esto, un análisis del OS-PT digerido indicó la presencia de unos pocos péptidos cuyos valores 
m/z también se observaron en los espectros de fragmentos de la PT (Fig. 9F). Los fragmentos de la PT que no se 
modificaron durante la conjugación incluyen péptidos en m/z 881,46, 1033,035, 2114,90, 2332,01 y otros péptidos 
resumidos en la Tabla 2 (Fig. 9 G). Para estos en m/z 881,46 y 2114,90, se determinaron las secuencias y mostraron 50 
que los péptidos no se habían modificado mediante la conjugación con el OS. Los péptidos que contienen lisina (K) 
son posibles sitios de la unión del OS. Por lo tanto, la falta de señales correspondientes a estos péptidos en los 
espectros del OS-PT y su presencia en los espectros de la PT sugiere que contienen el resto de lisina sustituido con 
un oligosacárido (posibles sitios de glucosilación, Fig. 9G). Restos de lisina con números en la secuencia de 
subunidades: S2- 110 y 178; S3 - 38, 121 y 133; S4 - 50, 61, 78, 96 y 99; S5 - 52 constituyen posibles sitios de 55 
glucosilación. Adicionalmente, el análisis de espectrometría de masas del OS-PT digerido con tripsina indicó la 
presencia de una señal que representa un péptido que comprende el extremo N de la PT. Esto sugiere que el 
aminoácido N-terminal de la subunidad S1 (en el péptido en m/z 1033,035) no está disponible para el oligosacárido 
durante la conjugación y el OS no se une al oligómero A en el OS-PT (Fig. 9 F). La mayoría de las señales observadas 
en los espectros del OS-PT digerido corresponden a los péptidos de S1, lo que indica que esta subunidad no está 60 
modificada por el OS. La conservación de la estructura S1 es ventajosa para un antígeno de vacuna, ya que el 
oligómero A es la subunidad más inmunoactiva de la PT. 
 
K. Seguimiento de la oxidación de un oligosacárido utilizando NMR 
 65 
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Para definir el glucoconjugado del oligosacárido y la toxina tosferínica de B. pertussis 186, se analizó el proceso de 
oxidación del OS en presencia de peryodato sódico 0,01 M utilizando NMR (Fig. 10). El peryodato sódico a baja 
concentración rompe un enlace entre dos átomos de carbono adyacentes sustituidos con grupos hidroxilo, 
preferentemente en el grupo lateral de un resto Kdo del oligosacárido. Posteriormente, forma un grupo aldehído 
reactivo que puede reaccionar con un grupo amina de una proteína (Esquema 2). Sin embargo, el análisis NMR indicó 5 
también una pérdida parcial de la N-acetilglucosamina terminal durante el tratamiento del oligosacárido de LOS de B. 
pertussis 186 con peryodato. 
 
La N-acetilglucosamina terminal se ha identificado sobre la base de los valores de desplazamiento químico típicos 
para el grupo N-acetilo en los espectros NMR de un oligosacárido que no se trató con peryodato (δH 1,99 ppm y δc 10 
22,8: Fig. 10 A). Estas resonancias no se observan en los espectros NMR del oligosacárido después de solo 15 
minutos de tratamiento con peryodato (Fig. 10 B). 
 
Esta N-acetilglucosamina terminal forma parte de un trisacárido que se considera como el epítopo más 
inmunodominante del LOS de B. pertussis[47]. El glucoconjugado que contiene oligosacárido oxidado sin la GlcNAc 15 
terminal puede no proporcionar una respuesta inmunitaria completa. Otro fragmento del LOS de B. pertussis 186, a 
saber, un pentasacárido obtenido mediante desaminación. A medida que la desaminación conserva los epítopos 
inmunodominantes del LOS, el pentasacárido parece ser un fragmento óptimo de azúcar del LOS de B. pertussis. El 
conjugado pentasacárido procedente de LOS-toxina tosferínica de B. pertussis 186 es un aspecto de la presente 
invención. 20 
 
L. Análisis de espectroscopía MALDI-TOF MS y NMR del pentasacárido 
 
El pentasacárido aislado del LOS de B. pertussis 186 se analizó utilizando técnicas NMR y MALDI-TOF MS. La 
estructura del fragmento aislado se determinó mediante espectros NMR bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC, Fig. 25 
11 A-C), lo que confirma que la estructura del pentasacárido estaba de acuerdo con los datos publicados [47]. El 
espectro MALDI-TOF MS contenía la señal principal en m/z -1044,738, que corresponde al peso molecular del 
pentasacárido (Fig. 12). Los datos combinados indican que el pentasacárido se compone de los siguientes azúcares: 
N-acetilglucosamina (GlcNAc), L-glicero-D-manoheptosa (LD-Hep), ácido 2,3-diacetamido-2,3-dideoximanorourónico 
(Man2NAc3NAcA), 2,5-anhidro-D-manosa (2,5-anhidroMan), 2-acetamido-4-N-nitrosil-N-metil-2,4,6-trideoxi-galactosa 30 
(L-Fuc2NAc4NNOMe). 
 
Métodos 
 
La cepa 186 de B. pertussis se obtuvo del Laboratorio de Prevención de Infecciones e Infecciones Nosocomiales del 35 
Instituto Nacional de Salud Pública (Varsovia, Polonia). Las células de ovario de hámster chino (CHO) se adquirieron 
en la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (Alemania). La Norma para PT (JNIH-5) se obtuvo 
del Instituto Nacional de Estándares y Control Biológicos (NIBSC, Reino Unido). 
 
Método 1. Aislamiento de la toxina tosferínica 40 
 
El aislamiento de la toxina tosferínica se llevó a cabo de acuerdo con el método utilizando cromatografía de intercambio 
iónico en CM-Sefarosa [49, 66]. A un medio de cultivo de B. pertussis 186 separado de las células bacterianas 
mediante centrifugación, se añadió sulfato de amonio sólido (390 g/l) para precipitar las proteínas. Después de la 
incubación durante 16 horas a 4 °C, la preparación se centrifugó (29000 x g, 30 ', 4 °C), el sobrenadante se descartó 45 
y el precipitado se disolvió en tampón fosfato 50 mM a pH 8,0 que contenía NaCl 1 M. Luego se centrifugó el extracto 
(17300 x g, 30 ', 4 ° C) y se guardó el sobrenadante. La extracción sobre el precipitado se repitió tres veces. Los 
extractos se agruparon y se dializaron contra tampón fosfato 50 mM que contenía urea 2 M (tampón A) a pH 8,0. 
Después de una diálisis de 16 horas, el pH del dializado se ajustó a pH 6,0 con H3PO4 1 M y se aplicó a una CM-
Sefarosa CL-6B (1 cm x 16 cm) equilibrada con tampón A a pH 6,0. El proceso de aislamiento se controló mediante la 50 
medición de la absorbancia UV (cromatograma, Fig. 1). La columna se lavó con el tampón A de pH 6,0 hasta que se 
alcanzó el valor inicial estable del valor A280 antes de la elución de las proteínas libres. La resina se lavó luego con 
tampón A de pH 7,4 para eluir la PT de la columna (el tampón se cambió en el minuto 190 de la medición). Después 
de la elución de la PT, la FHA se eluyó con tampón fosfato 50 mM de pH 8,0 que contenía NaCl 0,5 M (el tampón se 
cambió en el minuto 300 de la medición). El procedimiento de purificación se realizó a 4 °C. Las fracciones se 55 
analizaron utilizando inmunotransferencia con un suero dirigido contra la toxina tosferínica. A continuación, las 
fracciones concentradas de PT se dializaron contra tampón fosfato 50 mM a pH 8,0 que contenía NaCl 0,5 M y glicerol 
al 50 %. Las preparaciones de PT se analizaron mediante electroforesis e inmunotransferencia utilizando el anticuerpo 
antitoxina tosferínica. Las preparaciones de PT se dividieron en alícuotas y se almacenaron a -75 °C. 
 60 
Método 2. Síntesis y purificación del neoglucoconjugado que contiene oligosacáridos 
 
El oligosacárido se disolvió en una solución acuosa de peryodato sódico 0,01 M (NalO4). La reacción se llevó a cabo 
en la oscuridad a 24 °C durante 1 h. En paralelo, se preparó el control, que era una solución 0,01 M de NaIO4. Después 
de una hora de incubación, se agregaron 10 µl de muestra y control a 2 ml de agua y se midió la extinción a una 65 
longitud de onda de 225 nm. La reacción de oxidación se detuvo mediante la adición de etilenglicol (30 µl) y se dejó a 
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24 °C durante 1 hora adicional. El oligosacárido oxidado se purificó por HPLC utilizando cromatografía de tamiz 
molecular (G3000-PW, TSK). El oligosacárido purificado en su forma oxidada se liofilizó. Posteriormente, se disolvió 
en 1,5 ml de tampón de borato 0,2 M a pH 9,0 y se añadió a la proteína transportadora. Después de una hora de 
incubación a 37 °C, se añadieron a la solución 15 mg de cianoborohidruro de sodio (NaBCNH3) y una gota de 
cloroformo para evitar el crecimiento bacteriano. La reacción se llevó a cabo durante 14 días a 37 °C. En el 5º y 10º 5 
día después del inicio de la reacción, se añadieron porciones adicionales de NaBCNH3 (10 mg). La mezcla de reacción 
se fraccionó en una columna G3000-SW equilibrada con solución salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,5). En las 
fracciones recogidas, la concentración de proteína se determinó mediante la medición de la absorbancia a una longitud 
de onda de 280 nm. La presencia de oligosacáridos se determinó mediante la reacción de transferencia por puntos 
utilizando el suero antiendotoxina obtenido mediante inmunización con una masa bacteriana de B. pertussis 186 y con 10 
el conjugado pentasacárido procedente de LOS de B. pertussis 186-toxoide tetánico. Se determinó el contenido del 
oligosacárido en el conjugado mediante el método del ácido sulfúrico-fenol. Las fracciones que contenían el conjugado 
se concentraron mediante ultrafiltración y se almacenaron a 4 °C con una adición de mertiolato (0,01 %). 
 
Método 3. Prueba ELISA con una fetuina como antígeno en fase sólida 15 
 
Las interacciones de PT y OS-PT con fetuina se investigaron de acuerdo con el método descrito por Isbrucker et al 
[26]. Las placas de 96 pocillos (Nunc) se recubrieron con solución de fetuina (5 µg/ml, 100 µl) en tampón carbonato 
0,05 M a pH 9,6 y se incubaron durante la noche. Las placas se lavaron cinco veces con TBS (0,1 M) que contenía 
Tween-20 al 0,1 % y se bloquearon con BSA al 3 % (100 µl) en TBS, durante 1 hora a 37 °C. Después de las etapas 20 
de lavado, se añadieron 100 µl de diluciones en serie de OS-PT y PT y se incubaron durante 1 h. Después del lavado, 
las placas se incubaron con 100 µl de suero antitoxina tosferínica (Abcam) diluido 10000 veces. Los anticuerpos 
antitoxina unidos se detectaron utilizando anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina 
(BioRad) diluido 10000 veces durante 90' a 37 °C. Los anticuerpos libres se lavaron con TBS y, posteriormente, se 
desarrolló un color mediante la adición de p-nitrofenilfosfato (1,5 mg/ml) en tampón de carbonato a pH 9,6 con MgCl2 25 
1 mM. La reacción se detuvo después de 100 minutos mediante la adición de 100 µl de NaOH 1M. La absorbancia se 
midió a λ = 405 nm utilizando un lector Perkin Elmer Mikroplate. 
 
Método 4. Ensayo de toxicidad utilizando células CHO 
 30 
El agrupamiento de las células CHO en presencia de PT y del OS-PT se determinó de acuerdo con el método descrito 
por Hewlett et al. [18]. En resumen, las células CHO se incubaron durante 24 h con diferentes concentraciones del 
OS-PT (intervalo de 31 pg/ml a 130 µg/ml) y PT (intervalo de 0,06 pg/ml a 0,9 µg/ml). Se observó interacción de las 
preparaciones con las células CHO. Las células CHO se cultivaron en medio MEMα que contenía suero bovino fetal 
al 10 %. La formación de grupos de células se monitorizó utilizando el microscopio Axio Vert.A1 (Zeiss). 35 
 
Prueba de neutralización de la toxina tosferínica 
 
El nivel de anticuerpos que neutralizan la actividad de la toxina tosferínica se investigó en el ensayo de neutralización 
de la PT [16, 46]. Se mezclaron diluciones dobles de los sueros (25 µl) con 25 µl de toxina (120 pg). Después de una 40 
incubación de 3 horas a 37 °C, se añadieron las células CHO (1x104) y se incubaron a 37 °C en una atmósfera de CO2 
al 5 %. Como control positivo, se aplicó sPT al cultivo de CHO sin suero. Las células CHO solas y las células CHO en 
presencia de sueros sirvieron como controles negativos. El valor neutralizante se definió como la dilución sérica más 
alta que da como resultado una inhibición completa del efecto de agrupamiento inducido por la toxina nativa. 
 45 
Método 5. Inmunización del conjugado OS-PT 
 
Se inmunizaron por vía subcutánea dos conejos Termond White en el cuello con el antígeno OS-PT. La composición 
de vacuna comprendía el OS-PT (50 µg) con MPL (0,4 mg) como adyuvante. Las inmunizaciones con el 
neoglucoconjugado se realizaron de acuerdo con el siguiente programa: (i) la primera dosis - día 0, (ii) la segunda 50 
dosis - día 21, (iii) la tercera dosis - día 42. La vacunación se llevó a cabo de acuerdo con los procedimientos aprobados 
por la Comisión de Ética Local de IITD PAN en la Directiva 54/2009. Una vez completada la vacunación, se determinó 
el nivel de anticuerpos antineoglucoconjugados en los sueros. 
 
Método 6. Ensayo bactericida sérico 55 
 
Los sueros de conejo se inactivaron a 56 °C durante 30 min y se diluyeron 10 veces y 2 veces en PBS con CaCl2 0,15 
mM, MgCl2 0,5 mM y BSA al 0,1 % (tampón A, pH 7,4). B. pertussis 186 se diluyó a -300-500 bacterias en 25 µl de 
tampón A. 140 µl de tampón A se mezclaron con 45 µl de suero, 25 µl de suspensión bacteriana y 15 µl de 
complemento (un complemento de conejo, Biomed, Lublin). La mezcla de bacterias en el tampón A con complemento 60 
y sin suero se usó como control. Después de una incubación durante 60 minutos a 37 °C, se colocaron en placas 100 
µl de cada mezcla en agar de carbón que contenía sangre de oveja y se incubaron durante 4 días. Luego se contaron 
las colonias. El valor bactericida del suero se definió como la dilución más alta a la que se destruyó el 50 % de las 
colonias bacterianas [30, 39]. El valor más bajo que dio el efecto bactericida deseado se observó para las diluciones 
de 800 veces y 400 veces. 65 
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Método 7. Análisis MALDI -TOF MS 
 
Los análisis MALDI-TOF MS se realizaron en instrumentos Autoflex III y Ultraflex (Bruker Daltonics). Los espectros 
fueron adquiridos en modos de iones negativos y positivos. Las preparaciones de la PT, los conjugados y los 
fragmentos de digestión trípticos se mezclaron con matrices apropiadas tales como: ácido sinapínico (SA), 5 
dihidroxiacetofenona (DHPA), ácido dihidroxibenzoico (DHB), una mezcla de ácido 2,5-dihidroxibenzoico y ácido 2-
hidroxi-5-metoxibenzoico (sDHB) y ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (a-HCCA). Las muestras se analizaron sin 
desalinizar o se desalaron utilizando resina C4 (Ziptip, Millipore, eluyentes: ACN/TFA al 0,1 % con contenido creciente 
de ACN: 50, 80, 95 %) o se dializaron frente a TFA al 0,1 % (Microcon, 10 kDa MWCO). Los fragmentos de péptidos 
se separaron utilizando una columna C18 (Dionex) empleando un gradiente de H2O/TFA al 0,1 % y ACN/TFA al 0,1 %. 10 
 
Las preparaciones digeridas se caracterizaron utilizando una tripsina (tripsina modificada de grado de secuenciación, 
porcino, Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se disolvieron 20 µg de proteína en 
la mezcla de reacción que contenía DTT 2 M, SDS al 0,1 % y se llenaron con tampón Tris-HCl (pH 8,0) hasta el 
volumen de 0,1 ml. La mezcla se calentó a 95 °C durante 15 minutos. Después del enfriamiento, se añadió una tripsina 15 
para lograr una proporción de tripsina:proteína de 1:20 (p/p) y la mezcla se incubó a 37 °C durante 24 horas. La 
reacción se terminó mediante congelación de la muestra. Los productos de digestión se analizaron directamente 
mediante MALDI-TOF MS y utilizando la cromatografía de fase inversa (C18, Dionex) interconectada con una 
espectrometría de masas MALDI-TOF MS (Ultraflex). Las preparaciones se disolvieron en un disolvente inicial A: TFA 
al 0,1 % en agua. Posteriormente, se aplicó un gradiente lineal a una velocidad de flujo de 300 nl/min, comenzando 20 
con el 2 % de disolvente B: TFA al 0,1 % en ACN a 100 % de disolvente B. Los péptidos separados se analizaron 
mediante MALDI-TOF MS y se sometieron a la fragmentación inducida por láser (LID). La identificación de las 
secuencias peptídicas se realizó con el software Biotools y una base de datos Mascot. 
 
Método 8. Aislamiento del pentasacárido del LOS de B. pertussis 186 25 
 
El pentasacárido se obtuvo mediante desaminación del lipooligosacárido de B. pertussis 186 (Esquema 3). Se 
suspendieron 50 mg de LOS en una solución de agua/nitrito de sodio al 5 %/ácido acético al 30 % (1:1:1, v/v/v) y se 
agitó durante 4 horas a temperatura ambiente. Los productos de la desaminación de LOS se separaron mediante 
ultracentrifugación (2 h, 200000 x g, 4 °C). 30 
 
El sobrenadante se liofilizó y el producto se purificó en una columna de Bio-Gel P-2 (Bio-Rad) en un tampón de 
piridina/ácido acético/agua, pH 5,6. El rendimiento del aislamiento de pentasacárido fue de ~ 4 mg. 
 

 35 
 

Esquema 4. Preparación del pentasacárido mediante desaminación del LOS de B. pertussis 186. 
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La fracción precipitada del LOS obtenido mediante desaminación contiene una mezcla heterogénea de oligosacáridos 
centrales que difieren en el número de restos de azúcar (Esquema 4), que fueron identificados mediante MALDI-TOF 
MS (Fig. 12 B). Durante la desaminación del LOS de B. pertussis, los restos de azúcar que contienen grupos amina 
se pierden. La escisión puede incluir el pentasacárido terminal, el ácido galactosaminurónico y la glucosamina. Un 5 
fragmento central desprovisto del pentasacárido terminal y del ácido galactosaminurónico con una masa molecular 
calculada de 1121,35 Da se identificó como un ion de tipo [M-H2O-H]1- en m/z 1102,5734 en el espectro del modo de 
iones negativos (**). Un fragmento de oligosacárido con una masa monoisotópica de 960,28 Da obtenido mediante 
escisión del pentasacárido terminal, ácido galactosaminurónico y glucosamina corresponde a un ion en m/z 959,4448 
y su forma anhidra a 941,4750 (***). 10 
 

 
 

Esquema 5. Productos de desaminación OS de B. pertussis 186 que contienen el oligosacárido del núcleo interno (OS 
se obtuvo después de la hidrólisis ácida del LOS desaminado). 15 
 
Método 9. Espectroscopia de NMR 
 
Los espectros NMR del pentasacárido aislado se obtuvieron para una solución de 2H2O al 10 % con un espectrómetro 
Bruker Avance III 600 MHz (Bruker). Los espectros se adquirieron a 30 °C y se aplicó la secuencia de pulsos 20 
WATERGATE. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para preparar un glucoconjugado que comprende un oligosacárido (OS) procedente de LOS o su 
fragmento y la toxina tosferínica (PT) de B. pertussis en donde el método comprende: 
 5 

a. cultivar B. pertussis; 
b. aislar LOS de las bacterias y aislar un OS; 
c. aislar PT del medio de cultivo de B. pertussis; 
d. activar OS mediante oxidación o desaminación; 
e. conjugar el OS activado con la toxina tosferínica a pH = 9 mediante reacción de aminación reductora. 10 
f. purificar el glucoconjugado OS-PT obtenido, 

 
en donde un contenido del oligosacárido o fragmento del mismo en el glucoconjugado con la PT es del 30-50 %. 
 
2. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado por que B. pertussis se cultiva en medio líquido Stainer-15 
Scholte con adición de (2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina. 
 
3. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado por que el OS se activa con peryodato sódico. 
 
4. Un método de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado por que la conjugación en el punto e) se lleva a cabo 20 
en tampón borato 0,2 M. 
 
5. Un glucoconjugado que comprende un oligosacárido (OS) procedente de LOS o su fragmento y la toxina tosferínica 
(PT) de B. pertussis obtenible en el método como se define en las reivindicaciones 1-4. 
 25 
6. Una composición farmacéutica que comprende el glucoconjugado como se define en la reivindicación 5 y un 
vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
7. Una composición farmacéutica como se define en la reivindicación 6 para su uso en la prevención y tratamiento de 
infecciones causadas por Bordetella pertussis. 30 
 
8. Una composición de vacuna que comprende el glucoconjugado como se definió en la reivindicación 5 y un vehículo 
farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, un adyuvante. 
 
9. Una composición de vacuna como se definió en la reivindicación 8 para su uso en la prevención de enfermedades 35 
causadas por B. pertussis.  

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



27 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



28 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



29 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



30 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



31 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



32 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



33 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



34 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



35 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



36 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



37 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



38 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



39 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



40 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



41 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



42 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 

Tabla 2 



43 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



44 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



45 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



46 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



47 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



48 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



49 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



50 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



51 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



52 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



53 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 



54 

 
 

 

E14744634
04-06-2019ES 2 729 398 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

