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DESCRIPCION
Procedimientos de fabricacion de glucoconjugados de sacarido-proteina

Campo de la invencién

Esta invencion esta en el campo de la conjugacion de sacaridos, particularmente el dominio nucleo del
lipopolisacarido de bacterias Gram-negativas, a portadores para formar glucoconjugados. Los glucoconjugados son
Utiles para la inmunizacion.

Técnica anterior

Los sacaridos de bacterias han sido usados durante muchos afios en vacunas. Aunque los sacaridos son antigenos
T-independientes, sin embargo, son escasamente inmunogénicos. La conjugacion con un portador puede convertir
los antigenos T-independientes en antigenos T-dependientes, aumentando de ese modo las respuestas memoria y
permitiendo que se desarrolle inmunidad protectora. Por lo tanto, la mayoria de las vacunas de sacarido eficaces
estan basadas en glucoconjugados, y la vacuna de conjugado prototipo era frente a Haemophilus influenzae tipo b
(“Hib”) [por ejemplo, véase el capitulo 14 de la ref. 64].

Las bacterias Gram-negativas estan rodeadas por una membrana exterior que contiene lipopolisacarido. Los
lipopolisacaridos son un grupo diverso de moléculas que actian como endotoxinas y suscitan respuestas inmunes
fuertes en mamiferos. Cada lipopolisacarido comprende tres partes: un O-antigeno (también referido como el
polisacarido O-especifico u O-polisacarido), un dominio nucleo, y un dominio de lipido A. Los anticuerpos frente al O-
antigeno de una bacteria Gram-negativa pueden conferir proteccion frente a infeccion por esa bacteria. Por lo tanto,
se ha previsto que las vacunas contienen O-antigenos conjugados con proteinas porteadoras. Por ejemplo, se han
propuesto vacunas conjugadas basadas en O-antigeno para diversas Salmonellae (por ejemplo, los serovares
Salmonella Typhimurium y Salmonella Paratyphi A de Salmonella enterica in las ref. 1 y 2); especies de Shigella [ref.
3,4,5,6,7,8y 9]; y Escherichia coli [ref. 10 y 11]. En estas vacunas, el O-antigeno esta unido al dominio nucleo del
lipopolisacarido de longitud completa (es decir, el polisacarido conjugado es un lipopolisacarido sin su dominio de
lipido A). El polisacarido se conjuga con el portador por su dominio nucleo. Este dominio nucleo puede autoinducir
anticuerpos protectores y, por lo tanto, se ha previsto que las vacunas conjugadas contienen un dominio nucleo que
no esta unido a un O-antigeno [ref. 12].

Se conocen diversos procedimientos para la conjugaciéon de polisacaridos que contienen dominio ndcleo con una
proteina portadora. Algunos procedimientos implican activacion aleatoria de la cadena de polisacarido (por ejemplo,
con bromuro de cianégeno (CNBr) o tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilaminopiridinio (CDAP)) antes de la
conjugacion por un enlazador (véase, por ejemplo, las ref. 1 y 2). Otros procedimientos son mas selectivos,
implicando un residuo especifico sobre la cadena (por ejemplo, el terminal de acido 2-ceto-3-desoxioctanoico (KDO)
del dominio nucleo). Por ejemplo, los procedimientos en la referencia 13 implican aminacion reductiva entre el grupo
carbonilo en el terminal de KDO con enlazador de acido adipico dihidrazida (ADH). Las reacciones que implican la
aminacion reductiva son generalmente muy lentas, por ejemplo, la etapa del dia 7 en la ref. 13. En la ref. 9 se
describe otro procedimiento selectivo, implicando esta vez acoplamiento por el grupo carboxilo en KDO usando 1-
etil-1-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) y ADH. En estos procedimientos no selectivos y selectivos, la
reaccion posterior con el portador generalmente tiene lugar usando EDAC, la cual activa los grupos carboxilo en la
proteina para la reaccién con el enlazador. Esta activacion de EDAC puede dar como resultado la activacion del
grupo carboxilo en la subunidad de KDO, conduciendo a reacciones secundarias indeseadas. La activacion con
EDAC también puede dar como resultado el entrecruzamiento de la proteina portadora, debido a que los grupos
carboxilo activados en la proteina pueden reaccionar con grupos amino primario en la proteina en lugar de en el
enlazador.

En consecuencia, queda una necesidad de maneras adicionales y mejores de preparacion de conjugados,
particularmente del dominio nucleo del lipopolisacarido de bacterias Gram-negativas.

Divulgacion de la invenciéon

La invencion se basa en procedimientos de conjugacion que se pueden usar en lugar de los procedimientos de
conjugacion de la técnica anterior. Estos procedimientos pueden ser mas rapidos de realizarse que los
procedimientos de la técnica anterior, particularmente aquellos procedimientos que implican la aminacién reductiva.
Los procedimientos tampoco requieren del uso de EDAC, lo cual evita reacciones secundarias indeseadas. En el
desarrollo de estos procedimientos, los inventores han encontrado maneras de purificacion de compuestos
intermediarios que no requieren el uso de compuestos téxicos. En consecuencia, los procedimientos se pueden
llevar a cabo de forma mas segura. Los conjugados resultantes pueden tener propiedades inmunoldgicas diferentes,
preferentemente mejoradas, en comparacion con los conjugados de la técnica anterior.

Primer aspecto de la invencion

En un primer aspecto, la invencion proporciona un procedimiento de preparacion de un conjugado de un polisacarido
y una molécula portadora, que comprende las etapas de: (a) acoplar el polisacarido a un enlazador, para formar un
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intermediario polisacarido-enlazador en el que el terminal libre del enlazador es un grupo éster; y (b) hacer
reaccionar el grupo éster con un grupo amino primario en la molécula portadora, para formar un conjugado de
polisacarido-enlazador-molécula portadora en el que el enlazador se acopla a la molécula portadora por un enlace
amida, en el que la etapa (a) tiene lugar con un enlazador adicional que se usa para someter a derivatizacion el
polisacarido antes del acoplamiento al enlazador y en el que el enlazador adicional tiene un grupo amino primario en
ambos terminales y el polisacarido se acopla al enlazador adicional usando un grupo carbonilo en el terminal
reductor del polisacarido mediante un procedimiento que comprende dos etapas: (ai) hacer reaccionar el grupo
carbonilo con uno de los grupos amino primario en el enlazador adicional mediante aminacién reductiva para formar
un compuesto polisacarido-enlazador adicional en el que el polisacarido se acopla al enlazador adicional por un
enlace C-N; y (az) hacer reaccionar el terminal libre del enlazador adicional con el enlazador. A diferencia de los
procedimientos de conjugacion usados en las ref. 1, 2 y 13, el procedimiento no requiere de activacion de la
molécula portadora con EDAC, evitando de ese modo reacciones secundarias indeseadas. La invencién también
proporciona el conjugado obtenido u obtenible mediante este procedimiento.

Etapa (a) del primer aspecto de la invencion

En la etapa (a) de este primer aspecto de la invencion, el polisacarido se acopla a un enlazador para formar un
intermediario polisacarido-enlazador en el que el terminal libre del enlazador es un grupo éster. Por lo tanto, el
enlazador es uno en el que al menos un terminal es un grupo éster. El otro terminal se selecciona de manera que
puede reaccionar con el polisacarido para formar el intermediario polisacarido-enlazador, tal como se explica mas
adelante.

Se desvelan procedimientos en los que el acoplamiento en la etapa (a) tiene lugar directamente. En estos
procedimientos, el polisacarido generalmente se acopla al enlazador usando un grupo amino primario en el
polisacarido. En estos procedimientos, el enlazador generalmente tiene un grupo éster en ambos terminales. Esto
permite que el acoplamiento tenga lugar mediante la reaccién de uno de los grupos éster con el grupo amino
primario en el polisacarido mediante sustitucion de acido nucledfilo. La reaccion da como resultado un intermediario
polisacarido-enlazador en el que el polisacarido se acopla al enlazador por un enlace amida. En estos
procedimientos, por lo tanto, el enlazador es un enlazador bifuncional que proporciona un primer grupo éster para
reaccionar con el grupo amino primario en el polisacarido y un segundo grupo éster para reaccionar con el grupo
amino primario en la molécula portadora. Por ejemplo, se puede usar un enlazador bifuncional de formula Xi-L-Xz,
en el que X; es un grupo éster que puede reaccionar con el grupo amino primario en el polisacarido; Xz es un grupo
éster que puede reaccionar con el grupo amino primario en la molécula portadora; y L es un resto de unién en el
enlazador. Los grupos L tipicos son alquilos de cadena lineal con 1 a 10 atomos de carbono (por ejemplo, C1, C», Cs,
C4, Cs, Cs, C7, Cg, Co, Cip), particularmente -(CH)s-. Los enlazadores homobifuncionales de formula X-L-X son
particularmente adecuados, en los que los dos grupos X son iguales uno a otro y son capaces de reaccionar con
ambos grupos amino primario; y en los que L es un resto de union en el enlazador. Un grupo X tipico es N-
oxisuccinimida. L generalmente tiene la férmula L’-L2-L’, en el que L’ es carbonilo. Los grupos L? tipicos son alquilos
de cadena lineal con 1 a 10 atomos de carbono (por ejemplo, C4, Cz, Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cs, Co, C10), particularmente
-(CH2)4-. Un enlazador tipico es por tanto N-hidroxisuccinimida diéster de acido adipico (SIDEA), y los inventores
han encontrado que este compuesto es particularmente adecuado como enlazador:

En realizaciones de la invencién, el acoplamiento en la etapa (a) tiene lugar indirectamente, es decir, con un
enlazador adicional que se usa para derivatizacién del polisacarido antes del acoplamiento al enlazador. El
polisacarido se acopla al enlazador adiciona usando un grupo carbonilo en el terminal reductor del polisacarido. El
acoplamiento en la etapa (a) comprende dos etapas: (a4) hacer reaccionar el grupo carbonilo con el enlazador
adicional; y (az) hacer reaccionar el terminal libre del enlazador adicional con el enlazador. El enlazador adicional
tiene un grupo amino primario en ambos terminales, permitiendo de ese modo que la etapa (a:) tenga lugar
mediante hacer reaccionar los grupos amino primario con el grupo carbonilo en el polisacarido mediante aminacion
reductiva. Se usa un grupo amino primario que es reactivo con el grupo carbonilo en el polisacarido. Los inventores
han encontrado que un grupo hidrazida (especialmente -C(=O)NHNH-) o hidroxilamino (-OHN;) es adecuado. El
mismo grupo amino primario generalmente esta presente en ambos terminales del enlazador adicional. La reaccién
da como resultado un intermediario polisacarido-enlazador adicional en el que el polisacarido se acopla al enlazador
adicional por un enlace C-N.

El procedimiento de la invencién da como resultado un intermediario polisacarido-enlazador adicional después de la
etapa (a1). El terminal libre del enlazador adicional es un grupo amino primario. La etapa (a) tiene lugar usando este
grupo amino primario de la misma manera que se usa el grupo amino primario en los procedimientos desvelados
que implican el acoplamiento directo anteriormente descrito, con el mismo enlazador, etc.
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Esta segunda etapa da como resultado un intermediario polisacarido-enlazador en el que el polisacarido se acopla al
enlazador por el enlazador adicional, dicho enlazador adicional se acopla al enlazador por un enlace amida. El
enlazador adicional en estas realizaciones indirectas es un enlazador bifuncional que proporciona un primer grupo
amino primario para reaccionar con el grupo carbonilo en el polisacarido y un segundo grupo amino primario para
reaccionar con uno de los grupos éster en el enlazador. Por ejemplo, se puede usar un enlazador bifuncional de
férmula Y+-L-Y2 como enlazador adicional, en el que Y1 comprende un grupo amino primario que puede reaccionar
con el grupo carbonilo en el polisacarido; Y> comprende un grupo amino primario que puede reaccionar con uno de
los grupos éster en el enlazador; y L es un resto de union en el enlazador adicional. Los grupos L tipicos son alquilos
de cadena lineal con 1 a 10 atomos de carbono (por ejemplo, C4, Cz, Cs, C4, Cs, Cs, C7, Cs, Co, C10), particularmente
-(CHz2)s-. Enlazadores homobifuncionales de férmula Y-L-Y son particularmente adecuados como enlazador
adicional, en los que dos grupos Y son iguales uno a otro y son capaces de reaccionar con tanto el grupo carbonilo
como el grupo éster; y en los que L es un resto de union en el enlazador adicional. Un grupo Y tipico es un grupo -
NHNH,. L generalmente tiene la formula -L’-L2-L’-, en el que L’ es carbonilo. Los grupos L? tipicos son alquilos de
cadena lineal con 1 a 10 atomos de carbono (por ejemplo, C1, Cy, C3, C4, Cs, Cs, Cr7, Cs, Co, C1o), particularmente -
(CH2)s-. Por tanto, un enlazador adicional tipico es acido adipico dihidrazida (ADH), y los inventores han encontrado
que este compuesto es particularmente adecuado como enlazador adicional para la invencion. Sin embargo, se
pueden usar enlazadores adicionales mas cortos, y los inventores han encontrado que la carbodihidrazina (CDH, es
decir, Y-L-Y, en la que Y es -NHNH; y L es carbonilo) es también particularmente adecuada como enlazador
adicional para la invencion.

Etapa (b) del primer aspecto de la invencion

En la etapa (b), el grupo éster en el terminal libre del enlazador en el intermediario polisacarido-enlazador reacciona
con un grupo amino primario en la molécula portadora. La reaccion tiene lugar mediante sustitucion de acido
nucledfilo para formar un conjugado de polisacarido-enlazador-molécula portadora en el que el enlazador se acopla
a la molécula portadora por un enlace amida.

Entre la etapa (a) y la etapa (b), el enlazador no reaccionado se puede separar del intermediario polisacarido-
enlazador. Preferentemente, esta separacion se lleva a cabo mediante el procedimiento del tercer aspecto de la
invencion, el cual se describe en detalle mas adelante.

Los conjugados con un una relaciéon de polisacarido:proteina (p/p) de entre 1:10 (es decir, proteina en exceso) y
10:1 (es decir, exceso de polisacarido) se pueden producir mediante los procedimientos de la invencion,
dependiendo de los pesos moleculares del polisacarido y la molécula portadora. Por ejemplo, los conjugados
pueden tener exceso de sacarido, por ejemplo, relaciones de 10:1 a 1:1, con relaciones mayores que 1,5:1 que es
tipica para el O-antigeno-nucleo de S. Paratyphi acoplado a CRMjg7. Las relaciones entre 8:1 y 1,5:1 son de
particular interés, mas especificamente las relaciones entre 6:1 y 2:1. Por el contrario, los conjugados fabricados
mediante procedimientos de la técnica anterior tienden a tener exceso de proteina, por ejemplo, entre 1:17 y 1:1,4
en la referencia 13. Los inventores han encontrado que relaciones entre 6:1 y 2:1, particularmente entre 3:1 y 4:1,
son Utiles para conjugados que contienen O-antigeno-nicleo de S. Paratyphi y CRMjge7. Estos conjugados se
pueden fabricar eficazmente y muestran inmunogenicidad similar a conjugados que contienen mayores cantidades
de polisacarido (por ejemplo, relaciones entre 5:1 y 6:1). En términos de relacion polisacarido:proteina (mol/mol), los
procedimientos de la invencion permiten que mas de una cadena de polisacarido se conjugue con cada molécula
portadora, asi relaciones mayores que 1:1 son tipicas.

Las composiciones pueden incluir una pequefia cantidad de portador libre [14]. Cuando una proteina portadora dada
esta presente en forma tanto libre como conjugada en una composiciéon de la invencion, la forma no conjugada es
preferentemente no mas del 5 % de la cantidad total de la proteina portadora en la composicion en conjunto,
preferentemente presente en menos del 2 % en peso, y mas preferentemente presente en menos del 1 % en peso.

Después de la conjugacion, se pueden separar los polisacaridos libres y conjugados. Hay muchos procedimientos
adecuados, incluyendo cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC), filtracion de flujo tangencial, cromatografia de
exclusion por tamafio, etc. [véase también las ref. 15y 16, etc.].

El conjugado es preferentemente soluble en agua y/o en un tampdn fisiologico.
Segundo aspecto de la invencion

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de aminacion reductiva de un grupo carbonilo en
el terminal reductor de un polisacarido, en el que el polisacarido comprende un dominio nucleo y un O-antigeno de
un lipopolisacarido de una bacteria Gram-negativa unido al dominio nucleo, en el que la aminacién reductiva se lleva
a cabo a un pH entre 4 y 5. La aminacion reductiva se puede llevar a cabo a un pH entre 4,1 y 4,9, tal como entre
4,2 y 4,8, por ejemplo, entre 4,3 y 4,7, tal como un pH entre 4,4 y 4,6. Los inventores han encontrado que este pH
relativamente bajo permite que la reaccidon se lleve a cabo rapidamente (por ejemplo, en 1 hora a 30 °C) en
comparacion con la reaccion del dia 7 en la ref. 13.

Preferentemente la aminacion reductiva se lleva a cabo segun el procedimiento del primer aspecto de la invencion,
especificamente la etapa (a1) de la realizacion que implica el acoplamiento indirecto anteriormente descrito.
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La aminacion reductiva puede comprender hacer reaccionar el grupo carbonilo con el enlazador adicional
anteriormente descrita. El enlazador adicional generalmente tiene un grupo amino primario en ambos terminales,
permitiendo de ese modo que la aminacién reductiva tenga lugar mediante hacer reaccionar uno de los grupos
amino primario con el grupo carbonilo. Se usa un grupo amino primario que es reactivo con el grupo carbonilo en el
polisacarido. Los inventores han encontrado que es adecuado una hidrazida (especialmente -C(=O)NHNH>) o grupo
hidroxilamino (-ONHz). EI mismo grupo amino primario generalmente esta presente en ambos terminales del
enlazador adicional. La reaccién da como resultado un intermediario polisacarido-enlazador adicional en el que el
polisacarido esta acoplado al enlazador adicional por un enlace C-N.

El enlazador adicional puede ser en particular un enlazador bifuncional de férmula Y+-L-Y2, en el que Y1 comprende
un grupo amino primario que puede reaccionar con el grupo carbonilo en el polisacarido; Y, comprende un segundo
grupo amino primario reactivo que se puede unir a la molécula portadora, tal como, por ejemplo, un grupo amino
primario o un grupo -SH; y L es un resto de unién en el enlazador adicional. Los grupos L tipicos son alquilos de
cadena lineal con 1 a 10 atomos de carbono (por ejemplo, C1, Cy, C3, C4, Cs, Cs, Cr7, Cs, Co, C1o), particularmente -
(CH2)s-. Los enlazadores homobifuncionales de férmula Y-L-Y son particularmente adecuados como enlazador
adicional, en los que dos grupos Y son iguales uno a otro y son capaces de reaccionar con el grupo carbonilo; y en
los que L un resto de union en el enlazador adicional. Un grupo X tipico es un grupo -NHNH.. L generalmente tiene
la formula -L’-L?-L’-, en el que L’ es carbonilo. Los grupos L? tipicos son alquilos de cadena lineal con 1 a 10 atomos
de carbono (por ejemplo, C4, Cy, Cs, C4, Cs, Cg, C7, Cs, Co, C1o), particularmente -(CH.)s-. Por tanto, un enlazador
adicional tipico es acido adipico dihidrazida (ADH), y los inventores han encontrado que este compuesto es
particularmente adecuado como enlazador adicional para la invencion. Sin embargo, se pueden usar enlazadores
adicionales mas cortos, y los inventores han encontrado que la carbodihidrazina (CDH, es decir, Y-L-Y, en la que Y
es -NHNH: y L es carbonilo) es también particularmente adecuada como enlazador adicional para la invencion.

Este procedimiento es particularmente adecuado cuando el polisacarido es el O-antigeno-nicleo de un
lipopolisacarido de S. Paratyphi A, S. Typhimurium o S. Enteritidis.

La aminacion reductiva es una técnica convencional en quimica organica, y se ha usado mucho en la produccion de
conjugados de polisacaridos capsulares para el uso de vacuna, incluyendo O-antigeno-nucleo [13]. En el segundo
aspecto de la invencioén, un grupo carbonilo en el polisacarido reacciona con un grupo amino primario, por ejemplo,
en el enlazador adicional anteriormente descrito. Esta etapa también tiene lugar en el procedimiento del primer
aspecto de la invencioén, especificamente la etapa (a1) de las realizaciones que implica el acoplamiento indirecto
anteriormente descrito. La aminacién reductiva se puede conseguir de forma conveniente combinando el
polisacarido con el grupo amino primario en presencia de un agente reductor apropiado (por ejemplo,
cianoborohidruros, tales como cianoborohidruro de sodio NaBH3CN; borano-piridina; triacetoxiborohidruro de sodio;
resina de intercambio de borohidruro, etc.). El experto seria capaz de identificar las condiciones adecuadas para la
aminacion reductiva. Por ejemplo, los inventores han encontrado que ese tratamiento del polisacarido (O-antigeno-
nucleo de S. Paratyphi, S. Typhimurium o S. Enteritidis) a 40 mg/ml en acetato de sodio 100 mM a pH 4,5 con
enlazador adicional (ADH o CDH) a una relacion de polisacarido:enlazador adicional 2:1 (p/p) y NaBH3CN a una
relacion de polisacarido:NaBH3CN 2:1 es adecuado. La reaccion generalmente se deja durante 1 hora a 30 °C.

Tercer aspecto de la invencion

En un tercer aspecto, la invenciéon proporciona un procedimiento de reduccion de la contaminacion de un
intermediario polisacarido-enlazador obtenible durante el procedimiento del primer aspecto de la invenciéon con
enlazador no reaccionado, que comprende una etapa de precipitacion del enlazador no reaccionado bajo
condiciones acuosas a un pH menor de 5. Este procedimiento no requiere el uso de disolventes téxicos tales como
dioxano o acetato de etilo. En particular, el procedimiento permite que la descontaminaciéon tenga lugar bajo
condiciones acuosas mientras que se evita la desactivacion del intermediario polisacarido-enlazador (por ejemplo,
mediante hidrdlisis).

Este procedimiento es particularmente adecuado cuando el enlazador es SIDEA. El polisacarido puede ser en
particular el O-antigeno-nucleo de un lipopolisacarido, particularmente de S. Paratyphi A, S. Typhimurium o S.
Enteritidis.

Generalmente, el pH al que la precipitacion tiene lugar esta entre 2 y 5. En las realizaciones de la invencion el pH
puede estar entre 2-3, 3-4 0 4-5. Se puede usar cualquier solucién acuosa adecuada para obtener este pH. Por
ejemplo, los inventores han encontrado que es adecuada la adicidon de una solucién tampdn acuosa, por ejemplo,
tampon de citrato acuoso. El tampdn de citrato puede ser, por ejemplo, citrato de sodio 100 mM a pH 3. El volumen
de solucion acuosa afiadida se selecciona para asegurar que el enlazador no reaccionado sea insoluble en la
mezcla final. Por ejemplo, los inventores han encontrado que es adecuado un contenido de agua (v/v) de >60 % (por
ejemplo, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70 % efc.), particularmente para el enlazador SIDEA. Estas condiciones
se pueden obtener, por ejemplo, triplicando el volumen total de la mezcla de reaccion con soluciéon de citrato de
sodio 100 mM a pH 3. La mezcla generalmente se deja durante aproximadamente 30 minutos. El precipitado se
separa, por ejemplo, mediante centrifugacion.

Los inventores también han encontrado que una solucién acuosa de acido clorhidrico (HCl) es adecuada para
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reducir el pH. Por ejemplo, se afiaden 2x volumen de HCI 82,5 ppm a la mezcla de reaccion a una concentracion de
HCI de 55 ppm en la mezcla final, dando como resultado un pH de 2,3. La solucién se mezcla a 4 °C durante 30 min
y la solucién se recupera mediante centrifugacion.

El intermediario polisacarido-enlazador se puede recuperar de la solucion mediante precipitaciéon con alcohol. De
este modo, se reduce la contaminacién del intermediario polisacarido-enlazador con enlazador no reaccionado, por
ejemplo, a menos del 10 % del nimero de moles de enlazador no reaccionado en relaciéon con el nimero de moles
de enlazador en el intermediario.

El alcohol puede ser en particular etanol, aunque se pueden usar otros alcoholes inferiores (por ejemplo, metanol,
propan-1-ol, propan-2-ol, butan-1-ol, butan-2-ol, 2-metil-propan-1-ol, 2-metil-propan-2-ol, dioles, etc.). El etanol
generalmente se afiade a la solucion que contiene el intermediario polisacarido-enlazador para dar una
concentracién de etanol final (v/v) de entre 80 % y 95 %. La concentracion de etanol final 6ptima puede depender del
intermediario polisacarido-enlazador. Cuando el polisacarido es el O-antigeno-nucleo de S. Paratyphi A, los
inventores han encontrado que una concentracion de aproximadamente 85 % es adecuada.

El etanol se puede afadir a la solucién que contiene el intermediario polisacarido-enlazador en forma pura o se
puede afiadir en forma diluida con un disolvente miscible (por ejemplo, agua). El intermediario polisacarido-
enlazador precipitado se recupera, por ejemplo, mediante centrifugacion. Se puede lavar antes del uso adicional.

En una realizacion el intermediario con el enlazador SIDEA se precipita usando 2-propanol (90 % de concentracion
final v/v) y el precipitado OAg-SIDEA se lava con etanol absoluto.

Preferentemente, a continuacion, el intermediario polisacarido-enlazador recuperado se usa en la etapa (b) del
primer aspecto de la invencion, anteriormente descrito. El procedimiento de este tercer aspecto de la invencion en
particular puede tener lugar entre las etapas (a) y (b) del procedimiento del primer aspecto de la invencion.

El polisacarido

La invencién implica un polisacarido. Generalmente, el polisacarido tiene un terminal reductor que es una subunidad
de KDO. La subunidad de KDO comprende un grupo carbonilo. En el primer aspecto de la invencion, el grupo
carbonilo se usa para acoplar el polisacarido al enlazador en la etapa (a) del procedimiento. En el segundo aspecto
de la invencién, el grupo carbonilo toma parte en la aminacién reductiva del procedimiento. En ambos aspectos,
aungue es tipico para el polisacarido tener un terminal reductor que es una subunidad de KDO, el experto apreciara
que se pueden usar otros polisacaridos que comprenden un grupo carbonilo en sus terminales reductores. Por
ejemplo, los inventores han encontrado que se puede usar el polisacarido capsular del N. meningitidis serogrupo X.
Otros polisacaridos capsulares bacterianos que pueden ser adecuados para su uso en la invenciéon se describen
mas adelante.

El polisacarido comprende el dominio nucleo y un O-antigeno del lipopolisacarido de una bacteria Gram-negativa
unido al dominio nucleo. El dominio nicleo es un componente del lipopolisacarido encontrado en la membrana
exterior de la bacteria Gram-negativa. El lipopolisacarido también comprende un O-antigeno, el cual esta unido por
el dominio nucleo a un dominio de lipido A. El dominio nucleo tiene una subunidad de KDO terminal, la cual esta
unida al dominio del lipido A en el lipopolisacarido nativo. Esta subunidad de KDO puede ser la subunidad de KDO
anteriormente descrita que puede estar en el terminal reductor de un polisacarido usado en la invencion. El
polisacarido usado en la invencién comprende un dominio nicleo de un lipopolisacarido de una bacteria Gram-
negativa y un O-antigeno unido al dominio nucleo (referido en el presente documento como un O-antigeno-nucleo).
El O-antigeno-nucleo es en particular el O-antigeno y el dominio ndcleo de un lipopolisacarido especifico (es decir, el
lipopolisacarido sin su dominio de lipido A). Un procedimiento tipico para la purificacion de estos O-antigeno-nucleos
se basa en el procedimiento fenol-agua de Westphal and Jann, descrito primero en la década de 1960 [ref. 17],
seguido por destoxificacion del lipopolisacarido con acido acético o hidrazina anhidra. Por ejemplo, este
procedimiento se aplica a S. Typhimurium en la ref. 1; S. Paratyphi A en la ref. 2; S. dysentery en la ref. 13y E. coli
0157 en la ref. 10. Estos procedimientos implican sedimentacién de las bacterias; inactivaciéon del cultivo mediante
fijacion de formalina; extraccion de fenol en caliente del lipopolisacarido; y tratamiento del lipopolisacarido extraido
con acido acético (para separar el lipido A) o hidrazina anhidra (para someter a des-O-acilacion el lipido A) antes de
la purificacién. Estos procedimientos también pueden implicar el tratamiento de la masa celular alterada o el
lipopolisacarido extraido con ADNasa, ARNasa y la proteinasa para reducir impurezas.

Para la realizacion de la aminacion reductiva en el grupo carbonilo KDO descrito en el presente documento, el lipido
A se deberia separar dejando el grupo KDO libre para hacer reaccionar. Con este fin la extraccion y la purificacion
del polisacarido se puede realizar preferentemente mediante hidrélisis de acido acético tal como se describe en, por
ejemplo, las referencias 1-2-10-13 y 18. Sin embargo, la invencidon se puede aplicar a cualquier O-antigeno-nucleo
adecuado, incluyendo O-antigeno-nucleo obtenido mediante diferentes procedimientos de purificacion.

Generalmente, el O-antigeno y el dominio nucleo es del lipopolisacarido de una bacteria de Salmonella, por ejemplo,
de los serogrupos A, B o D de Salmonella, y particularmente de Salmonella Paratyphi A. Los O-antigenos de los
serogrupos de Salmonella A, B y D han sido descritos y se piensa que comparten una cadena principal comin: —2-
o-D-Manp-(1—4)-a-L-Rhap-(1—3)-a-D-Galp-(1—. La especificidad del serogrupo de Salmonella Paratyphi A esta
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conferido por una o-3,6-didesoxiglucosa (a-D-paratosa) unida (1—3) a la manosa de la cadena principal. La a-L-
ramnosa de la cadena principal esta parcialmente O-acetilada en C-3 (ref. 2, Figura 1a). También se ha informado
que la a-D-paratosa tiene diversos grados de O-acetilacion. ElI O-antigeno de S. Paratyphi A a veces es referido
como O:2. La estructura publicada del O-antigeno y el dominio nucleo de S. Paratyphi A se muestra en la Figura 2,
incluyendo la subunidad de KDO vy el grupo amino primario (dentro de un grupo de pirofosfoetanolamina) en el
dominio nucleo. El O-antigeno en la invencion también puede ser de S. Typhimurium. La estructura publicada de la
unidad de repeticion de este O-antigeno (a veces referido como O:4,5) se muestra en la Figura 1b. El O-antigeno
también puede ser de S. Enteritidis (O:9, estructura publicada de la unidad de repeticion mostrada en la Figura 1c).
Los O-antigenos naturalmente derivados pueden contener variaciones estructurales en comparacién con las
estructuras publicadas para estos O-antigenos.

El O-antigeno y el dominio nucleo también pueden ser de especies de Shigella, por ejemplo, de S. flexneri. Otras
especies de Shigella que pueden proporcionar el O-antigeno y el dominio nucleo usados en la invenciéon son S.
sonnei, S. dysenteriae y S. boydii [ref. 19]. El O-antigeno y el dominio nudcleo también pueden ser de E. coli, por
ejemplo, E. coli 0157. Otras bacterias Gram-negativas que contienen lipopolisacarido que pueden proporcionar el
dominio O-antigeno y el dominio ndcleo usados en la invencion son Klebsiella pneumonia [ref. 20], Vibrio cholerae
[ref. 21], Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis [ref. 22].

El polisacarido se puede modificar quimicamente en relacién con el polisacarido encontrado en la naturaleza. Por
ejemplo, el polisacarido puede estar des-O-acetilado (parcial o completamente), pero es preferido para polisacaridos
que comprenden O-antigeno no estar des-O-acetilado. Si tiene lugar, entonces, se puede dar la desacetilacion
antes, durante o después de ofras etapas de procesamiento, pero generalmente se da antes de cualquier etapa de
acoplamiento. El efecto de desacetilacion, etc., se puede evaluar mediante ensayos rutinarios. Por ejemplo, la
relevancia de la O-acetilacion sobre el O-antigeno de S. Paratyphi A se discute en la referencia 2. En el presente
documento se dice que el O-antigeno nativo de S. Paratyphi A tiene aproximadamente 80 % de O-acetilacion. El O-
antigeno des-O-acetilado conjugado no suscitdé anticuerpos antilipopolisacaridos con actividad bactericida. En
consecuencia, el O-antigeno de S. Paratyphi A usado en la presente invencion puede tener entre 0 y 100 % de O-
acetilacion, pero es preferido para el O-antigeno estar O-acetilado. El nivel de O-acetilacion puede depender de la
cepa bacteriana que proporciond el O-antigeno. Por ejemplo, el grado de O-acetilacién del O-antigeno de S.
Paratyphi A puede ser del 10-100 %, 20-100 %, 30-100 %, 40-100 %, 50-100 %, 55-95 %, 55-85 %, 60-80 % o 65-75
%. Generalmente, el grado de O-acetilaciéon del O-antigeno de S. Paratyphi A es de 55-85 %, particularmente 65-75
%. Sin embargo, mayores grados de O-acetilacion, por ejemplo, 70-100 %, particularmente 85-95 % son también
tipicos en algunas cepas.

El grado de O-acetilacion del polisacarido se puede determinar mediante cualquier procedimiento conocido en la
técnica, por ejemplo, mediante RMN de protén (por ejemplo, tal como se describe en la referencia 23), RMN de
carbono (por ejemplo, tal como se describe en la referencia 2), el procedimiento de Hestrin [24] o HPAEC-CD [25].
Los grupos de O-acetilo se pueden separar mediante hidrolisis, por ejemplo, mediante tratamiento con una base tal
como hidrazina anhidra [2]. Para mantener altos niveles de O-acetilaciéon sobre el polisacarido, se minimizan los
tratamientos que conducen a hidrdlisis de los grupos O-acetilo, por ejemplo, los tratamientos a extremos de pH.

Los polisacaridos pueden ser Utiles en la forma de oligosacaridos. Estos se forman de forma conveniente mediante
fragmentacion de polisacarido purificado (por ejemplo, mediante hidrdlisis), que normalmente le seguira purificacion
de los fragmentos del tamario deseado.

Los polisacaridos se pueden purificar mediante técnicas conocidas. Sin embargo, la invencion no se limita a
polisacaridos purificados de fuentes naturales, y los polisacaridos se pueden obtener mediante otros procedimientos,
tales como sintesis total o parcial.

La molécula portadora

La invencion implica el uso de moléculas portadoras, las cuales son generalmente proteinas. En general, la
conjugacion covalente de sacaridos con portadores aumenta la inmunogenicidad de sacaridos ya que los convierte
de antigenos T-independientes a antigenos T-dependientes, permitiendo asi la imprimaciéon para memoria
inmunolégica. La conjugacion es particularmente Util para vacunas pediatricas [por ejemplo, ref. 26] y es una técnica
bien conocida [por ejemplo, revisado en las ref. 27 a 35].

Las proteinas portadoras preferidas son toxinas bacterianas, tales como toxinas de la difteria o del tétanos, o
toxoides o mutantes de los mismos. Estas frecuentemente se usan en vacunas conjugadas. La toxina de la difteria
mutante CRMg7 es particularmente preferida [36].

Otras proteinas portadoras adecuadas incluyen el complejo proteico de la membrana exterior de Neisseria
meningitidis [37], péptidos sintéticos [38,39], proteinas de choque térmico [40,41], proteinas de tos ferina citoquinas
[44], linfoquinas [44], hormonas [44], factores de crecimiento [44], proteinas artificiales que comprenden epitopos de
linfocito T de CD4* humanos multiples de varios antigenos derivados de patdgeno [45] tales como N19 [46], proteina
D de Haemophilus influenzae [47-49], pneumolisina [50] o sus derivados no toxicos [51], proteina de superficie
pneumocaécica PspA [52], proteinas de absorcidn de hierro [53], toxina A o B de Clostridium difficile [54], exoproteina
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A de Pseudomonas aeruginosa recombinante (rEPA) [55], etc.

Es posible usar mezclas de proteinas portadoras. Una proteina portadora Unica puede llevar multiples polisacaridos
diferentes [56].

Combinaciones de conjugados y otros antigenos

Ademas de proporcionar conjugados individuales tal como se han descrito anteriormente, la invenciéon proporciona
una composicién que comprende un conjugado de la invencion y uno o mas antigenos adicionales. La composicion
es generalmente una composicion inmunogénica.

El antigeno adicional es preferentemente polisacarido capsular de Salmonella Typhi (Vi) o Citrobacter Vi. Este
sacarido capsular se puede conjugar, por ejemplo, con exoproteina A de P. aeruginosa mutante recombinante (como
en la ref. 57) o mas preferentemente con CRMyg7 [36, 58, 59]. Un conjugado Vi-CRM;g7 preferido para su uso en la
presente invencion se describe en la referencia 60.

El(los) antigeno(s) adicional(es) puede(n) comprender conjugados adicionales, o bien preparados mediante un
procedimiento de la invencién o mediante un procedimiento diferente. Por ejemplo, en una realizacion la presente
invencion proporciona una composicion que comprende un conjugado de O-antigeno-nucleo de S. Typhimurium y un
conjugado de O-antigeno-nucleo de S. Enteritidis, en el que al menos uno (mas generalmente ambos) de los
conjugados se prepara mediante un procedimiento de la invencion. En otra realizacion, la presente invencion
proporciona una composicion que comprende un conjugado de O-antigeno-nucleo de S. Paratyphi A, un conjugado
de O-antigeno-nucleo de S. Typhimurium y un conjugado de O-antigeno-nucleo de S. Enteritidis, en el que al menos
uno de los conjugados (por ejemplo, dos 0 mas, generalmente todos los tres) se prepara mediante un procedimiento
de la invencion.

En otras realizaciones, el uno o mas antigeno adicional se selecciona de lo siguiente

- un antigeno de sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, ref. 61-63; capitulos 22 y 23 de la ref. 64].

- un antigeno del virus de la hepatitis A, tal como un virus inactivado [por ejemplo, 65, 66; capitulo 15 de la ref. 64].

- un antigeno del virus de la hepatitis B, tal como los antigenos de superficie y/o nucleo [por ejemplo, 66, 67:
capitulo 16 de la ref. 64].

- un antigeno del virus de la hepatitis C [por ejemplo, 68].

- un antigeno de la Bordetella pertussis, tal como holotoxina de la tos ferina (PT) y hemaglutinina filamentosa
(FHA) de B. pertussis, opcionalmente también en combinacidon con pertactina y/o aglutinégenos 2 y 3 [por
ejemplo, ref. 69 y 70; capitulo 21 de la ref. 64].

- un antigeno de difteria, tal como un toxoide de difteria [por ejemplo, capitulo 13 de la ref. 64].

- un antigeno del tétanos, tal como el toxoide del tétanos [por ejemplo, capitulo 27 de la ref. 64].

- un antigeno de sacarido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo, capitulo 14 de la ref. 64].

- un antigeno de N. gonorrhoeae.

- un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77].

- un antigeno de Chlamydia trachomatis [por ejemplo, 78].

- un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo, 79].

- antigeno(s) de la polio [por ejemplo, 80, 81; capitulo 24 de la ref. 64] tal como IPV.

- antigeno(s) de la rabia [por ejemplo, 82] tal como virus inactivado liofilizado [por ejemplo, 83, RabAvert™].

- antigenos del sarampion, paperas y/o rubeola [por ejemplo, capitulos 19, 20 y 26 de la ref. 64].

- antigeno(s) de la gripe [por ejemplo, capitulos 17 y 18 de la ref. 64], tal como las proteinas de superficie
hemaglutinina y/o neuraminidasa.

- un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo, 84].

- un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococos del grupo A) [por ejemplo, 85, 86, 87].

- un antigeno de Streptococcus agalactiae (estreptococos del grupo B) [por ejemplo, 88-90].

- un antigeno de S. epidermidis [por ejemplo, polisacarido capsular tipo I, Il y/o lll obtenible de las cepas ATCC-
31432, SE-360 y SE-10 tal como se describe en las ref. 91, 92 y 93].

Cuando se usa un antigeno de sacarido o carbohidrato, generalmente se conjuga con un portador para aumentar la
inmunogenicidad. La conjugacion de antigenos de sacarido de H. influenzae B y pneumocdcicos es bien conocida.

Los antigenos de proteina toxicos se pueden destoxificar cuando sea necesario (por ejemplo, destoxificacion de la
toxina de tos ferina mediante medios quimicos y/o genéticos [70]).

Cuando se incluye un antigeno de difteria en la composicion también se prefiere incluir antigeno del tétanos y
antigenos de tos ferina. De forma similar, cuando se incluye un antigeno del tétanos también es preferido incluir
antigenos de difteria y tos ferina. De forma similar, cuando se incluye un antigeno de tos ferina también se prefiere
incluir antigenos de difteria y tétanos. Estas combinaciones ademas pueden comprender un antigeno del virus de la
hepatitis B y/o un antigeno de sacarido de H. influenzae B, generalmente ambos.

Los antigenos en la composicion generalmente estaran presentes a una concentracion de al menos 1 pg/ml cada
uno. En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para suscitar una respuesta inmune
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frente a ese antigeno.

Como alternativa al uso de proteinas antigenos en la composicién de la invencion, se puede usar el acido nucleico
que codifica el antigeno [por ejemplo, ref. 94 a 102]. Por tanto, los componentes proteicos de las composiciones de
la invenciéon se pueden reemplazar mediante acido nucleico (normalmente ADN, por ejemplo, en la forma de un
plasmido) que codifica la proteina.

Composiciones farmacéuticas y procedimientos

La invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende (a) un conjugado de la invencion y (b) un
portador farmacéuticamente aceptable. “Portadores farmacéuticamente aceptables” tipicos incluyen cualquier
portador que no auto induce la produccién de anticuerpos dafinos al individuo que recibe la composicién. Los
portadores adecuados son generalmente grandes macromoléculas lentamente metabolizadas tales como proteinas,
polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos,
sacarosa [103], trehalosa [104], lactosa y agregados lipidicos (tales como gotitas de aceite o liposomas). Dichos
portadores son bien conocidos por los expertos en la técnica. Las composiciones también pueden contener
diluyentes, tales como agua, solucion salina, glicerol, etc. Ademas, las sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias tampén de pH, y similares, pueden estar presentes. La solucion salina
fisiolégica tamponada con fosfato libre de pirégeno estéril es un portador tipico. Una discusion rigurosa de los
excipientes farmacéuticamente aceptables esta disponible en la referencia 105.

Las composiciones de la invencién pueden estar en forma acuosa (es decir, soluciones o suspensiones) o en forma
seca (por ejemplo, liofilizado). Si se usa una vacuna seca, a continuacion, se reconstituira dentro de un medio liquido
antes de la inyeccion. La liofilizacion de vacunas conjugadas es conocida en la técnica, por ejemplo, el producto
Menjugate™ se presenta en forma liofilizada, mientras que NeisVac-C™ y Meningitec™ se presentan en forma
acuosa. Para estabilizar los conjugados durante la liofilizacién, puede ser tipico incluir un alcohol de azucar (por
ejemplo, manitol) o disacarido (por ejemplo, sacarosa o trehalosa), por ejemplo, a entre 1 mg/ml y 30 mg/ml (por
ejemplo, aproximadamente 25 mg/ml) en la composicion.

Las composiciones pueden estar presentes en viales, o se pueden presentar en jeringas rellenas preparadas. Las
jeringas pueden ser suministradas con o sin agujas. Una jeringa incluira una dosis Unica de la composicion, mientras
que un vial puede incluir una dosis Unica o dosis multiples.

Las composiciones acuosas de la invencion son también adecuadas para reconstituir otras vacunas de una forma
liofilizada. Cuando una composicién de la invencién es para usarse para dicha reconstitucién extemporanea, la
invencion proporciona un kit, el cual puede comprender dos viales, o puede comprender una jeringa rellena
preparada y un vial, con los contenidos de la jeringa a usar para reactivar los contenidos del vial antes de la
inyeccion.

Las composiciones de la invencién se pueden empaquetar en forma de dosis Unica o en forma de dosis multiple.
Para la forma de dosis multiple, los viales son preferidos a las jeringas prerellenas. Los volumenes de dosis eficaces
se pueden establecer de forma rutinaria, pero una dosis humana tipica de la composicién tiene un volumen de 0,5
ml, por ejemplo, para inyeccion intramuscular.

El pH de la composiciéon generalmente esta entre 6 y 8, por ejemplo, aproximadamente 7. El pH adecuado se puede
mantener mediante el uso de un tampoén. Si una composicién comprende una sal de hidréxido de aluminio, es tipico
usar un tampon de histidina [106]. La composicion puede ser estéril y/o libre de pirégeno. Las composiciones de la
invencién pueden ser isotdnicas con respecto a los seres humanos.

Las composiciones de la invencion son inmunogénicas, y son mas preferentemente composiciones de vacuna. Las
vacunas segun la invencion pueden ser profilacticas (es decir, para prevenir la infeccion) o terapéuticas (es decir,
para tratar la infeccién), pero generalmente seran profilacticas. Las composiciones inmunogénicas usadas como
vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz de antigeno(s), asi como algun otro componente,
como sea necesario. Por “cantidad inmunolégicamente eficaz”, se quiere decir que la administraciéon de esa cantidad
a un individuo, o bien en una dosis Unica o como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o la prevencion.
Esta cantidad varia dependiendo de la condicion de salud y fisica del individuo a tratar, edad, el grupo taxonémico
del individuo a tratar (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la capacidad del sistema inmune del individuo
para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccion deseado, la formulacion de la vacuna, la valoraciéon del doctor
tratante de la situacion médica, y otros factores relevantes. Se espera que la cantidad caera en un intervalo
relativamente amplio que se puede determinar a través de pruebas rutinarias.

Dentro de cada dosis, la cantidad de un antigeno de sacarido individual generalmente sera de entre 1 a 50 pg
(medido como masa de sacarido), por ejemplo, aproximadamente 1 ug, aproximadamente 2,5 ug, aproximadamente
4 ug, aproximadamente 5 pug o aproximadamente 10 pg.

Las composiciones de la invencion se puede preparar en diversas formas. Por ejemplo, las composiciones se
pueden preparar como inyectables, o bien como soluciones liquidas o suspensiones. La composicién se puede
preparar para administracion pulmonar, por ejemplo, como un inhalador, usando un polvo fino o un pulverizador. La
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composicion se puede preparar como un supositorio o pesario. La composicion se puede preparar para
administracion nasal, auditiva u ocular, por ejemplo, como pulverizado, gotas, gel o polvo [por ejemplo, ref. 107 y
108]. Se ha informado del éxito con la administracién nasal de sacaridos pneumocdcicos [109, 110], sacaridos de
Hib [111], sacaridos de MenC [112], y mezclas de conjugados de sacarido de Hib y MenC [113].

Las composiciones de la invenciéon pueden incluir una antimicrobiana, particularmente cuando se empaqueta en
formato de dosis multiple.

Las composiciones de la invencién pueden comprender detergente, por ejemplo, un Tween (polisorbato), tal como
Tween 80. Los detergentes generalmente estan presentes a niveles bajos, por ejemplo, <0,01 %.

Las composiciones de la invencion pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para dar tonicidad.
Una concentracion de 10+2 mg/ml de NaCl es tipica.

Las composiciones de la invenciéon generalmente incluiran un tampoén. Un tampon fosfato es tipico.

Las composiciones de la invencion generalmente se administraran junto con otros agentes inmunoreguladores. En
particular, las composiciones normalmente incluiran uno o mas adyuvantes. Dichos adyuvantes incluyen, pero no se
limitan a:

A. Composiciones que contienen mineral

Las composiciones que contienen mineral adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen sales
minerales, tales como sales de aluminio y sales de calcio. La invencién incluye sales minerales tales como
hidroxidos (por ejemplo, oxihidréxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por
ejemplo, véase los capitulos 8 y 9 de la ref. 117], o mezclas de diferentes compuestos minerales, tomando los
compuestos cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), y siendo preferida la adsorcion.
Las composiciones que contienen mineral también se pueden formular como una particula de sal de metal.

Los adyuvantes conocidos como “hidroxido de aluminio” generalmente son sales de oxihidroxido de aluminio, las
cuales son normalmente al menos parcialmente cristalinas. El oxihidroxido de aluminio, el cual puede estar
representado por la formula AIO(OH), se pueden distinguir de otros compuestos de aluminio, tales como hidréxido
de aluminio Al(OH)s, por espectroscopia de infrarrojo (IR), en particular, por la presencia de una banda de adsorcién
a 1.070 cm™ y un “hombro” fuerte a 3.090-3.100 cm-' [capitulo 9 de la ref. 117]. El grado de cristalinidad de un
adyuvante de hidroxido de aluminio esta reflejado por la anchura de la banda de difraccion a peso medio (WHH), con
particulas escasamente cristalinas que muestran mayor amplitud de linea debido a los menores tamafios de
cristalito. El area superficial incrementa cuando WHH incrementa, y se ha visto que los adyuvantes con mayores
valores de WHH tienen mayor capacidad para la adsorcion de antigeno. Una morfologia fibrosa (por ejemplo, tal
como se ve en las micrografias electronicas de transmision) es tipica para adyuvantes de hidréxido de aluminio. El pl
de los adyuvantes de hidroxido de aluminio generalmente es de aproximadamente 11, es decir, el propio adyuvante
tiene una carga de superficie positiva a pH fisiolégico. Se ha informado de las capacidades adsorbentes de entre
1,8-2,6 mg de proteina por mg Al*** a pH 7,4 para adyuvantes de hidroxido de aluminio.

Los adyuvantes conocidos como “fosfato de aluminio” generalmente son hidroxifosfatos de aluminio, con frecuencia
conteniendo también una pequefia cantidad de sulfato (es decir, hidroxifosfato sulfato de aluminio). Se pueden
obtener mediante precipitacion, y las condiciones de reaccién y las concentraciones durante la precipitacion influyen
el grado de sustitucion del fosfato para hidroxilo en la sal. Los hidroxifosfatos generalmente tienen una relacion
molar PO4/Al entre 0,3 y 1,2. Los hidroxifosfatos se pueden distinguir de AIPO4 estricto por la presencia de grupos
hidroxilo. Por ejemplo, una banda de espectro de IR a 3.164 cm™ (por ejemplo, a 200 °C) indica la presencia de
hidroxilos estructurales (capitulo 9 de la ref. 117].

La relacion molar PO4/AIP* de un adyuvante de fosfato de aluminio generalmente estarda entre 0,3 y 1,2,
preferentemente entre 0,8 y 1,2, y mas preferentemente 0,95+0,1. El fosfato de aluminio generalmente sera amorfo,
particularmente para sales de hidroxifosfato. Un adyuvante tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con relacion
molar PO4/Al entre 0,84 y 0,92, incluido a 0,6 mg de AI**/ml. El fosfato de aluminio generalmente sera particulado
(por ejemplo, morfologia tipo placa tal como se ve en las micrograficas electrénicas de transmision). Los diametros
tipicos de las particulas estan en el intervalo de 0,5-20 uym (por ejemplo, aproximadamente 5-10 ym) después de
cualquier adsorcién de antigeno. Se ha informado de las capacidades adsorbentes de entre 0,7-1,5 mg de proteina
por mg de AI*** a pH 7,4 para adyuvantes de fosfato de aluminio.

El punto de carga cero (PZC) de fosfato de aluminio esta inversamente relacionado con el grado de sustitucion de
fosfato para hidroxilo, y este grado de sustitucion puede variar dependiendo de las condiciones de reaccion y la
concentracion de reactivos usados para preparar la sal mediante precipitacion. La PZC también se altera cambiando
la concentracion de iones fosfato libres en solucion (mas fosfato = mas PZC acido) o afiadiendo un tampén tal como
un tampon de histidina (hace PZC mas basico). Los fosfatos de aluminio usados segun la invenciéon generalmente
tendran un PZC de entre 4,0 y 7,0, mas preferentemente entre 5,0 y 6,5, por ejemplo, aproximadamente 5,7.

Las suspensiones de sales de aluminio usadas para preparar composiciones de la invencién pueden contener un
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tampon (por ejemplo, un fosfato o una histidina o un tampoén Tris), pero esto no es siempre necesario. Las
suspensiones son preferentemente estériles y libres de pirdgeno. Una suspension puede incluir iones fosfato
acuosos libres, por ejemplo, presentes a una concentracion entre 1,0 y 20 mM, preferentemente entre 5y 15 mM, y
mas preferentemente aproximadamente 10 mM. Las suspensiones también pueden comprender cloruro de sodio.

En una realizacion, un componente adyuvante incluye una mezcla de tanto un hidréxido de aluminio como un fosfato
de aluminio. En este caso puede ser mas fosfato de aluminio que hidréxido, por ejemplo, una relacién en peso de al
menos 2:1, por ejemplo, >5:1, >6:1, =27:1, 28:1, 29:1, etc.

La concentracion de Al*** en una composicién para la administracién a un paciente es preferentemente menos de 10
mg/ml, por ejemplo, <5 mg/ml, <4 mg/ml, <3 mg/ml, <2 mg/ml, £1 mg/ml, etc. Un intervalo preferido esta entre 0,3 y 1
mg/ml. Se prefiere un maximo de <0,85 mg/dosis.

B. Emulsiones de aceite

Las composiciones de emulsién de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen
emulsiones de escualeno-agua, tales como MF59 [Capitulo 10 de la ref. 117; véase también la ref. 114] (5 % de
escualeno, 0,5 % de Tween 80, y 0,5 % de Span 85, formulado en particulas submicra usando un microfluidizador).
También se puede usar adyuvante de Freund completo (CFA) y adyuvante de Freund incompleto (IFA).

Se conocen diversas emulsiones de aceite en agua adecuadas, y generalmente incluyen al menos un aceite y al
menos un tensioactivo, siendo el(los) aceite(s) y el(los) tensioactivo(s) biodegradable(s) (metabolizable(s)) y
biocompatible(s). Las gotitas de aceite en la emulsién generalmente son menores de 5 ym de diametro, y
ventajosamente la emulsién comprende gotitas de aceite con un diametro submicra, siendo estos tamarios
pequefios alcanzados con un microfluidizador para proporcionar emulsiones estables. Las gotitas con un tamafio
menor de 220 nm son preferidas ya que pueden ser sometidas a esterilizacion por filtro.

La invencion se puede usar con aceites tales como aquellos de una fuente animal (tal como pescado) o vegetal. Las
fuentes para los aceites vegetales incluyen nueces, semillas y grano. El aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
de coco, y el aceite de oliva, los mas comunmente disponibles, ilustran los aceites de nueces. El aceite de jojoba se
puede usar, por ejemplo, obtenido de la semilla de la jojoba. Los aceites de semilla incluyen aceite de cartamo,
aceite de semilla de algoddn, aceite de semilla de girasol, aceite de semilla de sésamo y similares. En el grupo de
grano, el aceite de maiz es el mas facilmente disponible, pero también se puede usar el aceite de otros granos de
cereal tales como trigo, avena, centeno, arroz, teff, triticale y similares. Los ésteres de acido graso de 6-10 carbonos
de glicerol y 1,2-propanodiol, aunque no se dan de manera natural en aceites de semilla, se pueden preparar
mediante hidrolisis, separacion y esterificacion de los materiales apropiados que parten de los aceites de nueces y
semilla. Las grasas y los aceites de la leche de mamifero se metabolizan y, por lo tanto, se pueden usar en la
practica de esta invencion. Los procedimientos para la separacion, purificacion, saponificacion y otros medios
necesarios para obtener aceites puros de fuentes animales son bien conocidos en la técnica. La mayoria de los
pescados contienen aceites metabolizables que se pueden recuperar facilmente. Por ejemplo, el aceite de higado de
bacalao, los aceites de higado de tiburdn, y el aceite de ballena tal como de esperma de ballena ilustran varios de
los aceites de pescado que se pueden usar en el presente documento. Un nimero de aceites de cadena ramificada
se sintetizan bioquimicamente en unidades de 5-carbono isopreno y generalmente son referidos como terpenoides.
El aceite de higado de tiburon contiene un terpenoide ramificado insaturado conocido como escualeno,
2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno. Otros aceites preferidos son los tocoferoles (véase
mas adelante). Las emulsiones de aceite en agua que comprenden escualeno son particularmente preferidas. Se
pueden usar las mezclas de aceites.

Los tensioactivos se pueden clasificar por su “HLB” (balance hidrofilo/lipéfilo). Los tensioactivos preferidos de la
invencion tienen un HLB de al menos 10, preferentemente al menos 15, y mas preferentemente al menos 16. La
invencion se puede usar con tensioactivos que incluyen, pero sin limitacion: los tensioactivos de esteres de
polioxietileno sorbitano (comunmente referidos como los Tweens), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80;
copolimeros de 6xido de etileno (EO), éxido de propileno (PO), y/o 6xido de butileno (BO), vendido bajo el nombre
comercial DOWFAX™ tal como copolimeros bloque EO/PO lineales; octoxinoles, los cuales pueden variar en el
numero de grupos etoxi (oxi-1,2-etanodiilo) de repeticién, siendo el octoxinol-9 (Triton X-100, o t-
octilfenoxipolietoxietanol) de particular interés; (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos tales
como fosfatidilcolina (lecitina); éteres grasos de polioxietileno derivados de alcoholes lauricos, cetilicos, estearilicos y
oleicos (conocidos como tensioactivos Brij), tales como trietilenglicol monolauril éter (Brij 30); y ésteres de sorbitano
(comunmente conocidos como los SPAN), tales como trioleato de sorbitano (Span 85) y monolaurato de sorbitano.
Los tensioactivos preferidos para incluir en la emulsion son Tween 80 (monooleato de polioxietileno sorbitano), Span
85 (trioleato de sorbitano), lecitina y Tritdn X-100. Tal como se ha mencionado anteriormente, detergentes tales
como Tween 80 pueden contribuir a la estabilidad térmica véase en los ejemplos de mas adelante.

Se pueden usar mezclas de tensioactivos, por ejemplo, mezclas de Tween 80/Span 85. Una combinacion de un
éster de polioxietileno sorbitano tal como monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween 80) y un octoxinol tal como
t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100) es también adecuado. Otra combinacion util comprende laureth 9 mas un
éster de polioxietileno sorbitano y/o un octoxinol.
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Cantidades preferidas de los tensioactivos (% en peso) son: ésteres de polioxietileno sorbitano (tales como Tween
80) 0,01 a 1 %, en particular aproximadamente 0,1 %; octil- o nonilfenoxi polioxietanoles (tales como Tritén X-100, u
otros detergentes en la serie Tritén) 0,001 a 0,1 %, en particular 0,005 a 0,02 %; polioxietileno éteres (tales como
laureth 9) 0,1 a 20 %, preferentemente 0,1 a 10 % y en particular 0,1 a 1 % o aproximadamente 0,5 %.

Adyuvantes de emulsion aceite en agua especificos utiles con la invencion incluyen, pero sin limitacion:

Una emulsion submicra de escualeno, Tween 80, y Span 85. La composicion de la emulsion por volumen puede
ser de aproximadamente 5 % de escualeno, aproximadamente 0,5 % de polisorbato 80 y aproximadamente 0,5
% de Span 85. En términos de peso, estas relaciones llegan a ser de 4,3 % de escualeno, 0,5 % de polisorbato
80 y 0,48 % de Span 85. Este adyuvante es conocido como “MF59” [114-116], tal como se describe a mas
detalle en el Capitulo 10 de la ref. 117 y el capitulo 12 de la ref. 118. La emulsién MF59 incluye ventajosamente
iones citrato, por ejemplo, tampon de citrato de sodio 10 mM.

Una emulsion que comprende escualeno, un a-tocoferol, y polisorbato 80. Estas emulsiones pueden tener de 2 a
10 % de escualeno, de 2 a 10 % de tocoferol y de 0,3 a 3 % de Tween 80, y la relacion en peso de
escualeno:tocoferol es preferentemente <1 (por ejemplo, 0,90) ya que esto proporciona una emulsién mas
estable. El escualeno y el Tween 80 pueden estar presentes en relaciéon en volumen de aproximadamente 5:2, o
en una relacién en peso de aproximadamente 11:5. Una dicha emulsién se puede preparar disolviendo Tween 80
en PBS para dar una solucioén al 2 %, a continuacion, mezclando 90 ml de esta solucidon con una mezcla de (5 g
de DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno), a continuacion, microfluidizando la mezcla. La emulsion resultante puede
tener gotitas de aceite submicra, por ejemplo, con un diametro promedio de entre 100 y 250 nm, preferentemente
aproximadamente 180 nm.

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

Una emulsién que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente de Triton (por ejemplo,
Tritén X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de o-tocoferol). La emulsion puede incluir estos tres
componentes a una relacion en masa de aproximadamente 75:11:10 (por ejemplo, 750 ug/ml de polisorbato 80,
110 pg/ml de Triton X-100 y 100 pg/ml de succinato de a-tocoferol), y estas concentraciones deberian incluir
cualquier contribucion de estos componentes de antigenos. La emulsion también puede incluir escualeno. La
emulsion también puede incluir un 3d-MPL (véase mas adelante). La fase acuosa puede contener un tampon
fosfato.

Una emulsion de escualeno, polisorbato 80 y poloxamero 401 (“Pluronic™ L121"). La emulsidon se puede
formular en solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsién es un vehiculo de administracion til
para muramil dipéptidos, y se han usado con treonil-MDP en el adyuvante “SAF-1" [119] (0,05-1 % de Thr-MDP,
5 % de escualeno, 2,5 % de Pluronic L121 y 0,2 % de polisorbato 80). También se puede usar sin el Thr-MDP,
como en el adyuvante “AF” [120] (5 % de escualeno, 1,25 % de Pluronic L121 y 0,2 % de polisorbato 80). Se
prefiere microfluidizacion.

Una emulsidon que comprende escualeno, un disolvente acuoso, un tensioactivo no iénico hidréfilo de
polioxietileno alquil éter (por ejemplo, polioxietileno (12) cetoestearil éter) y un tensioactivo no iénico hidréfobo
(por ejemplo, un éster de sorbitano o éster de manida, tal como monoleato de sorbitano o “Span 80”). La
emulsion es preferentemente termorreversible y/o tiene al menos 90 % de las gotitas de aceite (por volumen) con
un tamafio menor de 200 nm [121]. La emulsién también puede incluir uno o mas de: alditol; un agente
crioprotector (por ejemplo, un azucar, tal como docecilmaltésido y/o sacarosa); y/o un alquilpoliglucésido. Dichas
emulsiones se pueden liofilizar.

Una emulsion que tiene de 0,5-50 % de un aceite, 0,1-10 % de un fosfolipido, y 0,05-5 % de un tensioactivo no
iénico. Tal como se describe en la referencia 122, los componentes fosfolipidos preferidos son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, esfingomielina y
cardiolipina. Los tamafios de gotita submicra son ventajosos.

Una emulsiéon de aceite en agua submicra de un aceite no metabolizable (tal como aceite mineral ligero) y al
menos un tensioactivo (tal como lecitina, Tween 80 o Span 80). Se pueden incluir aditivos, tales como QuilA
saponina, colesterol, un conjugado de saponina-lipdfilo (tal como GPI-0100, descrito en la referencia 123,
producido mediante adicion de amina alifatica a desacilsaponina por el grupo carboxilo del acido glucorénico),
bromuro de dimetiidioctadecilamonio y/o N,N-dioctadecil-N,N-bis (2-hidroxietil)propanodiamina.

Una emulsion que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lip6filo no iénico, y un tensioactivo
hidréfilo no idnico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o copolimero bloque de polioxietileno-
polioxipropileno) [124].

Una emulsion que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidréfilo no iénico, y un tensioactivo
lipéfilo no iénico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o copolimero bloque de polioxietileno-polioxipropileno)
[124].

Una emulsion en la que una saponina (por ejemplo, QuilA o QS21) y un esterol (por ejemplo, un colesterol) estan
asociados como micelios helicoidales [125].

Los antigenos y los adyuvantes en una composicion generalmente estaran en mezcla en el momento de la
administracion a un paciente. Las emulsiones se pueden mezclar con antigeno durante la fabricacion, o
extemporaneamente, en el momento de la administracion. Por lo tanto, el adyuvante y el antigeno se pueden
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mantener por separado en una vacuna empaquetada o distribuida, preparada para la formulacion final en el
momento del uso. El antigeno generalmente estara en una forma acuosa, de modo que la vacuna finalmente se
prepara mezclando dos liquidos. La relacion en volumen de los dos liquidos para mezclar puede variar (por ejemplo,
entre 5:1 y 1:5) pero generalmente es de aproximadamente 1:1.

C. Formulaciones de saponina [capitulo 22 de la ref. 117]

Las formulaciones de saponina también se pueden usar como adyuvantes en la invencion. Las saponinas son un
grupo heterogéneo de glucésidos esteroles y glucdsidos triterpenoides que se encuentran en la corteza, las hojas,
los tallos, las raices e incluso las flores de un amplio rango de especies vegetales. La saponina de la corteza del
arbol de Quillaia saponaria Molina ha sido muy estudiada como adyuvantes. La saponina también se puede obtener
comercialmente de Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophilla paniculata (velo de novia), y Saponaria officianalis
(hierba jabonera). Las formulaciones de adyuvante de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como
QS21, asi como formulaciones lipidicas, tales como ISCOM. QS21 se comercializa como Stimulon™.

Las composiciones de saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado las fracciones
purificadas especificas usando estas técnicas, incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y QH-C.
Preferentemente, la saponina es QS21. Un procedimiento de produccion de QS21 esta desvelado en la ref. 126. Las
formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol tal como el colesterol [127].

Las combinaciones de saponinas y colesteroles se pueden usar para formar particulas Unicas denominadas
complejos inmunoestimulantes (ISCOM; véase el capitulo 23 de la ref. 117; también las ref 128 y 129). Los ISCOM
generalmente también incluyen un fosfolipido tal como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Cualquier saponina
conocida se puede usar en los ISCOM. Preferentemente, el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC.
Opcionalmente, los ISCOM pueden estar desprovistos de detergente adicional [130].

Una revision del desarrollo de saponina basado en adyuvantes se puede encontrar en las ref. 131 y 132.

D. Derivados bacterianos o microbianos

Los adyuvantes adecuados para su uso en la invencion incluyen derivados bacterianos o microbianos tales como
derivados no toxicos de lipopolisacarido (LPS) enterobacteriano, derivados de lipido A, oligonucledtidos
inmunoestimulantes y toxinas ADP-ribosilantes y derivados destoxificados de las mismos.

Los derivados no toxicos de LPS incluyen monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL es
una mezcla de monofosforil lipido A 3 des-O-acilado con 4, 5 y6 cadenas aciladas. Una forma de “particula pequefa”
preferida de monofosforil lipido A 3 des-O-acilado se desvela en la ref. 133. Dichas “ particulas pequefas” de 3dMPL
son lo bastante pequeinas para ser filtradas en estéril a través de una membrana de 0,22 um [133]. Otros derivados
de LPS no téxicos incluyen analogos a monofosforil lipido A, tales como derivados de fosfato de aminoalquil
glucosaminida, por ejemplo, RC-529 [134,135].

Derivados de lipido A incluyen derivados de lipido A de Escherichia coli tales como OM-174. El OM-174 se describe,
por ejemplo, en las ref. 136 y 137.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen
secuencias de nucledtidos que contienen un motivo CpG (una secuencia de dinucledtidos que contienen una
citosina no metilada unida por un enlace fosfato a una guanosina). También se han mostrado que los ARN
bicatenarios y los oligonucleotidos que contienen secuencias palindromicas o poli({dG) son inmunoestimulantes.

Los CpG pueden incluir modificaciones de nucleétidos/analogos tales como modificaciones de fosforotioato y
pueden ser bicatenarios o monocatenarios. Las referencias 138, 139 y 140 desvelan posibles sustituciones
analogas, por ejemplo, reemplazo de guanosina con 2'-deoxi-7-deazaguanosina. El efecto adyuvante de los
oligonucledtidos CpG se discute mas en las ref. 141-146.

La secuencia de CpG puede estar dirigida a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [147]. La secuencia de
CpG puede ser especifica para inducir una respuesta inmune Th1, tal como un ODN CpG-A, o puede ser mas
especifica para inducir una respuesta de linfocito B, tal como ODN CpG-B. Los ODN CpG-A y CpG-B se discuten en
las ref. 148-150. Preferentemente, el CpG es un ODN CpG-A.

Preferentemente, el oligonucledtido CpG se construye de modo que el extremo 5 es accesible para el
reconocimiento del receptor. Opcionalmente, dos secuencias de oligonucledtidos CpG se pueden unir a sus
extremos 3’ para formar “inmunémeros”. Véase, por ejemplo, las ref. 151-153.

Un adyuvante particularmente util basado alrededor de oligonucleétidos inmunoestimulantes es conocido como IC-
31™ [154-156]. Por tanto, un adyuvante usado con la invencion puede comprender una mezcla de (i) un
oligonucledtido (por ejemplo, entre 15-40 nucledtidos) incluyendo al menos un (y preferentemente multiples) motivo
Cpl (es decir, una citosina unida a una inosina para formar un dinucleétido), y (ii) un polimero policatiénico, tal como
un oligopéptido (por ejemplo, entre 5-20 aminoacidos) incluyendo al menos un (y preferentemente multiples)
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secuencia(s) de tripéptido Lys-Arg-Lys. El oligonucledtido puede ser un desoxinucleétido que comprende secuencia
26-mero 5'-(IC)13-3’ (SEQ ID NO: 1). El polimero policatiénico puede ser un péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos 11-mero KLKLLLLLKLK (SEQ ID NO: 2). Esta combinacién de SEQ ID NO: 1 y 2 proporciona el
adyuvante IC-31™,

Las toxinas ADP-ribosilantes bacterianas y los derivados destoxificados de las mismas se pueden usar como
adyuvantes en la invencion. Preferentemente, la proteina se deriva de E.coli (enterotoxina termolabil de E.coli “LT”),
célera (“CT”), o tos ferina (“PT”). El uso de toxinas ADP-riboxilantes destoxificadas como adyuvantes mucosos se
describe en la ref. 157 y como adyuvantes parenterales en la ref. 158. La toxina o toxoide esta preferentemente en
forma de una holotoxina, que comprende ambas subunidades A y B. Preferentemente, la subunidad A contiene una
mutacion destoxificante; preferentemente la subunidad B no esta mutada. Preferentemente, el adyuvante es una LT
mutante destoxificada tal como LT-K63, LT-R72, y LT-G192. El uso de toxinas ADP-ribosilantes y derivados
destoxificados de las mismas, particularmente LT-K63 y LT-R72, como adyuvantes se puede encontrar en las ref.
159-166. Una CT mutante util es o CT-E29H [167]. La referencia numérica para las sustituciones de aminoacidos se
basa preferentemente en las alineaciones de las subunidades A y B de toxinas ADP-ribosilantes expuestas en la ref.
168, especificamente incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad.

E. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen citoquinas,
tales como interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [169], etc.) [170], interferones (por
ejemplo, interferon-y), factor estimulante de colonia de macréfago, y factor de necrosis tumoral. Un
inmunomodulador preferido es IL-12.

F. Bioadhesivos y Mucoadhesivos

Los bioadhesivos y los mucoadhesivos también se pueden usar como adyuvantes en la invencion. Los bioadhesivos
adecuados incluyen microesferas de acido hialurénico esterificadas [171] o mucoadhesivos tales como derivados de
entrecruzamiento de poli(acido acrilico), alcohol polivinilico, polivinil pirrolidona, polisacaridos y carboximetilcelulosa.
El Chitosan y sus derivados también se pueden usar como adyuvantes en la invencion [172].

G. Microparticulas

Las microparticulas también se pueden usar como adyuvantes en la invencion. Las microparticulas (es decir, una
particula de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 150 um de diametro, mas preferentemente
aproximadamente 200 nm a aproximadamente 30 um de diametro, y lo mas preferentemente aproximadamente 500
nm a aproximadamente 10 ym de diametro) formadas a partir de materiales que son biodegradables y no toxicos
(por ejemplo, un poli(acido a-hidroxi), un acido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc), con poli(lactido-co-glicélido) son preferidas, opcionalmente tratadas para tener una superficie
negativamente cargada (por ejemplo, con SDS) o una superficie positivamente cargada (por ejemplo, con un
detergente cationico, tal como CTAB).

H. Liposomas (Capitulos 13y 14 de la ref. 117)

Ejemplos de formulaciones de liposoma adecuadas para su uso como adyuvantes se describen en las ref. 173-175.

I. Compuestos de imidazoquinolona

Ejemplos de compuestos de imidazoquinolona adecuados para usar adyuvantes en la invencion incluyen Imiquamod
y sus homologos (por ejemplo, “Resiquimod 3M”), descritos mas en las ref. 176 y 177.

La invencion también puede comprender combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes anteriormente
identificados. Por ejemplo, en la invencidon se pueden usar las siguientes composiciones de adyuvante : (1) una
saponina y una emulsion de aceite en agua [178]; (2) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no
toxico (por ejemplo, 3dMPL) [179]; (3) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no toxico (por
ejemplo, 3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un
esterol) [180]; (5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua [181]; (6)
SAF, que contiene 10 % de escualeno, 0,4 % de Tween 80™, 5 % de polimero bloque pluronic L121, y thr-MDP, o
bien microfluidizado en una emulsiéon submicra o sometido a vortex para generar una emulsién de gran tamafio de
particula. (7) Sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem) que contiene 2 % de escualeno, 0,2 % de Tween
80 y uno o mas componentes de la pared celular bacteriana del grupo que consiste en monofosforilipido A (MPL),
dimicolato de trehalosa (TDM), y esqueleto de pared celular (CWS), preferentemente MPL + CWS (Detox™); y (8)
una o mas sales minerales (tales como una sal de aluminio) + un derivado no téxico de LPS (tal como 3dMPL).

Otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes se desvelan en el capitulo 7 de la ref. 117.
Un adyuvante de hidréxido de aluminio es util, y los antigenos generalmente se adsorben a esta sal. También se

prefieren las emulsiones de aceite en agua que comprenden escualeno, con gotitas de aceite submicra,
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particularmente en los ancianos. Las combinaciones adyuvantes Utiles incluyen combinaciones de los adyuvantes
Th1 y Th2 tales como CpG y una sal de aluminio, o resiquimod y una sal de aluminio. Se pueden usar una
combinacién de una sal de aluminio y 3dMPL.

Procedimientos de tratamiento

Se desvela un procedimiento de provocacion de una respuesta inmune en un mamifero, comprendiendo la
administraciéon de una composicidon farmacéutica de la invencién al mamifero. La respuesta inmune es
preferentemente protectora y preferentemente implica anticuerpos. El procedimiento puede provocar una respuesta
de refuerzo.

El mamifero es preferentemente un ser humano. Cuando la vacuna es para uso profilactico, el humano es
preferentemente un nifio (por ejemplo, un bebé o infante) o un adolescente; cuando la vacuna es para uso
terapéutico, el ser humano es preferentemente un adulto. Una vacuna dirigida a nifios también se puede administrar
a adultos, por ejemplo, para evaluar la seguridad, dosis, inmunogenicidad, etc. El mamifero también puede ser un
animal de granja, por ejemplo, un cerdo o una vaca. Especificamente se prevén dichos usos veterinarios. El ave es
preferentemente de granja, particularmente, un pavo u otras aves domésticas.

La invenciéon también proporciona una composicion de la invencidon para su uso como medicamento. El
medicamento es preferentemente capaz de provocar una respuesta inmune en un mamifero (es decir, es una
composicion inmunogénica) y es mas preferentemente una vacuna.

La invencion también proporciona el uso de un conjugado de la invencion en la fabricacion de un medicamento para
provocar una respuesta inmune en un mamifero.

Estos usos y procedimientos son preferentemente para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad causada
por una bacteria a partir de la cual se deriva el polisacarido.

Una manera de probar la eficacia del tratamiento terapéutico implica hacer un seguimiento de la infeccion bacteriana
después de la administracién de la composicién de la invencién. Una manera de probar la eficacia del tratamiento
profilactico implica hacer un seguimiento de las respuestas inmunes frente a los antigenos bacterianos después de
la administracion de la composicion, por ejemplo, usando un ensayo de anticuerpo bactericida del suero.

Las composiciones preferidas de la invencion pueden conferir un titulo de anticuerpo en un paciente que es superior
al criterio para seroproteccion para cada componente antigénico para un porcentaje aceptable de sujetos humanos.
Los antigenos con un titulo de anticuerpo asociado por encima del cual se considera que un hospedador se
seroconvierte frente al antigeno son bien conocidos, y dichos titulos estan publicados por organizaciones tales como
la OMS. Preferentemente mas del 80 % de una muestra estadisticamente significante de sujetos es seroconvertido,
mas preferentemente mas del 90 %, ain mas preferentemente mas del 93 % y los mas preferentemente 96-100 %.

Las composiciones de la invencion generalmente se administraran directamente a un paciente. La administracion
directa se puede conseguir por inyeccion parenteral (por ejemplo, subcutaneamente, intraperitonealmente,
intravenosamente, intramuscularmente, o al espacio intersticial de un tejido), o por administraciéon rectal, oral,
vaginal, topica, transdérmica, intranasal, ocular, auditiva, pulmonar u otra administracion mucosa. Se prefiere la
administracion intramuscular al muslo o al brazo. La inyeccion puede ser por una aguja (por ejemplo, una aguja
hipodérmica), pero se puede usar alternativamente la inyeccion sin aguja. Una dosis intramuscular tipica es de 0,5
ml.

Las composiciones de la invencién se pueden usar para suscitar inmunidad sistémica y/o mucosa.

El tratamiento por dosis puede ser una pauta de dosis Unica o una pauta de dosis multiple. Las dosis multiples se
pueden usar en una pauta de inmunizacion primaria y/o en una pauta de inmunizacién de refuerzo. Una pauta de
dosis primaria puede estar seguido por una pauta de dosis de refuerzo. EI momento adecuado entre las dosis de
imprimacion (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre la imprimacion y refuerzo, se pueden determinar de forma
rutinaria.

General

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, procedimientos convencionales
de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de la experiencia de la técnica.
Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, las referencia 182-189, etc.

Cuando la invencion se refiere a un “epitopo”, este epitopo puede ser un epitopo de linfocito B y/o un epitopo de
linfocito T. Dichos epitopos se pueden identificar empiricamente (por ejemplo, usando PEPSCAN [190,191] o
procedimientos similares), o se pueden prever (por ejemplo, usando el indice antigénico de Jameson-Wolf [192],
planteamientos basados en matriz [193], MAPITOPE [194], TEPITOPE [195,196], redes neuronales [197], OptiMer &
EpiMer [198, 199], ADEPT [200], Tsites [201], hidrofilicidad [202], indice antigénico [203] o los procedimientos
desvelados en las referencias 204-208, etc.). Los epitopos son las partes de un antigeno que se reconocen por y se
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unen a los sitios de unién a antigeno de anticuerpos o receptores de linfocito T, y también se pueden referir como
“determinantes antigénicos”.

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

El término “aproximadamente” en relaciéon con un valor numérico x significa, por ejemplo, x+10 %.

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

Se apreciara que los anillos de azucar pueden existir en forma abierta y cerrada y que ambas formas estan
abarcadas por la invencion. De forma similar, se apreciara que los azucares pueden existir en formas de piranosa y
furanosa y que también se abarcan ambas formas. También se abarcan diferentes formas anoméricas de azucares.
KDO en particular puede someterse a reorganizaciones, particularmente bajo condiciones acidas. Estas formas
derivadas de KDO también estan abarcadas por la invencion. Por ejemplo, cuando la invencion implica una
subunidad de KDO (por ejemplo, en la aminacion reductiva de los aspectos primero y segundo), la subunidad puede
estar en una o mas de estas formas derivadas.

Un grupo amino primario puede estar representado por la formula NHzR. El grupo R generalmente sera donante de
electrones, e incluye -NH, -O, hidrocarbiloC+.s, particularmente alquiloC+.s, especialmente metilo. R es con frecuencia
-CHjs, -CzHs o -CsHy. El hidrocarbilo se puede sustituir con uno o mas grupos, tales como: halégeno (por ejemplo, Cl,
Br, F, I), trihalometilo, -NO2, -CN, -N*(alquiloC1.).0", -SO3H, -SOalquiloC1.s, -SOzalquiloC+6, -SOsalquiloC1.6, -
OC(=0)0alquiloC1.6, -C(=O)H, -C(=0)alquiloC+.s, -OC(=0)alquiloC1.6, -N(alquiloC1.)2, alquiloC+, -N(alquiloC1.6)2, -
C(=O)N(alquiloC1.6)2, -N(alquiloC1.6)C(=0)O(alquiloC1.s), -N(alquilC+.6)C(=0O)N(alquiloC+s)2, -COzH, -
OC(=0O)N(alquiloC+-)2, -N(alquilC+1.6)C(=0)alquiloC1., -N(alquilC1.6)C(=S)alquiloC1.s, -N(alquilC1.6)SO2N(alquiloC+)2,
-COzalquiloC+6, -SO2N(alquiloCi6)2, -C(=O)NH,, -C(=S)N(alquiloC1.)2, -N(alquilC4.6)SO-alquiloC1.6, -N(alquilCs-
6)C(=S)N(alquiloC1.)2, -NH-alquiloC1.6, -S-alquiloC1s 0 -O-alquilo Cis. El término “hidrocarbilo” incluye grupos
monovalentes lineales, ramificados o ciclicos que consisten en carbono e hidrogeno. Por tanto los grupos
hidrocarbilo incluyen, grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, grupos cicloalquilo (incluyendo policicloalquilo),
cicloalquenilo y arilo y combinaciones de los mismos, por ejemplo, grupos alquilcicloalquilo, alquilpolicicloalquilo,
alquilarilo, alquenilarilo, cicloalquilarilo, cicloalquenilarilo, cicloalquilalquilo, policicloalquilalquilo, arilalquilo,
arilalquenilo, arilcicloalquilo y arilcicloalquenilo. El hicrocarbilo tipico es hidrocarbiloCy.14, mas particularmente
hidorcarbiloC1.s. En el enlazador adicional usado en la invencion, el grupo amino primario generalmente es parte de
un grupo hidrazida (especialmente -C(=O)NHNH,).

Un grupo éster puede estar representado por la formula -C(=O)OR. El grupo R generalmente sera donante de
electrones, e incluye hidrocarbiloC+.s, particularmente alquiloC1.s, especialmente metilo. R es con frecuencia -CHs, -
C2Hs o -CsHy. El hidrocarbilo puede estar sustituido con uno o mas grupos, tales como: halégeno (por ejemplo, Cl,
Br, F, 1), trihalometilo, -NO, -CN, -N*(alquilC1)207, -SOsH, -SOalquiloC1.6, -SOzalquiloC+6, -SOsalquiloC+, -
OC(=0)0alquiloC1.6, -C(=0O)H, -C(=0)alquiloC+.s, -OC(=0)alquiloC1.s, -N(alquiloC1.)2, alquiloC+, -N(C1-salquilo)z, -
C(=O)N(alquiloC1.6)2, -N(alquilC46)C(=0)O(alquiloC1.s), -N(alquilC1.6)C(=O)N(alquiloC+)2, -CO2H, -
OC(=0O)N(alquiloC+-)2, -N(alquilC1.6)C(=0)alquiloC+.s, -N(alquilC46)C(=S) alquiloC1.s, -N(alquilC1.6)SO2N(alquiloC1.)2,
-COzalquiloC+6, -SO2N(alquiloC16)2, -C(=O)NH,, -C(=S)N(alquiloC1.)2, -N(alquilC4)SO-alquiloCi.6, -N(alquilC-
6)C(=S)N(alquiloC1.)2, -NH-alquiloC+s, -S-alquiloCys o -O-alquiloCss. El término “hidrocarbilo” incluye grupos
monovalentes lineales, ramificados o ciclicos que consisten en carbono e hidrégeno. Por tanto, los grupos
“hidrocarbilo” incluyen grupos alquilo, alquenilo y alquinilo, grupos cicloalquilo (incluyendo policicloalquilo),
cicloalquenilo y arilo y combinaciones de los mismos, por ejemplo, grupos alquilcicloalquilo, alquilpolicicloalquilo,
alquilarilo, alquenilarilo, cicloalquilarilo, cicloalquenilarilo, cicloalquilalquilo, policicloalquilalquilo, arilalquilo,
arilalquenilo, arilcicloalquilo y arilcicloalquenilo. El hidrocarbilo tipico es hidrocarbiloCi.14, mas particularmente
hidrocarbiloC+.s. En el enlazador usado en la invencion, el grupo éster es generalmente un grupo éster N-
hidroxisuccinimida.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra estructuras publicadas de las unidades de repeticion de los O-antigenos de a) Salmonella
Paratyphi A; b) Salmonella Typhimurium; y c) Salmonella Enteritidis.

La Figura 2 ilustra la estructura de la unidad de repeticién de O-antigeno de Salmonella Paratyphi A y el dominio
nucleo.

La Figura 3 muestra la separacion de O:2-CRM1g7 de los componentes no conjugados por Sephacryl S300HR.

La Figura 4 muestra la inmunogenicidad de diferentes conjugados O:2-CRMyg7, tal como se mide por un
inmunoensayo ELISA para anticuerpos anti-O:2.

La Figura 5 es un esquema de un procedimiento de conjugacion de la invencién aplicado a O-antigeno-nucleo.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 732 708 T3

La Figura 6 ilustra un procedimiento a gran escala para la conjugacion de O-antigeno de Salmonella Paratyphi A
con CRM197.

La Figura 7 es un esquema de un procedimiento de conjugacion de la invencion aplicado al polisacarido capsular
de N. meningitidis serogrupo X.

La Figura 8 muestra un analisis SDS-PAGE de conjugados de polisacarido capsular de N. meningitidis serogrupo
X.

La Figura 9 muestra el resultado de los ensayos de actividad bactericida del suero (SBA) realizadas usando
sueros agrupados el dia 42 de ratones inmunizados con 8 ug de O:2 conjugado o no conjugado y cepa de S.
Paratyphi A. Los datos estan presentados como porcentaje de UFC recuperado en los sueros de ensayo con
BRC activo (y en suero control con BRC inactivo) en comparacion con UFC presente en el control negativo, por
unidad de anticuerpo de ELISA anti-O:2 de cada grupo de suero.

Modos para llevar a cabo la invenciéon

Compendio de la produccién de conjugado

Se compararon diferentes procedimientos para conjugar el O-antigeno-nucleo de S. Paratyphi con CRMjg7. En
particular, se compararon conjugados obtenidos activando la cadena de O:2 aleatoriamente, o especificamente a
través de la subunidad de KDO terminal. Tedricamente, la activacion de solamente el KDO no modificaria la
estructura de los sacaridos de repeticion y, por lo tanto, daria como resultado un conjugado mejor definido y mas
facil de caracterizar.

Dos procedimientos se basaron en los procedimientos de la técnica anterior. En el primero de estos procedimientos,
el O-antigeno se activo aleatoriamente con ADH usando CDAP y, a continuacion, se conjugd con CRMg7 usando
EDAC. En el segundo procedimiento, la region nucleo del O-antigeno se activé con ADH (usando el grupo COOH de
KDO por EDAC) vy, a continuacion, se conjugé con CRM1g7 usando EDAC.

También se ensayaron procedimientos alternativos. Un primer procedimiento implico la activacion de KDO con ADH
a través del grupo cetona mediante aminacion reductiva, seguido de activacion con SIDEA vy, a continuacion,
conjugacion con CRMig7. Un segundo procedimiento sustituyd la ADH por CDH. Un tercer procedimiento implicé la
activacion de O-antigeno con SIDEA (sin activacion de KDO con ADH) usando el grupo pirofosfoetanolamina sobre
la region nucleo.

Conjugacion de O-antigeno-ntcleo a CRMg7

Procedimiento (comparativo) A: Activacién aleatoria de la cadena de O-antigeno-nucleo con ADH por CDAP y
conjugacién con CRM197 por EDAC

Este conjugado se sintetizo segun la ref. 2, tal como se describe en detalle mas adelante.

Derivatizacion de O-antigeno-ntcleo con ADH por CDAP. Se afiadieron 30 pyl de CDAP (100 mg/ml de acetonitrilo)
por ml de 10 mg/ml de O-antigeno-nucleo en NaCl 150 mM a temperatura ambiente. El pH se mantuvo a 5,8 a 6,0
durante 30 segundos, a continuacion, se afiadié TEA 0,2 M para incrementar el pH a 7,0 y la solucién se mezcl6 a
temperatura ambiente durante 2 minutos. A continuacion, se afiadié 1 ml de ADH 0,8 M en NaHCOs 0,5 M por 10 mg
de O-antigeno-nucleo. La reaccion se llevd a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente, y el pH se mantuvo a
8,0 a 8,5 con NaOH 0,1 N. A continuacién, se retir6 la sal de la mezcla de reaccion usando una columna G-25 frente
a agua y el producto, designado como "OAg-(CDAP)ADH", caracterizado.

Conjugacion de OAg-(CDAP)ADH con CRMa197. EI OAg-(CDAP)ADH se disolvi6 en MES 100 mM a pH 5,8. Se
afadié un peso igual de proteina para dar una relacion de O-antigeno-nucleo:CRMi97 de 1:1 en peso, con una
concentracion de O-antigeno-nucleo de 5 mg/ml. La mezcla de reaccién se colocé sobre hielo y se afadié EDAC a
una concentracion final de 50 mM. La reaccidon se mezcl6 sobre hielo durante unas 4 h adicionales. El conjugado
resultante se designé "OAg-(CDAP)ADH-CRM1g7".

Procedimiento (comparativo) B: Activacién de KDO terminal con ADH por EDA y conjugacién con CRM197 por EDAC

Este conjugado se sintetiz6 segun la ref. 9.

Derivatizacion de O-antigeno-nucleo con ADH a KDO por EDAC. El O-antigeno-nucleo se solubilizé a 3 mg/ml en
MES 100 mM a pH 5,8. A continuacion, se afiadi6 ADH a una relacién p/p de ADH:O-antigeno-nucleo de 1,36,
seguido de EDAC a una concentracion final de 3,7 mM. La reaccidon se mezcld a temperatura ambiente durante 4
horas. A continuacién, se retir6 la sal de la mezcla de reaccion usando una columna G-25 frente a agua y el
producto, designado como "OAg-(EDAC)ADH", caracterizado.

Conjugacion de OAg-(EDAC)ADH con CRMag7. El conjugado se preparé segun el procedimiento descrito en el
Procedimiento A anterior para OAg-(CDAP)ADH. El conjugado se designé como "OAg-(EDAC)ADH-CRM1g7".
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Procedimientos C y D: Activacion de KDO terminal con ADH (Procedimiento C) o CDH (Procedimiento D) mediante
aminacion reductiva y conjugacién con CRM197 por enlazador SIDEA

Derivatizaciéon de O-antigeno-ntcleo con ADH o CDH en KDO mediante aminacion reductiva. Después de ensayar
las diferentes condiciones, se identificé un protocolo optimizado para la derivatizacion de O-antigeno-nucleo. El O-
antigeno-nucleo se solubilizé a 40 mg/ml en AcONa 100 mM a pH 4,5. Se afiadio o bien ADH o CDH a una relacion
p/p de 1:2 con respecto al O-antigeno-nucleo. A continuacion, se afiadid NaBH3CN a una relacion p/p de 1:2 con
respecto al O-antigeno-nucleo. La solucion se mezcld a 30 °C durante 1 hora. A continuacion, se retiré la sal de la
mezcla de reaccién usando una columna G-25 frente a agua y el producto, designado como "OAg-ADH" o "OAg-
CDH" caracterizado.

Derivatizacion de OAg-ADH y OAg-CDH con SIDEA. Se disolvio o bien OAg-ADH o OAg-CDH en 1:9 (v/v)
agua/DMSO a una concentracion final de O-antigeno-ntcleo de 50 mg/ml. Una vez que el polisacarido estaba en
solucion, se afiadid TEA para dar una relacion molar de TEA/grupos NH, totales de 5y, a continuacion, SIDEA para
dar una relacion molar de SIDEA/grupos NH; totales de 12. La solucién se mezclé a temperatura ambiente durante 3
horas. En intentos preliminares de purificar el O-antigeno-nucleo sometido a derivatizacion con SIDEA, el O-
antigeno-nucleo se precipité mediante la adicion de AcOEt o dioxano (90 % del volumen en la solucion resultante) y
lavando el sedimento veces con el mismo disolvente organico (diez veces usando 1/3 del volumen afiadido para la
precipitacion) para separar el SIDEA no reaccionado. A continuacion, este procedimiento se adaptd para evitar el
uso de AcOEt toxico y reactivos de dioxano. Un volumen de citrato de sodio 100 mM a pH 3 igual a dos veces el
volumen de la mezcla de reaccion de O-antigeno-nucleo sometido a derivatizacion con SIDEA se afiadié y se
mezcldo a 4 °C durante 30 min. El SIDEA no reaccionado se precipitd por el pH bajo y se separd mediante
centrifugacion. A continuacion, el O-antigeno-nucleo sometido a derivatizacion con SIDEA se recuperd del
sobrenadante mediante precipitacién con etanol absoluto (80 % de volumen en la solucién resultante). El sedimento
se lavd con etanol dos veces (usando 1/3 del volumen afadido para la precipitaciéon) y se secd. El producto,
designado como "OAg-ADH-SIDEA" o "OAgCDH-SIDEA" caracterizado.

Conjugacion de OAg-ADH-SIDEA y OAg-CDH-SIDEA con CRM197. EI OAg-ADH-SIDEA o OAg-CDH-SIDEA se
solubilizé en tampdn NaH;PO4 a pH 7,2 y se afiadi6 CRM1g7 a una concentracion de proteina final de 20 mg/ml, la
capacidad tampén final de 100 mM vy la relacién molar de grupos éster activos a CRM1g7 de 30 a 1. La reaccioén se
mezcld a temperatura ambiente durante 2 horas.

Procedimiento (comparativo) E: Conjugacion directa con CRMi97 por enlazador SIDEA

Las condiciones de reaccion usadas en la anterior “derivatizacion de OAg-ADH y OAg-CDH con SIDEA” también se
aplicé a O-antigeno-nucleo nativo (es decir, O-antigeno-nicleo que no se habia sometido a derivatizacion
previamente con ADH o CDH). El producto resultante se designé como "OAg-SIDEA". A continuacion, se conjugo el
OAg-SIDEA con CRM197 mediante las condiciones de reaccion usadas en la anterior “Conjugacion de OAg-ADH-
SIDEA y OAg-CDH-SIDEA con CRM197".

Purificacién de los conjugados de O-antigeno-ntcleo

Los conjugados fabricados segun los procedimientos A-E anteriores se purificaron mediante cromatografia de
exclusién por tamafo sobre una columna S-300 HR 1,6 cmx90 cm eluidos a 0,5 ml/min en NaH,PO4 50 mM, NaCl
0,15 M a pH 7,2. Se recogieron diferentes grupos segun los perfiles de O-antigeno-nucleo y CRM;g7 libre sobre la
misma columna en las mismas condiciones de elucion (Figura 3). El primer grupo a alto peso molecular
(correspondiente al conjugado purificado) no contenia sacarido libre o proteina libre.

Anadlisis de los conjugados

Los conjugados se analizaron por SDS-PAGE y mostraron una esperada mancha de poblaciéon de alto peso
molecular en comparacion con CRM;gy libre. Los conjugados se separaron de O:2 libre y CRM197 mediante exclusion
por tamafo Sephacryl S300HR (columna 1,6 x 90 cm; NaH,PO4 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,2; flujo 0,5 ml/min). Los
resultados se muestran en la Figura 3. A continuacion, los conjugados purificados se caracterizan mediante el
ensayo fenol sulfurico de la ref. 209 (azucar total), microBCA (proteina total), HPAEC-PAD (composicion de azucar)
y HPLC-SEC (determinacion de tamafio, Kd). Los resultados se muestran en la Tabla 1 de mas adelante.

Tabla 1
Conjugado Azucar Presencia Proteina Relacion p/p | Kd (HPLC-
total, uyg/ml | de O:2 libre | pg/ml 0:2/CMR197 SEC)
0:2 si 0,549
CRMjg7 0,690
0:2-(CDAP)ADH-CRM197 grupo 1 32,88 no 62,98 0,52 0,439
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(continuacion)

Conjugado Azucar Presencia Proteina Relacion p/p | Kd (HPLC-
total, ug/ml | de O:2 libre | pg/ml 0:2/CMR197 SEC)
0:2-(CDAP)ADH-CRM;1g7 grupo 2 | 101,09 si 60,44 1,67 0,534
0:2-CDH-SIDEA-CRM;g7 Lote A 82,82 no 36,67 2,26 0,403
0:2-CDH-SIDEA-CRM;g7 Lote B 167,61 no 38,19 4,39 2 picos
0,128
0,413
0:2-ADH-SIDEA-CRM;g7 Lote A 51,54 no 29,56 1,74 2 picos
0,115
0,388
0:2-ADH-SIDEA-CRM;1g7 Lote B 215,13 no 50,89 4,23 2 picos
0,118
0,421
0O:2-(EDAC)ADH-CRM;1g7 50,19 si 31,31 1,60 0,52
0:2-SIDEA-CRM;g¢7, grupo 1 108,57 no 52,79 2,06 0,376
0:2-SIDEA-CRM;g¢7, grupo 2 185,31 Si 68,18 2,72 0,457

Estudios de inmunogenicidad

Se us6 un imunoensayo ELISA para detectar anticuerpos anti-O:2 por ratones inmunizados con O:2-CRMygy. Para el
ensayo, se revistieron placas de microtitulacion MaxiSorp con 15 pg/ml de O:2 en un tampoén de revestimiento de
carbonato (pH 9,6) durante la noche a 4 °C.

Los conjugados O:2-CRM;g7 se compararon con antigeno O:2 no conjugado. En resumen, los grupos de ratones
CD1 hembras (8 por grupo a 5 semanas de vida) se inyectaron subcutaneamente con 200 pl de conjugados tal como
se expone en la Tabla 2. Los ratones recibieron inmunizaciones los dias 0, 14 y 28. Los sueros se recogieron de los
ratones durante el transcurso del estudio y se ensayaron mediante el ensayo ELISA.

Tabla 2
Grupo Vacuna Dosis antigeno O:2, ug
1 1
0:2-(CDAP)ADH-CRM7g7, grupo 1
2 8
3 1
0:2-(CDAP)ADH-CRM7g7, grupo 2
4 8
5 1
0:2-CDH-SIDEA-CRM1g7
6 8
7 1
0O:2-ADH-SIDEA-CRM1g7
8 8
9 1
0:2-(EDAC)ADH-CRMjg7
10 8
11 Antigeno O:2 no conjugado 8
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Los resultados de ELISA del dia 42 del estudio mostraron que todos los conjugados, excepto O:2-(EDAC)ADH-
CRM1g7 eran capaces de suscitar altos niveles en suero de anticuerpos IgG anti-O:2 en ratones cuando se
administraban a la dosis de 1 ug (Figura 4). Se observaron incrementos en el anticuerpo después de la segunda
vacunacion con conjugado, mientras que la inmunizacion repetida con 8 ug de O:2-antigeno no conjugado no dio
como resultado anticuerpos IgG especificos. La administracion de dosis de 8 ug no era mejor que las dosis de 1 ug
en generar una respuesta inmune humoral en ratones (Figura 4).

Actividad bactericida del suero

Los ensayos de actividad bactericida del suero (SBA) se realizaron usando los sueros agrupados el dia 42 de
ratones inmunizados con 8 ug de O:2 conjugado o no conjugado y S. Paratyphi A (véase la Tabla 2). El resultado se
muestra en la Figura 9. La inhibicién del crecimiento de S. Paratyphi A in vitro se correlacioné con el incremento de
unidades de ELISA anti-O:2 presentes en los grupos de sueros. Se observo inhibicion de crecimiento mas fuerte con
aquellos conjugados producidos usando una quimica selectiva; tanto los conjugados SIDEA como O:2-(EDAC)ADH-
CRM;1g7 dieron como resultado inhibiciéon incrementada en comparacion con O:2-(CDAP)ADH-CRMyg7, cuyo O:2 se
modifico aleatoriamente antes de la conjugacion. Incluso el O:2 no conjugado, aunque lejos de conseguir altos
niveles de inhibicién de crecimiento bacteriano debido a la menor cantidad de anticuerpo presente en los sueros,
presentd un perfil de inhibiciéon similar a los conjugados preparados con cadenas de O:2 no modificadas. No se
detectd inhibicion de crecimiento bacteriano usando suero control en presencia de iBRC (el mismo suero en
presencia de BRC activo se muestra como control), indicando un papel para matar mediado por complemento.

Procedimiento a gran escala

Basandose en el estudio de inmunogenicidad y la facilidad de caracterizacion de conjugado, el procedimiento de
conjugacion basado en la activacion de O:2 con ADH y, a continuaciéon, SIDEA y la reaccion con CRMygr
(procedimiento C, Figura 5) se seleccion6 para desarrollo adicional. Los conjugados fabricados por este
procedimiento eran mas inmunogénicos que los conjugados fabricados por el procedimiento B, por ejemplo. Aunque
los conjugados fabricados por el procedimiento A dieron titulos de ELISA comparables (Figura 4), dieron como
resultado actividad bactericida del suero considerablemente menor (véase el Ejemplo y la Fig. 9). Ademas estos
conjugados tenian una estructura entrecruzada, con multiples posibles puntos de enlace sobre la cadena de
polisacarido a una o mas moléculas de proteina, con desventajas en términos de reproductibilidad y caracterizacion
del producto. Por el contrario, los conjugados del procedimiento C contienen mas cadenas de polisacarido por
molécula de proteina, con solamente un punto de enlace sobre la cadena de polisacarido. El resto de la cadena de
polisacarido se deja igual. La derivatizacion del O-antigeno-nucleo por CDAP (procedimiento A) puede dar como
resultado entrecruzamiento de las cadenas de azicar y el procedimiento de conjugacion total era mas complicado.
El uso de EDAC en los procedimientos A y B también pueden dar como resultado entrecruzamiento de la proteina.

Un procedimiento aumentado a escala se desarrollé para el procedimiento C para la produccion de mayores
cantidades de conjugado (Figura 6). En particular, la etapa de aminacion reductiva de O:2 con ADH se optimiz6 para
reducir el tiempo de reaccién a 1 hora (en lugar de 7-14 dias tal como se ha informado previamente para este tipo de
reaccion [13]) con buen % de activacion de O:2 (>65 %). Esta etapa se amplié a 300 mg de O:2 y se repitio varias
veces con resultados reproducibles en términos de grado de rendimiento y derivatizacion. La recuperacion era de
>75 % después de la filtracién de flujo tangencial, con >70 % de activacién de O-antigeno-nucleo (calculado como
relacion molar de grupos ADH unidos por grupos GIcNAc sobre el O-antigeno-nucleo) y buena pureza (relacion de
ADH libre/ADH unido < 1 %). La estabilidad del intermediario O:2-ADH en solucion acuosa a 4 °C se verifico que era
>1 mes. Los inventores prevén reemplazar la etapa de secado por precipitacion de O:2-ADH en etanol al 85 %.

La reaccién de O:2-ADH con SIDEA se optimizé para evitar el uso de AcOEt durante la purificaciéon de O:2-ADH-
SIDEA. La separacion de SIDEA libre mediante precipitacion a pH 4-5 y, a continuacion, precipitacion de O:2-ADH-
SIDEA en EtOH al 85 % mostré mejor formacion de precipitado que era mas facil de lavar en comparacion con
AcOEt. Las recuperaciones >85 % se obtuvieron trabajando sobre una escala de 100 mg con grupos de NH:
activados >80 %.

Los inventores han encontrado que ademas de O:2 de S. Paratyphi A el procedimiento de conjugacion basado en la
activacion de O-antigeno con ADH y, a continuacion, SIDEA vy la reaccion con CRMg7 (procedimiento C, Figura 5),
funciona igualmente bien para O-antigeno-nucleo de S. Typhimurium y O-antigeno-nucleo de S. Enteritidis.

Conjugacion de polisacarido capsular MenX con CRMjg7

El procedimiento C también se aplicé a la conjugacion de polisacarido capsular de N. meningitidis serogrupo X
(Figura 7), dando como resultado la formacién de conjugado sin proteina libre en la mezcla de reaccion (Figura 8).

Efecto de pH y temperatura sobre la aminacion reductiva del O-antigeno-ntcleo de S. Paratyphi A con ADH
como enlazador

Los experimentos resumidos en la Tabla 3 se realizaron trabajando con O-antigeno-nucleo de S. Paratyphi A. Se
evaluo el efecto de diferente pH y diferentes temperaturas. La mejor activacion se obtuvo a menor pH y era
independiente de la temperatura. Las reacciones se realizaron en tampén 100 mM, con concentraciéon de O-
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antigeno-nucleo de 20 mg/ml y una relacion de ADH y O-antigeno-nucleo y NaBH3;CH y O-antigeno-nucleo ambas
de 1,2 a 1 (p/p). Se anadieron ADH y NaBH3CN en el mismo momento y las soluciones se mezclaron durante 1 hora.

Tabla 3. Aminaciéon reductiva de 0:2-KDO con ADH es dependiente de pH e independiente de temperatura

Tampon Temperatura % 0:2 activado
Acetato de sodio pH 4,5 30°C 65,8
Acetato de sodio pH 4,5 50 °C 65,4
Acetato de sodio pH 4,5 60 °C 68,3
MES pH 6,0 30°C 43,9
Fosfato pH 8,0 30°C 26,2

Derivatizacion de O-antigeno-nicleo de S. Typhimurium con ADH mediante aminaciéon reductiva
comparando diferentes condiciones de reaccion (Tabla 4)

Las condiciones de reaccion descritas en esta solicitud (Tabla 4, procedimiento 1) para la realizacion de la
aminacion reductiva con ADH se compararon con el procedimiento tradicional informado en la bibliografia [13] (Tabla
4, procedimiento 2), funcionando con O-antigeno-nucleo de S. Typhimurium (cepa D23580). Los resultados se
resumen en la Tabla 5, mostrando que el procedimiento a menor pH es mas rapido y también mas eficaz.

Tabla 4. Condiciones de reaccion usadas para la realizacién de aminacién reductiva con ADH comparando el
procedimiento NVGH con el procedimiento clasico informado en la bibliografia

Procedimiento | OAg (mg/ml) | ADH (mg/ml) | NaBH3CN (mg/ml) Tampon Temp (°C)
1 40 48 48 AcONa 100 mM pH 4,5 30
2 20 100 100 NaHCO3 100 mM pH 8,3 37

Tabla 5. Aminacion reductiva de 0:4,5-KDO con ADH usando el procedimiento 1 es mas eficaz y mas rapida
que usando el procedimiento clasico informado en la bibliografia (procedimiento 2)

Procedimiento Tiempo de reaccion % 0:4,5 activado
1 3h 88
2 3h 31,6
2 24 h 28,5
2 5d 28,5
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de aminacion reductiva de un grupo carbonilo en el terminal reductor de un polisacarido, en el
que el polisacarido comprende un dominio nucleo y un O-antigeno de un lipopolisacarido de una bacteria Gram-
negativa unido al dominio nucleo, en el que la aminacion reductiva se lleva a cabo a un pH entre 4 y 5.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el grupo carbonilo esta dentro de una subunidad de KDO en el
terminal reductor del polisacarido.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el lipopolisacarido es de una bacteria de
Salmonella.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el lipopolisacarido es de S. Paratyphi A, S. Typhimurium o S.
Enteritidis.

5. Un procedimiento de preparacion de un conjugado de un polisacarido y una molécula portadora, que comprende
las etapas de: (a) acoplar del polisacarido a un enlazador, para formar un compuesto polisacarido-enlazador en el
que el terminal libre del enlazador es un grupo éster; y (b) hacer reaccionar el grupo éster con un grupo amino
primario en la molécula portadora, para formar un conjugado polisacarido-enlazador-molécula portadora en el que el
enlazador se acopla a la molécula portadora por un enlace de amida, en el que el polisacarido comprende un
dominio nucleo de un lipopolisacarido de una bacteria Gram-negativa, en el que la etapa (a) tiene lugar con un
enlazador adicional que se usa para someter a derivatizacion el polisacarido antes de acoplarse al enlazador y en el
que el enlazador adicional tiene un grupo amino primario en ambos terminales y el polisacarido se acopla al
enlazador adicional usando un grupo carbonilo en el terminal reductor del polisacarido mediante un procedimiento
que comprende dos etapas: (a1) hacer reaccionar el grupo carbonilo con uno de los grupos amino primario en el
enlazador adicional mediante aminacién reductiva a un pH entre 4 y 5 para formar un compuesto polisacarido-
enlazador adicional en el que el polisacarido se acopla al enlazador adicional por un enlace C-N; y (a2) hacer
reaccionar el terminal libre del enlazador adicional con el enlazador.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el enlazador tiene un grupo éster en ambos terminales y el
polisacarido se acopla al enlazador mediante hacer reaccionar uno de los grupos éster con un grupo amino primario
en el dominio nucleo mediante sustitucion de acil nucledfilo, para formar un compuesto polisacarido-enlazador en el
que el polisacarido se acopla al enlazador por un enlace amida.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 5 o 6, en el que el lipopolisacarido es de S. Paratyphi A, S.
Typhimurium o S. Enteritidis y el grupo amino primario esta dentro de un grupo pirofosfoetanolamino.

8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la molécula portadora es una toxina de
difteria o tétanos, o toxoide o mutante de los mismos.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que la molécula portadora es mutante de toxina de difteria CRM1o7.

10. Un conjugado de un polisacarido y una molécula portadora obtenido u obtenible mediante el procedimiento de
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9.

11. Un procedimiento de reducciéon de la contaminacion de un compuesto polisacarido-enlazador obtenido u
obtenible durante el procedimiento de cualquier de las reivindicaciones 5 a 9 con enlazador no reaccionado, que
comprende una etapa de precipitacion del enlazador no reaccionado bajo condiciones acuosas a un pH menor de 5.
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FIGURA 1
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2-a-D-Manp-(1—4)-a-L-Rhap-(1—3)-a-D-Galp(1—
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B)

2-a-D-Manp-(1—4)-a-L-Rhap-(1—-3)-a-D-Galp(1—

f f

a-Abe (1—3) «-D-Glc (1—4 0 6)

c)
2-p-D-Manp-(1—4)-a-L-Rhap-(1—3)-a-D-Galp(1—

f f

a-Tyv (1—3) [a-D-Glc (1—-4)]n
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6

Condiciones

Proceso

Parametros ensayados después de la etapa

ADH, NaBH.CN
AcONa 100 mM pH45
Temp: 30°C, Tiempo: 1h

Diafiltracion:

10 vol NaCl1 M
10 vol H,O

DMSO/H,0O: 9 viv
EtNy/ grupos NHj; total:
5 mol/mol
SIDEA/grupos NH; -
12 mol/mol
Temp: TA, Tiempo: 3 h

Tampon citrato 100 mM pH 3
Tiempo: 0,5h

85% EtOH

grupos éster activos/CRMg:
30 molimol
CRMis7. 20 mgiml final
NaH;PCs 200 mM, pH 7,2

Temp: TA, Tiempo: 2,5 h

B°A:

(NH4SOs 1M
NaH;PO4 20 mM pH 7,5
B°B: H:0

0:2 purificado
seco (rotavap)

i
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SIDEA con CRMs;

1

Purificacion por HIC

1

| 0,2 y filtracion

Il

0:2-CRMyy; Purificado

31

[Total aztcar] y Tamafio, Kd
Contenido de grupos NH, totales
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Contenido grupos éster activos totales
SIDEA libre y % O acetilacion

Apariencia
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Reactivos residuales y Endotoxina
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FIGURA 7

n ’U'| H Aminacion reductiva 'lu FH H
&R o 1 hora
e CH Mbroy;é-m gi ;\fmo‘faﬁrc"m
O:C"

/
HC HC

1. Activacién con SIDEA

o o o o
d*ooa‘mw—tb
o o
2 Conjugacién con @
CH H

0
m——"’"" -(Uﬂrc-mmc-(awc—@
a¢

/
HC

-;,

32



ES 2 732 708 T3

FIGURA 8
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Porcentaje crecimiento en comparacién con control
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FIGURA 9
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