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PCT

ENTRADA EN FASE NACIONAL

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

D Caphin |

SOLICITANTE
{71}

®

REPRERENTANTE
10 APODERADD

»

20LICITUD DE:

Capluu il

annbras: TERMATIONAL INC.
vy BAXTER HEALTHCARE B.A.
sociededen conelikidas ¥ exisientes baja
s loyes dal Eslado de Delaware,
Ecizdas Unidoe da América y Sulza,
respectivamenta.

Diraeclonas Ona Baxtar Parkwey
Dodriiid, Ninols BOD15,
Fetadkas Unidas dg Amdrica
¥ Hariistramsa 2, Wallselen,
Kamon, CH-B308 Zyrigh,
Sulza, razpaciivameants.
Damiclling: Deariald, linaks,
Estadgs Unidos de América,
¥y Kenion, Zwrich,
Sulzn, respecivarnenkes,

D Patents de Modelo da Utliklad.

=

1=

;:t::“ Hgsem #ﬂl;;i 7425 Brandanbiwy Clrcla,
2. and 20814, Sykesville, Mandand 21784,
INVENTOR {ES) Estados Unkios de Amédrica. Estados Unkdas da Amdérice.
{r2) 3 Maryline LALIDE-SHARP 4- Milan BLAKE
16721 Gaossnack Tenaoe, 8521 Baaviord, Avenue,
Ciney, Maryland 20832, Fulicen, hdaryland 20718,
Estadoe Unldoa de Armidge, Estados Linidos de Améroa.
PCT (88)
Eolicitud Intenneclonal No. PCT/EFOR/05310 Facke: 10 de mavo de 2002
Pubkzacion Infemacional No. WO 02082131 A3 Facha :24 de noviembre do 2002

A
Tilulo (B4)

O Ctagificacién Internecional (§3) _AGIK 47/48

IDENTIFICACION
C.C. D NIF D
C.E, D Oitra D
Comd
Namera:
[DENTIFICACION
c.C. NIT E
CE D Otra D
Cuel
Nimero: 438019 TP, 31829

Nombre:  EMILIO FERRERO

Dirscelin:  Carrere 4% No. 72-35

Toléfonn: | 347 38 11

Feoc:: Hreei

E-meil; cllentesfBcamyp. com.

Dusmicif; BaogotA, Colombla.
Francie MICHOM

UGADOS o8 DE

AL

PESO NMOLECULAR GON TOXINAS POLIPEPTIDAS




I Prioridad _(33) Puis de Origan_ (32) Fecha {31) NOmero de Solicitud
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ald s —US _11 do mavo de 2001 Q8/853.387

O Comprobanta de pago No, (3-78.176 ___ Fecha: _27 de ochuibre de 2003
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Anegxos:

Comprobants de pago de s tasa de presentacidn de la solicitud por $ 400.000

Comprobante de pago por relvindicacion de prioridad.

Decumenio que acrediia la existencia y rapreseniacion legal cuando ol solictanie sea persona juridica.
Podares. sl fuare ol caso. De BAXTER INTERNATIONAL: INC.

Documento de casion del inventor al solicitants o a su causente,

Declaraciones.

Copila de la solicitud intemnacional. (Resumen, descripciin, relvindicaciones, dibujos)

Traduccin de la solicitud intemacional al castellano. (Resumsn, descripcion, relvindicaciones, dibujos)
Copia del examen preliminar afectuada por la IPEA.

Traducclin dal sxamen prefiminar efectuado por la IPEA.

De ser ol caso, copia del contralo do acceso.

De ser & cano, documanto que scredite in kcencls o autorizecion deuwdeconodmienbsmbhnahdoﬁ
las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material blol6gico.

Aria final 12212

De ser ¢l caso, informecion aobre oiras solicitudes de patents o titulos oblenidos en el extranjero por el

mismo liwlar o su causants, relacionndas pardial o totalments con la invencién de esta soficitud.
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PODER POWER QF ATTURNEY 7

To (nosotras), ahajo firmadofs) . £.... e 4 , the uad RAYTER TNTEHMATIONAL
RAKTER INTERHATAQHAL. ING. "/ . I'-""'eJ , '""’“"" BT, NI Feeee
it T Y A VS HG S Y i
Besefiald, . |11 Inais, ELE N cciainiees it lelwmeacaprpantann e S rmrans

por ¢l presente conferimes poder, v

GERMAN CAVELYER tpa, 832

EONZALO- PERDOMO ‘tpa, 831

EMILIO FERRERD tpa. 31929/ .- .icrirines
LUZ CLENEMCTA DE RAEZ tpm, /23555 ..,
Yo (e Tados &n 1a Carrard 4a. No.. 72-35,

Bogots, Colombia

AEBIr Ik imssimE s e mEmINFES LamparamImE Nl

.y para obrener [2 protocclén de mi (nuestra) pre-

@

piedad industrizl, 2 cuyo cfacto sutorizamos a
los dichos apoderados para que Tos Tepresenien
ante cunlesquiars entidedey o personBa, e[srzan
b %o jurlsicridn, cspecinimente ante los def oi-
den atdministrative, comtenclosoadministrativa ¥
judicial, en tado la pancerzmiente 3 los signiantes
asuntas: 8) Chteneidn de patzotes de’ invencion,
modelos ¥ ditngns Industrisles; ol registro de
marcss de fihriea_ cplecthvan v de sorvicio; @l de-
poalto da nombres eomnareisles y enaciiss; sa Te-
nouacidn, trospase, cambis de nombre o domi
citip, cancelacién voluntaria, ¥ ef ragletra de Y-

. pancia de nsa 2= ~5gs derechos; b) les acclones

de oposicldn, cencelaciédn, malided, medidas cane
telares, concesidn de loenkdas ¥ en general los
juleioa aiviles, penales, administrativos o conten-
cios-admivisrratives relaciomados con sstod de-
vechoe: acticoss v juicios que Promovamos O e
nos promusvan; y.of-para quc .en todos Jod

asntos arribedeterminados; pmedsn sustiodr

este mandare, cransigir, deskly, cancolar, reci-
bir, renunciar, aceptar noufirmciones y nombrar
- upoderados judiclales ¥ extrajudiclales.

Dado ¥ Armadg hoy . . Junlo “ de 1323
Deerfis

=¥,

g i\ L 170 28 s
= =—-:- P . . W R - "n_.,‘_".%C,P:..._;r;.? Ry 1_;-‘: : ‘.::5
3 GFBARD, STRCK . BASISTAST SECRETARR /O

Besards . do Mo

hareby grant to M2¢srs. Cawailer,
AERFAN CAVELIER, GONZALG PERDGIO ,
EMILID FERRERO, LUZ CLEMEHCIA DE
2AEZ . o

frofeselonal Cards Humbars: B3z, 831, 31929,

and ‘23555 raspectivafy. Domfciled at

Carrara ba. No. 72-35, Bogoed, Colombia

ongd [0 cbiain the prolection of my fonr) indlus
irial proparty, for which purpose we msthorise
the sald attorneys io represent ua before ony
suthotities ar parsone, with or without jurisdic-
tion, speclalty those administrative, administye-
tive contenticus and judiclal, in afl matiers con-
cerning the following: a) Obtainment of patenis,
models aad designs; the regisiration of trade-
marks, collertive end service marks; the deposdt
of commercial narnes and ensigns; its renewal,
assignment, henge of name or domkils, volon-
tary tancellation; and ‘the yeplwiration of llcen-
sag of use of the phows rishis: b) artions of op-
pasitian, cancellation, nullity, Infringement,
granting of Heemses; and in general the civil, pe-
nal, and adminisretive suits relatiog to thoss
rights; actions and suits [nstituted by me {us) or
against me {on); aod chet in all the above mat
ters they mily substlinte this Power of Attornay,
compromise, desist, cancel, receive, renounce,

accept adifications and appoint AtLOIMSYS-in-
Fact In or out of Coart.

Given and signed this "EUNB. A6, )883.......
n m.lmms. 60915, . KA,

R T STy
* ool sl anic BT g gt :
T Eme s e B
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. Pruduatara ¢ Fderprete w
Ruddwitn 69 Aiguaicis Hot



Conswlado Gomoral do Evlombi

122 SOUTH MICHIGAN AVENUE. GLATE 1441

CHICAGO. ILLINCIS 60603
TEL (3121 3410888 FAX (312) 3411980
ve. {6 /C 4 93

Chicago, J1Y 33 BY

1l Genaxal ds Colombia, OCERFIFICA que al aacfior

o e

ejacois legaloonte, la fecha allf n;wnnu, las funelionas da

Wkd‘:@ cdee %W Yy que la firma y sello que

4 42 al documanto aparesss cumd SUYOs.soB los gue usa y acostunbra on sud actos

[
'%W@I.u sutoriza a1l pxosentoe dooumanto,

ofiaislos, de acuardo con al reglstro que s lleva en aeste consulado.

) & . -
_.:_' .e El cénzul no asunmo yesponsabilided alguna por el coatenido del dooumento.

o 1 PAGADO IMPUESIO DE TIMBRE

2a uss 6.00 (Seis délares)
L@ b Siiietroe GUIRALIRES

FONDO ROTATORIO |

‘LINDA 1anozi HESS .

. LAKE COUNTY CLERK :
18 NORTH COUNTY STREET - '
WAUKEGAN, ILLINOIS 60085 Frulectun ¢ Suierpee Oficid

Genéral Services 708/360-3610 « Elections 708/360-6628 » Tax Extension & Redemption 708/360-6657
STATE OF ILLINOIS)

ﬁ- COUNTY OF L A K E; - -" £ - cr:
Frakiaing
_. G

[ - ) ’

»$egoing or. - BT

“ 3 Fﬁ‘rﬂ l‘;'l'..' 3 i

ahi\exed documgnt was notarized, was, on the d‘?'!'{'fl R SINERPI

, 1890, appointed a Notary Public and for the
Colonty of Lake, State of Illinois and that as s 11 faith and
credit is and ought to be given to thim Notary's official
attestations. In testimony whereof I have aff{xpd my signature 7«3

the seal of this office this day of v 19
- Cortification nat valid unloes the sasnl LINDA IANUZI HESS
. of Lake Couaty, Illinois 18 affixed. LAKE COUNRTY CLERK

113-208 1040
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TRADUCCION OFICIAL No.

8.90.93 de un documento escrito en

inglés el cual para su identificacién se sella con el sello del

Traductor al mismo tiempo que 1la presente.
sido prepsrsda por Bernarda R.

debidamente

reconocida por el Ministario

de Martinez,

Esta troduccldén ha
Traductora Oficinl

Releaciones

Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicis de Colombin

medisnte Resolucidn No. 683 de 1991.

(Se traducen

sellos ¥y legalizaciones

sparecen a

continuaclén de un Poder escrito en inglés y espaflol otorgado

por la sociedad

BAXTER TINTERNATIONAL INC.,

8 favor de los

Doctores GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO, EMILIO FERRERO Y TUZ

CLEMENCIA DE PAEZ). o "

Dado y firmado hoy 16 de junio de 1993, en’D@erfiald, Illinois,

Estados Unidos de América,

ASSISTANT SECRETARY .
CERTIPICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y-éapaﬁol referdnte a

la existencia y representacidén de

INTERNATIONAL INC., expedido en la Ciudad de Deerfield
de Illinois,

1993.

6726794

Egstados Unidos de Apé;iqp,

CERTIFICACION

LINDA IARUZI HESS

por el qeﬁo: A.

sociedad

el.-19~-d&-.-0C
1\.:,:.\'.&“*'-0-1"‘
Sv LA

GERARD §IECK,

E"’?

B

TARLQ '
BoGOTA

FTENTICARI0F

¥

O
=
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ESCRIBANOQ DEL CONDADO LAKE

18 NORTH COUNTY STREET

WAUKEGAN, ILLIROIS 60085

Servicios Generales 708/360-3610 * Elecciones 708/360-6628 *
Prérrogas y Redenciones de Impuestos 708/360-6657

ESTADO DE ILLINOIS )
) &8
CONDADO DE LAKE )

CERIFICADO DE AUTORIDAD
Y0, Linda Ianuzi Haess, Bacribano de Condado del condado de Lake
en el Bstado de Illinois, cuya oficina es una ofl¢cina de
registro que tiene un s=ello, certifico que Mary H. Cross quien
ha notarizade ¢l documanto santerior ¢ adjunto, ers el 26 de
junic de 1990, Notario Pidhlico nombrado en y para el Condado de
Lake, Estado de Illinois y como tal, todas sus certificaciones
deben ser reconocidas. En testimonio de lo cual he firmado y
estampado el sello de esta oficina hoy junio 17 de 1993.
(FPirmado): LINDA IARUZI HESS
ESCRIBARO DEL CONDADO

HIR OF-IY

(Sello seco en relieve gue d:lce):.__.’is_.'zé_l:,?_h CON “.9 /
ILLINOIS R oy 2 —~— ‘?:E’

x) -!}E!‘{:G‘w:. Q:' .B Q¢
(Imprenc): Esta certificacion ng:fespiaing jos gu w\aruﬁ,;h’l

f-‘r;"’._‘__. " - .:n'-‘ " . ’.:
sello del Condado Lake, Illino%&gﬁ-{-ﬁ;';‘{!"{:?r: kN R % ':-r/

2V prpcC MENDEL URRNAY & L M

{(Impreso): 113-208 12/89 % L Y
(En espafiol): Legalizacién de la firma qus tecede hecha por
el CONMSULADO GENERAL, DE COLOMRIA EN CHICAGD, ILLINO1S, hajo sl
NHo. 1610793, de fecha junio 29 de 1993, firmada por la sefiors

Maria Teress Gonzédlez, Encargada de Funciones Consulares.



Pagados Impuesto de Timbre y Derechos Consulares por valor de
veintiun délares.

(S8ello Consular en tints que dlce): CONSULADO GENERAL DE
COLOMBIA * CHICAGO » .

Legalizacidén de la firms qQue antecede hecha por el MINISTERIO
DE RELACIONES EXTERIORES DE COLOMDIA bajo el No. 481652 d=
fecha 5 de agosto de 1993, firmada por el sefior Nelson Sénchez

Torras, Jefe Legalizaciones.

Es traduccién fiel y completa de 1la cual se deja copia en los

g FEHATSEE  eesane.
archivos de esta oficina para su confrontecidn *§] mwmoﬂm
remito.
Bogota, agoato 9 de 19923
COLO 5873-702-001-4
BRM-27

w v YEIR
s
.mmun:r;su}'gtﬂ
ABEA L SE300E8 SERTILES
. BACE CONSIAB
for b

aparcse FARY

Cigs lymz rorg ofshn cn G leche ”"_“0 MIT4 10 £E:

doeeme v, Bu

Y N WY H

' . . ‘J'-::J‘L LLRLY W ’l )

I :;msi;:"tﬁﬁ' ko,
Lord M,

) H ac.a™n Jela de m’."‘-w“ : $ G o, __
T ,m..b".:b:l Fys Pt € by T4} 18 strada €3 cala

saserle co =it SENTAFE DE BougTA :f‘g”
! "’q,
LT & TORRES 2
i '_;:-:AUI.ADIBNEE " ; 10460- '993 .ii
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TRADUCCION OFICIAL No. 08.03/00 preparada por Maxfa Elvira

Martelo, Traductora Oficial aprobada por el Ministerio de Justicia
mediante Reaolucién 2879 de 1995 y reconocida por el Ministerio de

Relaciones Exteriores.

MODIFICACION A LA TRADUCCION OFICIAL No. 8,.90.93. REALIZADA EOR
BERNARDA R. DE MARTINEZ CON FECHA 9 DE AGOSTO DE 1993.

Se modifica especificamente lo que se subraya en la sigulente
transeripeidn de la parte de la traducoién que corresponde al

CERTIFICADO DE AUTORIDAD otorgado por el Escribane del Condado de
Lake, la cual dice asi: “Yo, Linda Ianuzl Hess, Escribano de
Condado del Condado de Lake en el Estado de Iillinois, cuya oficina
ea una oficina de registro que tiene un sello, certifico que Mary

H. Cross quien ha notarizado el documento anterior o adjunto, axa

Candado d¢e iaka, Estado de Illinois y como tal, todas sus

certificaciones deben ser reconocidas En I:esl:iumj,g..de. lazg'g.a.,,,y

?“:ﬁ":

1993=, * v -?.nl--'fo-v 20"3 r,“
PARA QUE AHORA SE LEA Asf: ;" DB iy - ....u;

ND faft by =
23 !'H?‘ ¢l v andin

Y ., Linda Ianugl Hess, Escribanc de Condado del Condade de Lake en
el Estado de Illinels, cuya oficina es una oficina de registrc que

tiene un sello, certifico que Mary H. Cross, quien ha notarizado

el documento antexrior o adjunto, fue pnombrada el 26 de junio de

de Illincis y como tal, a todas sus certificaciones deben serxr

raconocidas. En testimonio de lo cual, he firmado y estampado el

gello de esta oficina h y junio 17 de 1993.



S

{Al dorso) Legalizacifn de la firma que antecede expedida por el

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 481652 del 5 de

agosto de 1993, firmada por el Jefe de Legalizaciones.

Es traduccién fiel de la cual se deja copia en esta oficina para

au c;onrrontacién .

COLO WPCL 5873-702-001-4

MAR.13/00
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Lt CAVELIER

//

ABOQADOS COmED FIECTIONIED suNDIAL. CAVE

Teiesds (5T (Y 33341

faes asa?y CA'R €O EDIFICIO 5451

13317602373 CAVE UC CARRERA 49, No.72-23
BOGOTA B, COLOMMA

THEFOND a7 11 H120130

Canes CAVELEYES

Sefior Jefe g8 la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencis de Industria y Comercio
E. 8. D.

Poderdante: BAXTER INTERNATIONAL INC.

Poder conferido el: 16-06-83

Y0, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apodarado
principal @el  Dpoderdsnte arridba mencionade eastentamaente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder conferido en el
doctor EMILIO FERRERC, Abogsdo con Tarjeta Profasional

No. 31.929, con todas las facultsdes que me fueron conferidas.

a i 3 B
Hago la anterior sustitucidén conforme el arﬂ%o:‘mw‘
Cédigo de Procedimiento Civil ya que ~108° bt 8 9 i
T m‘“{‘tﬁ""'ﬂ‘""z
faltan en este momento. E )

s-l’

Ea
Zrt
»

"

.J"\"

.:?
'."\g' o~
Sefior Jefe, "

Q- ™LA s

OINOV 2003 3“

I'ADI.& I.Ehh}J )
l-'.vua.d:ﬂ wa

-
’ 'l’

-t::t-a;n '

1

Acepto:
4. 0" Ge
r P I,
EMILIO FERRERO
;S""‘ T-E-A- NQ 310929
/’ Cﬂci No. 438.019 de Usaquén
ag.
' Ly
;?
29-780-2 o i o

CAVELIER AOGADDS MNIT. Re0041.347-3
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{(17) INTERNATIONAL APPLICATION FUBLISHKD UNDER THE PATENT COOPERATION TRUEATY (PCT)

(19) World lotcllecinal Property Organtxation
Trteruntional Burcsn

(43) laternational Poblication Date
21 November 2002 (21.11.2002)

PCT

(10) International Publication Number

WO 02/092131 A2

(51) Internations! Potent Clansification®
{21) intermational Application Number:  PCT/EID2ASM0
{21) [uternstional Piting Date: 10 May 2002 (10.05.2002)

English

English

{25) Fillng Langoage:

{26) Pobliestion Languspe:

* (30) PriarHy Data:

A 0 D AL T A

:

WO 02/092131 A2

09851367 11 May 2001 {11.09.3001) LS

(71) Applieants: BAXTER [INTERNATIONAL INC.

{USAUSY: One Basiar Parkwuy, IL 60OLS (US).
BAXTER HEALTHCARE S.A. | : Herdsttan
2, Wallscllon, Kanson, CH-8306 Zusrich (C11).

{71) laventory: MICIHION, Francls; 4401 Rosedale Av-
enoo, Bethende, MD 20814 (LS). MOORE, Samuek
7425 Brusdenburg (Bcle, Sykesvills, MD 21784 (US).
LAUDE-BILARP, Maryllor; 1872) Gooseneck Tormco,
Olney, MD 20832 (US). BLAKE, Milan: $521 Beanfoed
Avenns, Fahon, MD 20759 (L1S).

(') Agesti BASSETT, Richard, S.: Erie Portor Claskeon,
Pok View Huus, S8 The Rupewalk, Nottinghum NO1
5DD (GR).

ASIK 47748 (31) Deslgnated Statm /nztionaflt AR, AQ. AL, AM, AT, AU,

AZ, BA, BN, RG, BR, BY, BZ.CA, C)4, ON, CO, CR.CU,
C7, DIL. DK, DM, D2, EC, HN, RS, 1T, @B, 0D. O, 11,
M, AR, HU, ID, [, IN, IS, JP, KE, KG, KP. Kit, X7, 1.C,
LK. LR, LS, LT, 1.L), LV, MA, MD, MQ, MK, MN, MW,
MX, M, NO, NZ, PH, PL, T Re), RU, SD, 50, 84, S
8K, SL. T, T™L TR, T, T4, UA, UG. UZ. VN, YU, ZA,
ZW.

(84) Deslgenied Sistes (regional)s ARIPO pautemi {11, GMM,
KB, 1L.¥. MW, MZ, 8D, 5L, §Z, TZ, uQ, M, ZW),
Rursstun patent (AM, AZ, BY. KQ. KZ, MD, RU, T3, T™),
Ikmopexn pamnt (AT, BE, (11, CCY, DA, DK, BS. W, FR,
GB, GR, [E, IT. LU, MC, N1, PT, SE, TR), OAM ptemt
{BE BJ, CR, O, C1, CM, GA, OGN, GQ, GW. MI, MR,
NE, SN, TD, TG).

Publivhed:
—  withoul leierrtional search report and 10 be republished
wpon recelos of thal report

For neo-letter codes orf other ablywyigzions, efar io the “Gaid-
anor Noses on Codex and Abbrevictions” appearing & the begin-
aing of each regular (sree of e PCT Ganetze.

(54) Tielet IMMUNOQOENTC COMPOSITIONS OF LOW MOLECULAR WRICHIT SIYALURONIC ACTD AND METHODS TO
PREVIINT, TREAT AND DIAGKOSH INFECTIONS AND DISBASHS CAUSED BY GROUP A AND GROUP C STREFTD-

(37) Abstraet- The present fovention
providea aytigenic composttions aml
mothods for testocent ard preventon
of infetion ond discase causod by
goup A snd goap € srepruencel,
In paniealw, tha inveniion provides
Jow maleralsr welght hyakuronic ecld,

low malecetey welght hyalazanic acid
finked 10 u corrier mxd cormpositions

compeising them. The compoiitions siicit antibodies to low molocular weight kywlevonic acid which aro efossnective whiy groap

A sad C sireptocncei und which ore minimally cross-reactive with astive hyalsronic acid. The laventhun is

particalarly usefud fur

providiag both active and passive bpmmogenic protoction fur thoss infected wilt or & iisk infection with group A end grusp C
sreptocntd. Additonally, the prosent [svention provides msthnds md composidons usefu) for dicgnosing infeethuns nned diseascs

cwmsed by group A and group C sireptoenexi,



WO 012092131 PCT/EPO2/05310

Immunogenic Compositions of Low Molecular Weight Hyaluronic Acld
and Methods To Prevent, Treat and Diagnose Infeetions and Diseases
Caused by Group A and Group C Streptococed

FIELD OF THE INVENTION
This invention relates to hyaluronic acid/polypeptide conjugate molecules, and |
pharmaceutical compositions comprising them. In puticular the present invention rolates to
hyaluronic acid, and more preferably, low molecular weight hyaluronic acid (LMW-HA), and
LMW-HA/polypeptide conjugate molccules that clicit antibodies to hyaluronic acid which are
-cross-reactive with both group A and group C lheptomeci The molecules of the invention and
pharmaceutical compositions comprising them are useful for the treatment and prevention of
infection and for the diagnoses of disease caused by group A and group C streptococci.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Hysluronic acid (HA) is a naturally oocuring glycosaminoglycan. It is made up
-of' repesting units of N-acetylglucosamine and glucuronic acid. See Figure 1. HA ocows in
animal tissve, e.g. spinal fuid, ocular fluid, synovial ﬂmd. skin, and also in some streptococei,
such as in the capsules of group A and group C streptococci. Such mucoid or highly
encapsulated strains of group A streptococei have been associated both with unusually severe
infoctions, and with acute rhcumatic fever (Jobnson et al, 1992, J. Infect. Dis. 166:374-382),
Human invasive sof-issuc infections caused by group A and group C streptococei are associated
with significant morbidity and mortality. Group C streptococci are also associated with
pharyngitis and resctive arthritis. Further, group C streptococcal infeclio;n are prevalent
horses,

The mucoid colony morphology of group A and group C streptococci is a result of

-la
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mt production of capsular polysaccharide composed of hysluronic acid. The hynluronic
acid capsule of group A sireptococci has recently been shown to exhibit a number of important
mlui-nﬂlepm;midtyoflhe!eugnﬁm Among other things, thoe HA capsule protects
mucaid group A streptococci ﬁ‘omphagocymismflhumimponmtmleinvimlm(wm
et al. 1991, Proc. Natl. Acad. Sel. USA 88: 8317-21; Dale et al. 1996, Infecl:-!mmml. 64:1495-
501; and Moses ct al, 1997 Infect. /mmumol. 65;64-71). In addition, the HA capsule modulates
M protein-mediated adhorence and acts as a ligand for the attachment of group A streptococcus
.toCDMon human keratinocytes. The group A strcptococcal HA capsult is both highly
conserved and surfuce-exposed which indicates that HA may scrve as a universal adhesion site
for the attachment of other strains of bacteria to the pharyngeal mucosa and to the skin (Schroger
et al 1998, J. Clin. Favest. 101:1708-16). 3

Preventing and treating infections of gram-positive pathogens such as stwptoeoeu
are particularly important becanse of the development of resistant strains which are both difficult
'to treat and difficult to eradicate onca established. Althongh conjugation of polysaccharide
antigens, or of immumologically inert carbohydratc haptens, to thymus dependent (TD) antigens
such as proteins enhances their immumogenicity, it was not evident whether such an
immunogenic response, if elicited against HA, would provide protection against HA containing
bactesia, such as gronp A or group C streptococci. Further, the presence of HA both in
mammalisn tissue and on streptococti complicates the development of HA as o carbohydrate
antigen (o treat or prevent streptococeal infection because of a potential to elicit an autoimmune
alOII; directed at the host tissue.

Until recently, HA has boen thought to be a nonimmunogenic molecule (Meyer,
1936, J. Biol Chem. 114:639 and Humphreys, 1943 , Biochem J. 37:460). However, more recent
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stodies indicate that naturally occurring mntibodies to HA are present in several species
(Undexhill, 1982, Biophys. Res. Commun. 108:1488). Fillit et al. induced antibodics to HA in
mice with HA bound to liposomes. They report that HA is immunogenic and identified two
antigenic determinants on the mole;ule. Fillit et al. also noted that the mode of presentation of
HA on the liposome is important to its immonogenicity. Finally, Fillit et al. rcported that an HA
antibody was cross-reactive with hcparan sulfate and that such cmn-rucum could be involved
in the pathogenesis of autoimmime vascular diseaso (Fillit et al, 1988, J. Exp. Med. 168:971-
982). Based on the reports summarized sbove, it remains unprodictable whether HA or HA
.emjugatawunldelicitmimmmmponnuuml for inhibiting or treating infection from HA

containing bacteria such as group A or group C streptococei.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides for an immunogenic composition comprising HA.
md LMW-HA conjugated 10 a polypeptide or protein camier. The conjugate molecules of the
present invention arc uscful for eliciting antibodies that are cross-reactive to bacteria containing
HA, such as both group A and group C streptococei. The conjugate molecules of the present
invention and pharmaceutical compositions comprising them are uscful in a method for the
trentment and diagnoses of infection and diseass caused by sach bacteria, including group A and
“group C strepiococi. '

Applicants have surprisingly discovered that the LMW-HA conjugates are
umnumgr.mc in mammals. Bven more surprisingly, spplicants discovered that antibodics
elicited by the conjugates of the invention aro cross-reactive with groups A and C streptococci

but are only minimally cross-reactive with native 1A associated with mammalian tissue.

-3~
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Methods for conjugating LMW-HA to polypeptides include reductive amination,
treatment with cyanogen bromide, amide bond formation between a free aminogroupon.lhe
carrier and & carboxylats maiety on the LMW-HA, or by use of s linker molecule, The invention
provides pharmaceutical compositions comprising conjugate molecules of LMW-HA and the use
of these compositions to elicit antibodies for the treatment of infection by HA containing bacteria
such as groups A and C streptococci, as vaccipes, and for diagnostics. Any polypeptide that
converts & carbohydrate T cell independent response to a T cell dependent response is suitable
for use as a carrier. Examples are toxins or toxoids such as tetarms toxoid, diphteria toxoeid, and
pertussis toxins or toxoids, neisserial porins, e.g., PorA of gonococci, and PorB of meningococei.

The present invention also provides pharmaceutical compositions, veccines and
other immimological reagents derived from the immunogenic LMW-HA-polypeptide conjugates.

The invention is further directed to a method of immunizing a mammal aga..lnst
bacterial infections. The method comprises administrating an effective amount of the

+ pharmaceutical composition of the invention to 8 mammal for deterring infection from a discase
canging organism. Tho methods are nsefnl for preventing or treating infection by bacteria
containing HA, such as group A and group C streptococci.

The invention also provides a method of eliciting antibodies in mammals,
preforably humans, with the inventive LMW-HA-polypeptide conjugates. The invention also
peovides for an immunoglobulin composition and isolated antibody that are elicited in respouse
to immunizing a mammal using the polysaccharide-polypeptide conjugates of the invention.
Such immunoglobulin and isolsted antibody ore useful as therspeutio agents and as diagnostic
reagents. .

The immunoglobuling and antibodies produced are specific for LMW-HA. The
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coajngatc molecules of the invention wre alw usefiul for raising monoclonsl md motiidictypic
smlibodias according to well knows methods.

BRIEF DﬁECRIF]IDN OF THBE DRAWINGS
FIG1: Stracture of hysluronic acid (HA). |
FIG 2: Ceneration of antfgenic bow malecular weighi mwim by sonication
andfor acid treatmant.
_FIG 3: Strochwre of the strepioceccal HA proteclive epiicope; 2) lﬂlr-lsnm!mﬁ:h
from sonieated HA; b tetrasaceharde genarsted afer the action of hyatoronkdase.
' FIG 4: ELISA titscs af rebbit antisers 1 soniesied ELA-TT confugaes.
FIG 5: ELIEA titers of mabbit antisera to aoid hydeatyzed LMW-HA/TT
conjugates.
FIG 6: Titration of rabbit antlsera o sonicated LMW-HA/TT conjugate.
FIG 7: Titretion of rabbit antizam to acid hydmolyzed LMW-HA/TT conjugnte.
FHG 8 [nhitition of abbit antisenum # 75295 with acikd hydnolyzed HA,
sonicated HA, and sonicated HA conjugate on EMW-HA/HSA coated platcs.
FIG 9: Inhibition of rahbit antiscrum # 75295 with sonioated HA, metive HA,
D-shucronic aci, FIA disaccharide, end HA tetrassccharide on LMW-HA/HEA coated plates.
.FIG 10; Tnbibition of rabbil stiserum # 72700 with sonicated FLA, native HA,
D-gluenrome acid, HA disaccharide, and HA tetrasaochaide on LMW-HA/HEA cosled plates.
" FIG [1: Wiibition of reblit entisenam # 72700 with sonicatcd HA, native HA,
HA disaccharide, FA oirmncchinide, nnd HA hexe/oetasaccharids on LMW-HA/MY3A coated

phatss.
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FIG 12: ELISA titers of BALB/c mouse antisera to LMW-HAXPorB conjugate.

FIG [3: ELISA titers of CD1 mouse antisera to LMW-HA/PorB conjugate.

FIG 14: Passive immunization o!:BaII:lu mice with rabbit antisers; challenge with
GAS type 6 (4,400 cf/mL). Respectively,V rabbit antisera against PBS/CFA; O rabbit antisera
against sonicated LMW-HA/TT; O rabbit antiscra against sonicated LMW-HA/TT; ¥ rabbit
antisers against sonicated LMW-HA/TT.

FIG 15: Passive immunization of Balh/c mice with rabbit antisera; challenge with
GAS type 3 (2.5 x 10° cfivmL). Respectively,c; rabbit antisera agninst FBS/CFA; ¢ mbbit
antisera against sonicated LMW-HA/TT; O rabbit antisera against acid hydrolyzed LMW-
HA/TT, V rabbit antisera against sonicated LMW-HA/TT.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Hyaluronic acid is used as an immunogen to raise a protective and/or therspeutic
“response. In particular, HA is useful for mising an immune response that is cross-resctive with
bacteria, such as group A and group C streptococci, that have HA on their surface. Without
being bound by theory, it is belioved that the épitope cross-reactive with group A and group C
streptococci is about 3 or 4 residues in length and is located at the nonreducing terminal. There
docs not appear to be 8 significant dimefme whether (he non-reducing terminal glucuronie acid
residue is saturated or unsaturated as hoth epitopes mpmteutwe In nddiﬁol;.itnppmthnt the
termineal glucuronic acid is converted to unsaturated glucuronic acid in blood and other body
fiuids. HA cam terminate in either s ghucossminyl or glucurany] residus, the immune responso is
enhanced when the percentage of glucuronic acid or unsaturated glucusonic acid at the

nonreducing terminal of HA is increased over the percentege of N-acetylglucosamine,



s7

WO 02092131 PCT/EPO2OS310

A]tbonghmﬂvoHAmybemedforpnpﬁgeonjupﬂuMﬁ:gtoﬂﬁl
invention, preferably LMW-HA that is from about 3 or 4 saocharides to about 2000 saccharides
or&omabomsoommtoaboutmxdinsizohusedmprepueeoqium. More
preferably, the LMW-HA is sbout 4 saccharides or 2 repeat units to about 100 repeat wnits or
about 800 dalions to sbout 40 Kd in size. A most preferred size for the LMW-HA is sbout 4
ropeat units to about lOonboutZOrepulm\iuonboutBOOdlltm:stq nbc;ut4or8Kd. The
LMW-HA can be abtained from native HA, which typically has a molccular weight of 400 Kd to
several million dalfons (available fiom Sigma or by purification according to U. § Patent No.
4,141973), by various methods inchuding sonication (Kubo K; et al. Glycocony J,
1993,10(6):435) or by chemical (Blatter G, Carbohydr. Res. 1996, 288:109-125 and Halkes K.
M. Carbohydr. Res. 1998, 309: 161-164) and/or enzymstic (De Luca et al. J. Am. Chem. Soc.
1995 117:5865-5870) methods, '

The invention also plovulel for LMW-HA molccules containing glucuroni¢ acid
residucs at the nonreducing tenminal. One method for obtaining glucuronic acid terminal HA
fragments is by sonication ofmﬁvcHAnmrdingbtl;omlbodof Kubo K; et al. Glycocon/ J.,
1993,10(6):435. The percentage of molecules with a glucuronic acid terminal can be increased
by treatment of the sonieation product with an exo-f-N-acetyl glucosaminidase to remove any
non-reducing terminal N-scetyl glocosaminyl residues and provide LMW-HA with a higher
;;aeenuge of glucuronyl residues at the mnradudng terminal of the molecules. An altemative
method for obtaining LMW.-HA includes treating native HA under mildly acidic conditions 1o
generate molecules containing 3 mixture of N-acetyl glucosaminyl and glucurony! residues at
their nonreducing ends. The terminal nonreducing glucosaminyl groups on the acid
depolymerized LMW-HA can be removed with an exo-p-N-acetyl ghicosaminidase to provide
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LMW-HA with glucarony) residues at the nonreducing terminal of the molecules. See Figure 2.
The invention slso provides LMW-HA molecules containing 4,5-unsaturated glucuronyl residucs
at the nonreducing terminal. See lfigm'o 3. One method for obtaining 4,5-unsaturated glucuronyl
terminated HA fragments is by treatment of native HA with hyaluronidase.

The LMW-HA for uso with the present invention consists ofﬂ;-nmenu wherein at
least about $0% of the LMW-HA fragments have glucurcnic ecid or unsaturated glucuronic acid
at their nonreducing terminal, Preferably, at Jeast about 95% of the LMW-HA fragments for use
with the invention have a glucuronic acid or an unsaturated glucaronic acid at their nopreducing

. terminal.

When using sonication, native HA can be dissolved in a suitable solvent, such as
phosphate buffered saline, end the solution somicated until the desired amount of
depolymerization is obtained. See, for example, Kubo et al. Glycocony. J., 1993, 10:435. The
LMW-HA obtained by such treatment preferably has a molecular weight of about 10-20 Kd and
‘contains mainly glucuronic residues at their nonreducing terminal end, i.e. greater than 95%.

In addition, LMW-HA fragments containing a mixture of N-acetylglucosaminyl
and glucuronyl residues at their nonreducing ends can be obtnined by treatment of HA under

" mildly acidic conditions. About 50% of the LMW-HA fragments obtzined by this method have
ghncuronic acid t their nonreducing terminal, Subscquent to the acid treatment, the torminal
nomreducing glucosaminy! groups can be selcctively removed from the fragments with an exo-p-
N-acetyl glucosaminidase (available from Sigma) to expose glucurony] residues ot the terminal
mdafl-lmmolewlu. By varying tho rcaction conditions, the percentage of fragments with
terminal nonreducing glocosaminy] groups can be controlled. For example, the resction can be
stopped by clmuplmgthe enzyms with heat or pH at various points of completion to obtain the
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desired percentage of fragments with ghicuronic acid at their ponreducing ferminal.

In addiion, LMW-HA with cither Argoetyl-p-D-ghicossmine or [-D-phuichronic
acid # the reducing cad £an ho c.'hu_niully synthegized by methods nown in the art. See Blarter
G, Corbohydr. Rex. 1996, 288:109-125 and Halkkes K. M. Carbolypdy, Jtes. 1098, 309 161-164.
For example, & suitably protesied ghacosamine-glucuronic acid &saccharide can firzt be prepared
from the corresponding monosacsharides. The moatsaccherides can be coupked by methods
know in the mrt, such a5 by the use of an e-lrichloroacetamidogincopyrancas an the giycoayl
donot. The mesulting diserchavids cmo then be repeatedty coupled with itssl 1o form LMW-HA
;nfﬂrying sizeé. For example, the anomeric protecting group on the ghnenronic acid portion of
the dizaccharide can be seloctively removed. A prefined protecting group for this poxition i the
4-nethoxyphenyl gronp. For the reducing-end disaccharide, .0, the first glycasyl aceepbary the
anomeric position ¢an be comverted to & meethory moicly, for example, by fivst converting ihej 4
methoxyphenyl group to anomerie hydooxyl by treamsent with ceric ammonium nitrmte. The
tesulting anomeric hydroxyl group tan be convected to mn o-trichloroscetimidate maicty by
trestment with trichloroacetonittile and DBU. The o-ichloroatetinmidate moicty can be
converted fo the methoxy moicty by treatment with anhydrous wethanol foflowed by trestmeant
with timethylsityl iriflate and friethylamine. For disaccharides to be used a3 glycosy] desors,
the ancmeria position cm be converted 1o the a-trichlonacetimidaie moisty sy descrbed above,
The methoxy-peotectod disaccharide described shove cem be used 29 & glyensyl acceptor after
ecleolively removing the protecting group ot the 3 position of the glucosemine residue, A
preﬂlrsti protecting grovp by this position is the chlomacctyl group which ¢an be removed by
treatment with thionrsa and pyridine in ethanol. The dissocharide domer can bhe coupled to the

aoceptor in an interative mafiner ko produce LMW-HA, i.e,, each successive coupling produccs

=4
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LMW-HA with an additional repcat unit. Additional prefared protecting groups for the
glucosamine residue are a 4,6-O-benzylidenc growp and a 2-N-trichloroacetamido group.
Mﬁﬁmﬂmhdmweﬁumﬁrmeﬂumdcaﬁdmiduemﬁmdwl
groups and a C6 methyl ester. The usc of these and alternative protecting groups is described in
"Protectivo Groups In Organic Synthesis,” 2™ Bd., by T.W. Greeno and P.GM. Wuts, 1991,
John Wiley & Sona, Inc., which is incorporated berein by reference .
HA fragments can also be synthesized enzymatically using uridino diphosphate-
sugars and HA synthetase. See, for example, De Luca & al. J. Am. Chem. Soc. 1995 117:5869-
| 5870. These last two methods sllow for the synthesis of LMW-HA having any percentage of
glicuronio acid at its terminal. Thus, the formation of LMW-HA by enzymatic degradation,
enzymatic synthesis or by chemical synthesis allows for the production of greater than gbout
98%, or greater than about 99% of the LMW-HA fragments having a ghicuronic acid o; an
unssiurated glucuronic acid at their nonreducing terminal.

- The LMW-HA may be coupled to a carrier by methods known in the art. See, for
example, Dick and Bemret in Conjugate Vaccines, Crusc ¢t al. eds., Comirib. Microbiol
Immunol., Bosel, Kamrger, 1989, vol. 10, pp 48-114 eand Jeanings and Sood in
Neoglycoconjuguates: Preparation and Applications, Lee et al. cds., Chapter 10, pp 325-371,
1994, Academic Press, S Dicgo. The methods include reductive amination, coupling through
(he carboxylate moiety, the use of likers, and the use of cymogen bromide or its derivatives.
When conjugating LMW-HA to a carrier, it is preferable to avoid alteration of the epitope at the
nonreducing end of (he polysaccharide. A preferred method of conjugatimg LMW-HA to carrier
is by direct conjugation such as by reductive amination at the reducing texminal saccharide. For
cxample, a2 reducing terminal end group may be selectively introduced into LMW-HA by

-10-
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raduetlon of the reducing terminol rosidne with, for example a borohydride, followed by
periodate’ oxidation apd réductive smimabion. Soe, for example, Jennings U.S. Patent No.
4,256,170

Methods which muuptr. LMW-HA [0 a camler at varlous locationa along the
back-bone of the LMW-HaA cen also be nzed. For sxampls, LMW-TTA, bo retivated by the
use of periodste fo gencrate aldehyde groups i the backbone vesiduey of the ;mlymahm-ide and
the activaled LOMW-HA # then trested with & carrier canteming & frec amino group in tha

* prescace of & redocing agent soch as a boschydride. These methods also permit conjupation of
ﬁm than tne carrler molocule o a single LMW-HA which permits eroas linking.

The polypeptide coruponent of the conjngete molecnles of the invenkion may be
sy physiologically tolerated protein or polypeptide which ovoles 3 T cell depoalent response
when conpled to LMW-HA. The tenn polypeptide is imtendcd to be » geoexic term that ml:lu:l
peptides, polypeptides and proteipe including nativo, modified, or rcoombinant paotcins.
Examplea of polypeptides useful as carriens inchwde, but are not hmited o, bactorial toxina,
toxolds, poying, euter membrame proteins, and cross-reactive protein materials. Such polypatides
inchode, but ara not limited to, fetanes toxedd, diphtheria toxeid, perfussis ioxoki, sn
inwmmogenic polypaptide derbved Gom sireptococoi, an immuncgeaic polypeptide derived fom
infliooga, an immunemenic polypeptide derived ffom meningococch, m imminogenic
polypeptide derived - pocumocoecl, md in immunogento polypeptide dedved from £ colf
In perticular, tolemgs foxoid, dipivhmia loxoid, CEMyy, and porin polypoplides from,
hemophilus, £, coff and ngisetria, such as iPorB, are prelarred. Sce for cxample U.S. Patent No.
5,439,808,

The conjugate mojecules propared according to the present invendion typiosily

-ll-
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comprise a carrier polypeptide or protein to which is bound at least one low molecular weight
hynhwonic acid fragment through a single binding site at the terminal end of the backbone of the
polysaccharide fragment. Thus, tho present invention provides tho ability, if desired, to produce
low molecular weight hyaluronic conjugate molecules whercin the polysaccharide component,
axcept for ane end, is unobscured by the carrier. These types of conjugates :rmybcre&redhu
ncoglycoprotcins.  See, for example, Dick and Beurret, supra. Altematively, cross-linked
conjugatos may be formed according o the present invention. These types of conjugates may be
referred (o as lattice conjjugates. Sce, for example, Dick and Bewrret, suprn.

The molecular ratio of LMW-HA to polypeptide or protein in the conjugate
molccules of the invention is preferably between about 1 to about 100 molecules LMW-HA per
molecule polypeptide or protein. Moro profersbly the ratio is between about 10 and sbopt 20
molecules LMW-HA or epitopes per molecule of polypeptide or protein. Alternatively, the r;tio
of LMW-HA to polypeptide or protcin can be determined by weight. For example, the conjugate

~molecnles of the invention are between about 10% and about 500% weight LMW-HA to weight
polypeptide or protein. Prcferably, the conjugates of the present invention arc about 30% o
about 100% weight LMW-HA to weight polypeptide or protein. In one embodiment, very low
molecular weight hyaluronic acid, i.e., less than about 20 repest units, is used to form conjugates
which increases the density of the epitope. Varistions in LMW-HA/polypeptide or protein ratio
m;y be achieved by sdjusting the conjugation mdmons. especially the ratio of the starting
components in the conjugation reaction.

In addition to providing conjugalc molceules comprising low molecalar weight
hyaturonic acid conjugated to polypeptido or protcin, the prosent invention also encompasses
multivalent  conjugates and pharmaceutical compositions and vaccines comprising the
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multivalent coujugates wherein different polysaccharides are conjugated to a single polypeptide.
For example, low molccular weight hyaluronic acid may be bound to polypeptide or protein in
various combinations with other p?lyuechn-idu. Examples of such polysaccharides aro the
capsular polysaccharides from Haemophilous influsrzae type b; group B streptococcus type Ia,
and Ib, Ii, ITI, IV, V, V1, and VIII; meningococcal groups A, B and C; and group A streplococcus
polysaccharide. '

The immunogenic conjugates according to the present invention provide useful
pharmaceutical compositions, such as vaccines, which are important for providing protection
;ginﬁhfuﬁopbyHAwMinghcwigsuehumAmdmpth
mammals, paticolarly humans and horses. Further, these vaccines are useful for administration
to pregoant females 23 a means of providing protoctive antibodies to 3 neonate priar to binth. +

neimmo;mﬂewmpodﬁomofﬁleimemimmybewduam:fw
raising monoclonal, polyclonal, or anti-idiotypic antibodies useful for prophylactic, (herspeutic
and diagnostic purposes. Disgnostics are particularly useful in monitoring and detecting various
infoctions and discases csused by HA contmining bacteria such as group A or group C
streptococei.  The immunogenic compositions of the present invention may be uscd as an
immunogen for use in both sctive and passive immunogenic protection in those individuals

infected or st risk of infection especially by group A or group C streptococei. The bactericidal

antibodies nsed for passive protection are produced by immunizing a mammal with any of the
immunogenic compositions of the invention and then recovering bactericidal antibodies. The
bactaia';lnl antibodies for use with the present invention may be prescat in serum, a partially
purified fraction such ns a gumma ;loyulin fraction, or purificd antibodies, For example, IgG
can be purified from crude protein mixtures, such as serum or ascitic fluid, by using protein A-

-13-
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or protein G-agarose. Protein A binds to the Fc portion of IgG. Protein G also binds to the Fc
region, but can also bind to the Fab region, meking it useful for purification of F(ab's fragments
of IgGs. Crude samples oflgq- can bo purified using a protein A- or protcin G-agarose
columns. Serum samples, ascitic fluid or tissue culture supernatant should be diluted at least 1:1
with buffer before applying to a column. After applying tho sample, the eol:nmn is washed with
2 wash buffer, e.g. 20 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, pH 7.4, until most of the impurities
are removed. The IgG is then eluted with elution bufTer, e.g. 100 mM glycine, pH 3.0. The IgG
can then e concentrated by diafiltration or further purified by jonic exchange or size exclusion
. chromatogrophy.

*Humanized" antibodies (inchiding chimeric and CDR-gmafted antibodies),
antibody fragments, and especially bi-specific antibodies based on the claimed monocional
-mﬂndhsutvﬁnﬁn&mcmuuumhﬁnnofmupnnuuiuwmﬁmuasnunmuuMﬁmmtuum;mp
related products produced in procaryotic or eucaryotic cells. For exampls, antibody fragments,
~guch as Fab and F(ab'); fragments, can bo produced in cultare by host cells such as £ coli, yeast,
insect and mammalian cells upon determination of structural (sequence) information for the
variablo regions of the antibodies of the invention. See, for example, U. S. Patent No. §,180,377.
Sequence information for the variable regions also emables preparation of CDR:gnﬂod
miibodics, Morcover, nh:menc antibodies (e.5., mouse/buman antibodies) may be prepared
using transformed monse mysloma cells or hybridome cells and bi-specific antibodics may be
produced by hybrid hybridoma cells.

' The pharmaceutical compositions and vaccines of the invention are typically
formed by dispersing the low molecular weight hyaluronic ecid and/or conjugate in a suitable
pharmaceutically acceptable carrier, such as physiological saline, phosphate buffered saline or

-14-
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other injectablo liquids. The phamsccutical composition or vaccine may be administered
parcuterally, for example snbcutaneously, intraperitoneally, or intranmsculafly, Additives
customary in phanmaceutical compositions such as vaccines may also bo added; for example,
stobilizers, such ss lactose or smb.itol. and adjuvants such as aluminum phosphate, sluminum
hydroxide, aluminom sulphate, monophosphoryl lipid A, QS21, or stearyl tyrosioe.  Such
pharmaceutical compositions may comprise the low molecular weight h;rahltuﬁc acid, its
conjugate, or antibodics to low molecular weight hyaluronic acid and/or to ita conjugate, The
'moiﬁmmyhahﬂmdlh;omhmbhaﬁmwilhﬂlunmeoﬂmagummg
an adjuvant or a stabilizing compound, which may be administered in any stcrile, biocompatible
phammacentical carrier, including, but not limited to ssline, buffered saline, dexirose, and water.
The compositions may be admimistered alone to a patient, or in combination with other agenu,
drogs, homonu. or biological response modifiers.

The pharmaceutieal compositions and vaccines are administered in amounts
sufficient to provoke an immunogenic response, Dosages will normally be within the rangs of
about 0.1 to SO ug of conjugate molecule per kilogram of body weight. Dosages may be
adjusted based on the size, weight, o ago of the individual and is well within the lcvel of skill in
the art. A serics of doses may be given for optimum immunity. The antibody response in an
individnal can be momitored by determining antibody titer or bactericidal activity and the
individual may be boosted, if necessary, to enhance the responso.

The present invention provides compositions comprising antibodies, such as
purificd antibodics, gamma globulin fractions and serum useful (or providing passive immunity
10 mammals infected or in dmger of bging exposed to HA eontaining bacteria, especially group
A or group C stieptococei. Among the many pathologies caused by streptococci is the invasive

AP
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soft tissue infection which is associated with significant morbidity and mortality. See, for
axample, Ashbaugh et al. S Clin. Iavest., 1998, 102:550. The IgGs, antibody fragments,
antibodics, gamma globulin fractions, and serum provided by the present invention are uscful for
inhibiting or preventing infection frorm HA containing bacteria, such as group A and group C
streptococci and the resulting ﬁsmomoﬁsmdotherpatholoﬁamnlﬁng.ﬁmmhinfeeﬁm
Pharmacentical compositions comprising antibodies, such as purifiod antibodies, gamma
globulin fractions and serum are typically formed by dispersing (he antibodies in a suitable
* phammaceutically acceptable carier, such as physiological saline, phosphate buffered saline or
" other injectsble liquids. The pharmaceutical compositions may be sdministered parenterally, for
example subcutancously, intraperitoneally, or intramuscularly. Additives customdry in
pharmsceutical compositions may also be added. The compositions may b administered hlone
or in combination with at least one other agent, such as a stabilizing compomnd, which ma;be
sdministered in any sterile, biocompatible pharmaccutical carrier, including, but not limited to
.saline, buffered saline, dextrose, and water. The compositions may bs administered alone to a
patient, or in combination with other agents, drugs, hormones, or biological response modifiers.
The pharmaceutical compositions comprising antibodies are administered in
momsmﬁmthhhibitbfﬂuinlhfecﬂon. Dosages may be adjusted based on the size,
weight, or age of the individual and is well within the level of skill in the art. A scries of doses
may be given for optimum immunity, The dose response in an individual can be monitored by
determining ntibody titer or bactericidal activity and the individual may be given additional
doscs, ifnmmy, to enhance the responsc.
Antibodics prepared according to tho present invention are also useful for
preparing  various immunoreagents and for uge in immunoassays. For example, for
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Immuntassays the low molssuler weight hysinronic achd Fagtenta or their conjogales may be
immobitized either drecily or Bmongh a tmker, such as a polypeptide linker, to 4 s6tid suppoct.
Mrthods similac 1 those used iu. meke conjugades can be used for immebilization. The
antibodics ean then be used in various immmmenassxy gystema known to thoss in the art inchuding,
rdicirnyg assays mnd ELIBA for detecting the presenco of HA containing bacteris, soch xz
gronp A or gronp C strepiococsd, Suchmny:wbemdfardiami;:gﬂmmmuf
infection in iodividusls by assaying t.‘nr the presenice of group A or grevp C abreplococcal
aniibodies in serum or other body Buida

| The oxanples presented herein are meant tn exemplify the varions mspects of
cuvying out e inventfon and are not intended 1o Fmit the scope of the invention in any way.
All publicxtions, paents and srticles referred to within (i specification are hersby incorpurabed

in their etirety into this specification.
EXAMPLE 1
Preparation sf LAMW-HA

Depolymerization of Hyaluronie Acld by Acid Hydrolysis

Hyaluronic acid (100 mg, Liftcore Tot 1-2062-5) was added v a 10 mi salation of
005 N HCl. The naixtore was h&lhd at 80 *C for 2 hours, mnd stired i ondér to dissolve the
entire solid. The eample wa then heated for another 1.5 hours st 100 "C. The depolymerization
was monitored by removal of aliquots Bom the reaction mixture af various times and malysed on
2 Bio-Rad system (Bioluaie) equipped with & Supcrose® 12 HR 10/30 colamn (Pharmesia). The
solution ':\' neutralized with 0.5 N NaOFH, then dSalyscd with a Diaflo® membeane of molecular
weight cat-off' (MWOO) 3,500 and Imhhaﬁh‘l. Tho prodoct was molocular size fuctionated
through a Svperdex® 200 PG (Pharmecis) column to yisld 65 mg of selid produet. 'H-NMR

analysis of the samples al 500 MHz confirmed tha shoctire of the divacchatide-rapeating umit of
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hyalwonio ocld (HAL The sverags molecalar weight of the genernted fragment was extimgted
by size-exclusion chromsefography coupled with mmltiangle laser light scatlering photometry
{SEC MALLS) to be alwmt 12,000 daltens.

Preparatien of HA OBgoraccharides Contzining D-Glweoronic Acid at thelr Nemrcducing
Ends

Byalurcnio gcid (100 mg, Lifecote ket 1-9062-5) i trested-with 0.1 N HC) ot
B0 °C Lor L0 howrs, The s.ulnlim i peutralized with 0.5 N NaDH and desalted ihrongh a
Sephadex® §-20 (Pharmacka) column elnted with water, The desalted product is freeze dried
and treated with ;i-j\ianﬂyl ghicosinumidess (EC 3.2.1.30; Culbiochem) to generate LMW-HA
fragmenta with about 4 fo #bont 20 repeat mmits aod containing C-ghasurcnic acid at thelr
ponreducing ends, The structure of the okpossecherides is eonfirmed by NMR epectroseopy and
miethylxtion snalysis. :
Dwpolymerization of Hysfuranie Acld by Soadestion

Hyaloronic acil {100 mp, Lifecorc 1ot 1-3082-5) was dissolved in 20 mi af 10
mM FBE buffer, ud (be suapeasion sied watil dissolved. The stmplc was sonicated with a
- Hraonson confcstor model 430, {somication scttings Outpat control: 3; Duty cypele: 50%;
temperaturec 2 °C) for 18 hours. ARer diabysis and Tyophilteation, 57 mg of solil prodoct was
recoveral The average molecnlar weight of the resulling souicated hyshwomic acid was
determined to be 15,000 dsltons by SEC-MALLS nsing 2 MiniDawn instrwment (Wyatt
{cohmology, Santa Barbars, CA) and  Supeross® 12 HR. 10730 columm (Phearmacia). "H-NMR
analysix of 1b¢ samples at 500 MHz confirmed the structurs of the disaccharide-tvepeating unit of

hyaluresde acid,
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EXAMPLE 2
Preparation of EMW-HA Cowjupmiey

Reduelion of acid-treated Hysluronic Acid with Nab¥4
Hyaloronie aoid, depolymerizad with hydrochloric acid (65 myg), was dizsolved in
6.5 ml of delonized water. The pH was adjusied to 10 with 0.5 ¥ NaOH and 645 mg of NsBH,
added o the eoluticn. The mackion mi::iwe wae held st room temperatune. for 2 homrs, The
axcesy NaBH, was destroyed with 1 M acetic acid. Dialysls apainst deiomized water with a
Diaflo® membrane of MWCO 3,300 Srllowed by lyophillzation yielded 35 mg of salid produst
Perlodate extdation of reduced ncld-trexted Hyaluronle Arid
-Tﬂm 13 mg senples of the reduced and 2zed polysaccharides were dissolved in
1.3 il and 0.57 ml of s 10 mM aqueovs sohution of NalOy to aclieve a degron af oxddafien (d.e.)
of 10 mnd 20 porcent respectively.  The reactione weore stiored in the drk for 2 homry st ri-lﬂtl
_temperniture, and each was quanched with 20 pul of ethylene glyool, The resction mixtunes were
then dislyzi<! md lyophillzad 1o provide 17 mg of solid prodict. .
.l.'rnpnr:ﬁun of acld-treated Hyaluronie Acdd-Tetnans Toxoid Conlugate (LMW-HA/TT)
Periodete-oxidized (d.o. 10% and 20%) acid-trented hyaluconle seih(I0 mg of
each respectively) and purHfied tetanus doxoid menomer (5 mg for cach sample, Statens Sermn
Institute, Coperhagen, Denmark) were dissolved in 0.3 mL of 02 M sodium phosphats, pH 7.4
Recrysinlfized sodium cyanoborobydride (10 mg for cach samplc) was added and the mixure
hokl sl roomn emparaiung w:migill. The progress of the reaction was monitored ar warions times
using & Bio-Bad (Biclogic) system equepped with & Supcrose® 12 HR 10/30 columo
{(Pharmacin}, Cogugation of palyssccharide so protein was indicated by 3 progressive increass
of a JV (280 nm) peak eluting In the void volume of tho colmmn. After empugution wns
completsd, 10 mg of NABEH, in 1 ml of 0.1 N NaOH was added 10 ench sampla {n ordet to
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rednce any pewining unconjugeted aldelyde. The conjugate was purificd by passaga over a
colurmm {1.6 x &0 cm} of Supcrdex® 200 PG (Pharmscis) dting with 10 mid PES contsining
0.01 peccant thimerosal. Fractlodn comresponding to the void-valume ‘pesk were pooled gud
mared gt 4 °C. They were designated confugates 1 and 2 for 10 and 20 percent cxtidation in thalr
polysacobarides, respectively. -
Periodaie oxidation of Somicated Hysluronbe Agid

Two mmples of 26 mg atd 30 myg of (he sonicated polysaccharides wero each
 digsolved im 2 and 1.5 ml of deionlzed waizr, respactively sod Lrostod with 0.65 ml and 1.5 sl of
10 mM aquesus NalOq to reach degrees of oxidation (d.0.) of 10 and 20 percent, respectively.
Tha reactions were stitred In the dark for 2 hours o room teperature, nd cach reaction was
quenched with 20 ul of ethytene glyco]l. The solutions weee then dialyzed and lyuphil'ni!;:l fo
pravide 24 and 2% ms of product, rospectively. '
Preparation of Sowicated Hyaluronie Acld-Tetanm Taxoid Cosjugate {LMW-HA/TT)

Bonicated and periodate-oxidized HA (7 mg of each sample, do. 10% and 20%)
mnd purified lelenus toxoid mooamer (3.5 mg for each sample) weee dissodved in 350 pl of 0.2 M
sodim phosphale at pE 7.4, Sodlem cymoborolvydride (7 mg for each samplc) was added, and
the mixtures held at room tempecatars overnight. The pmgress of each corgngation reaction was
womitored by removal of aligaots frpm the reaction mixture st various tits and snbecquent
anglysis on o Blo-Rad (Biologic} systesn eqmppe:l. with a Suporose® 12 HR 10/30 colwmn
(Fhaxmacia}. Cenjugstion of polysaccharide w polypeptide was indicaied by the propressive
increase of & UV absorbing peak (Z80nm) elufing in the .void volume of the column.  Afte
comjugation was completed, NaBH, (10 mg in 1 ml of 0.1 N NaOH (br cech sumple) wag added

to the reaction mixturss ko Tednce any romeining uneonfpgated gldehyds. The conjugtes were



wi 1Ziezinl PCTEPI2AS1S

purified by passage over & Supardex® 200 PG (Pharmacis) column, elnted with 10 mid PRS
containing 0.01 percont (himerosal. Fractions correapending to the void-volume pesk wers
pooled and stored &t 4 °C and wers dusignated conjugabes 3 and 4 for 10 and 20 percent
axidation i {heir polysaccharules, ﬁspemlvel:r.

Coupling of Sonleated Hysluronie Acid to Racombinant Clasz 3 Nlisslrkl Porin (LMW-
HANPorB)

Sonioated and periodate-pxidized hyalwronic acid (20 mg, 20% do) and (PorB

{10 mg) were dissolved in 717 | of 0.25 M HEPES buifor, pH 8.5, contaiming 0.25 M NaCl and

B3

0.05 percent Zwittergent Z 3,14 (Cafbiochem, Sam Disgo, CA). Sodum cyanoborchydride (20 '

me) wm added, and the mixtero incobated et 37 °C for 1 day. Afler the conjugation was
completed, ' 10 mg of sodium bombydnide in 1 ml of ﬂ.i N NaOH wae added to thé reaction
mixiure to remove any rensining aldchyds. The nmlugntn was puxified by pAszage over a
eolorm of Supecdex® 200 PG (Phanmacia), chated with 10 mM PES containing 0.0F perosot
himerosal. Fractions comesponding o the void-voinme peak, as monitored by UV absorbance
Hﬂ!&ﬂ nm, wern pooled and stored st 4 °C and Jabeled s conegate 5.

Preparation of Hyalaronke Acld-Homas Serum Albumsin Conjmgates (LMYY-HASIAS) a8
ELISA coni amtigens

Both acid-treated and sonicated periodate-oxidized hyalurondc acida with 4 d.0. of
10 percent, and Hmmam Sn-mn.hlnmdn (H3A, Fluks) werc dssolved im 0.5 m! of sodlum
phosphats buffer, pH 7.4. Sodium cyanchorohydride was added, and the niixtures incobated at
37 °C for 1 day. Afler congugation was completed, sodimn Borohiydeide in 0.1 N MaOH was
added o the reaction miznares 13 deseribed. for the othar etmjugstes 1o remove Any remmimmg

aldehyde Camugates wees dialyred and Iyophilizad.
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Teble 1: Physio-Chemical Characteristios of LMW-HA/Predein Conjugates:

Mods of % HA In
Confngates | Carrier Frapaecnt P8 d.o. Conjugate
| T Somication 0 40
2 T Sonicailon ~ 20 L
T ~ 1T Aril ydrolyals 10 31
4 TT Acid bydrolysis 20 20
5 tPord Sonication 20 i3

The hyetnmnie scld and proteln contonts in tho conjogates were megred -h_v tho
carbazole (for uronic acide) (Bitter, T, 1962 dmal, Bivchem. 4: 330) and coomeasie {Bl:;md)

wesays respectively.

EXAMPLE} ’
N Isolsiion of the Hyalurowic-Acid Dligosaceharide Enhihiters

Hyaluronale hyoe (EC 4.22.1) from Sreprasness lpelurolplicos (Sigma
Biochemicals), the content of 3 amppoulas in 10 mM PBS, was added to somicated byaloronio
acid (60 mg ) ﬂ;il incsbated ot 37 °C For 1.5 hours. The raaction was stopped by boilimg the
regotion mixiure el 100 °C for ono mimte in & water bath. The progress of the cnzymatic
digestion was moniiared by removal of aliquots of ';hn reasiiom mixturs and analysis m a BIO-
RAD aystem (Biologi) oquippet with & Superdex® peptide cotumn, {Pharmacia), with 10 mM
PBS as -aluant at a flow rate of 0.75 m¥min. The solution was sinred ar 4 "C undll fmther
purification.

Iealation of the oligossccharides waa performed by mion-exchange
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chromatography with 8 Mono-Q HR 8/5 column (Pharmacia) using a HPLC 1090 (Hewlett
Packerd 1090 Series II) system equipped with a diode-array detector, a programmable auto-
injector, a fraction collector, and th Hewlett Packard Chemstation sofiware program for system
control and data acquisition/processing. A step-gradient of sodium chioride in Tris-HCL buffer
was used for the separation. Two oligosaccharide fractions corresponding to 8 dimer (DP2) and
a tetramer (DP4) eluting, respectively, between 18 t0 26 minutes and belwea;l 28 10 31 minutes
were collected, lyophilized and desalted using a Scphadex G-10 column (Pharmacia) and
deionized water as eloant. The structure of the oligosaccharides was confirmed by examipation
.o!' their 'H-NMR spectra at 500 MHz. The DP2 oligosaccharide corresponded to A4,5-8-GlcU-
(1,3)-D-GlcNAc, and the DP4 o 44,5-8-GlcU=(1,3)-8-D-GlcNAc~(1,4)-8-D-GicU~(1,3}-0-D-

GicNAo. ¥
EXAMPLE 4
Serological Studies: Immunospecificity of Rabbit Antisera
. to Low Molecular Weight Hyaluronic Acids -HAs
Immunoptnicity studies

New Zenland white rabbits were immunized subcutaneously, 3 times at 21 day
intervals (days 0, 21, and 41) with 10 ug comjugated polysaccharide per dosc of LMW-HA/TT in
Freund's complete adjuvant for the first dose and incompleto Freund's adjuvant for the second

and third doses. Rabbits were ear bled at days 21, 31 and 41 and a cardiac puncture lest was -

performed 10 days after the third immunization.
Titratiofi of Rabbit Antisera on LMW-HA/HSA Coated Plates

Microtiter plates (NUNC Polysorp) were passively coated with either sonicated
LMW-HA/HSA or acid hydrotyzed LMW-HA/HSA conjugate (spproximately 25 ng PS in 100
pL/well) diluted in PBS (50 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, pH = 7.4) for one hour at 37
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°C. Aftet washing the plates with PR3 + 0.05% Tween® 20 (PBS Twren, pH = 7.4), the plates
wera post-gonted with 150 pLiwell PBS + 0.1% Bavine Sanam Albemin (PBS + BSA, pH T4)
for one hour &t room 1empetaturn. After (e poit-cont, tho plates were agaln washed and stored
at 2-8 *C uatil veed.

Rabbit antisara were dilated serially jn PBS Tween in wells of microtiter plates
costed with either sonicated LMW-HA/ASA or acid hydmolyzed LMW-HA/HSA to a final
volume of 100 plAwall and méubaled for one hour # rocm tenspermiure. The plates were washad

_with PBS Tween #d 100 ul. of o goat asti-rakbil IsG-Horseradieh Peroxidse conjwgate
(Kirkegaard and Perry Labomtories) diuted 1:2,500 in PBS Tween was added to each well,
Folltrwing a one-hour incubalicn #t Toom Lemperatury, tha plates wers agajn washed and iﬂﬂ pL
of TMB Substrate Solulivm (KPL) was added to each well. ‘Tho plaies were incubated for ﬂr'rn to
ten minutes #t tooem tempersmre and color developmad Wwas stopped by the addition of 100 pl
of Ona Component Stop Sohton (KFL) to sach well. The optical dexssity of aach well was read

.-al 450 num, and tiration curves were generated for ¢ach condition.

Inkibition of Bindimg of Rabbit Antizera to Sonlesfed LMW-HATT on LMW-HA/HSA,
Ceaded Platex

Microtiter plates were coated as sbove. Tabbit entl-zonlested LMW-HA/TT
potisens were titered on plates ﬂnﬂl with sonicated LMW-HA/SA conjugatc. The diluten
comesponding to approximatety one-balf of the macfimum signal was chosen ss apprapriata for
the jphibition stodies. The rabbit entisara wens diluted into PBS Tween. Tahlbitors were serdally
diluted in buffer containing the dilute antiseia in Titertubes® (Bio-Rad) and 100 pL of cach
sample wero taken from the T[‘il-iuheﬁlh and added direetly to wells of comtad microtiter plaies.
Earpies wepe incubsted in the microliter phaiez for ooe hour st roam tamperatave, The
microtiter plates wane wathed with PBS Tweep, then 100 pL. of goat anhi-rabbit IgG-(IRP
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conjugate (KPL) dikued 1:2,500 In PBS Tween were added fo sach well. The plates wene

FA

incubated B onc hour at room (empersture, and washed with PBS Tween. 100 pL of TME

Bubslrats Solutdon (KPL) was dﬂd io cach well. The platex were incvbated af room
pemtperature for five to ten minntes and color development was stopped with the addisa af 100

pL to cach well of One Component Stop Solmton (KPL), and the nbm m 450 nm was
resd. Dnhibition was determined as peroent of naaximmm signal achicved with dilote amtiserum in
tha gbsence of any imhibitor.

Jmmune Response of New Zealand Whits Rnbbits

Eight New Zealmpd White rabbits wore immumized with three subgutanecusg
ingections of eithcr somicated Hyahwrone Acid-Tetanus Toxodd (LMW-HA/TT) or acid
‘fiydralyzed Hyshmonis Acld-Tetams Toxpid (LMW-HA/TT) conjugates (four animals fr E:u:h
comfugete). Figure 4 displays tho :mnm response for ench {ndividnal rabibic for the mni:a;ced
LMW-HA/TT conjugse immmmogen. All four animale responded s the hyaluronic acld with
ELISA tirers in cxosse of 50,000, Figure 3 shows the jnummne responsa fbr the indrvidus] mabbits
imemmized with acid hydrolyesd LMW-HA/TT comjugnts.  All four individeel ssimsls
respomded to the hysluranic ackd with ELISA, titers of approximmtely 10,000, or greaber.

The imznune tesponse of the ribbits was demonstrated to be cpecific depending
on (be natore of the conjugate used for the immagizationz. Figure & shows that ﬂtl!i.hﬂlﬂ from
animals that were inamnized with the sonicabed LM";.'—HHTT aonjugete gencrally ruacted more
rendily to plates costed with sondcated LMW-HA/HSA, rather than acid kydrolyzed LMW-
HMHSJ;. Thero is at Teast an arder of magnitude diffcronce in the immanorcacilvity betwean
these diffcrcad coaling entigema.  The converso holds tue for the animels imwnunized with the
acid hydrolyzed LMW-HAST conjugate. Figume 7 ghews an order of magnitnde preferesce for
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theee anfiscra fo (e seid hydmlyred LMW-HA/HSA conjugale as opposed to the sominated
IMW-ELA/HSA solid phase.

Specilleity of Antisera Gemeraied by Benizafed LMW-HASTT in New Zemland White
Rabbits. '

Specificily of antisera pyoduced in rabbits by mmumnizntion with the sonicated
LMW-HA/TT corjugnlc was examincd by miarotiter pleee inhibition stediex Results of
inhibition studies wang sntisera fom rabbit #75295 mmunized with sonicated LMW-HA/TT mre
represeatod m Figores 8 and 9. Figure 3 imdicatcs severnl specics of sonicated HA a3 well as

. severel specics of ncxd hydmlirud A uped as inhibitors. In (his expermment, 41l forms of the
acid hydrolyzsd HA weea poor inhibitors of anfibody binding to the cmted soniosted m—
HA/MSA. Regarding the sonicated species of the inhihitory, the trm:l_ appenrs that the smallcr
the HA fragment produced by sonicailon, the more efficlent that fragment is as an lnhll:uor Thn-
indeates thot the smaller HA moleculcs present more epitopes per unit mass than the larper
specles,

' The reults presected in Figure § farthor ebvcldate this findtng. Herein, the vesy
high molecular welght native HA ks seen as o wery poor inhibitor, almosl three orders of
mapnitudc less then the 20 kB HA weed a5 the imermnogen. Smatler species were alse used as
inhibilors in this exparfment. The tetrasaccharide form of HA was a relatively eificient inhibitor,
while the discechatdds and D-ghoewronic acid forms did not iphiblt the antibody binding to the
sold phase at all,

Resulty from Inhibition smdles performed weing antisernm fham rabhit #72700,
whdeh wis also imwmnized with the somicated TMW-HA/TT conjngate, are presented in Flgores
10 and 11. Thece resnits are qunite sithilar o thoes obmined from robbit $#75295 a8 previonsly

describod.  Figure 10 displays results similer W (boso scom in Figure 9. That s, the
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tetrasaccharide form of the HA and the sonicated (20K) immunogen form of the HA inhibit well,
while the disaccharide and native forms of HA inhibit poorly. The relationship between the size
of the HA and immunoreactivity was further examined using a hexasaocharide form of HA.
Thueruﬂt:muhowninl’im.ll. The results indicatc that this form of HA is capable of
complete inhibition of entibody binding. From these studies it is apparent (hat at Icast the
tetrasaccharide form (two repeating subunits) of HA is necessary for cnmpl;te inhibition. The
disaccharide form of HA is insufficient for inhibition and that the native form of the molecule is
not an optimal inhibitor. Therefore, a reduction in the sizo of the large native HA molecule is-
wwfwimmmemowﬁm

EXAMPLE S . _
Immunogenicity Stndles in Mics ¥

Antisera P;oduce:l in Mice to Hyaluronie Acld-Protein Conjugates

Both BALB/c and CD1 mice were immunized with three injections of LMW-
HA/protein conjugate vaccines. The conjugatcs were ¢ither sonicated LMW-HA/TT, as with tho
rabbits, or sonicated HA conjugated to tPorB (LMW-HAAPorB). The LMW-HA/TT conjugate
vaccine produced no immune response greater than that of the negative control. However, the
LMW-HAAParB conjugate produced measursble ELISA titers in 100% of the animals
immunized. These data are shown in Figures 12 and 13 for BALB/c mice and CD1 mice,

EXAMPLE 6
Protection Experiments

Passive Immunization
Rabbit antiscrs t6 LMW-HA/TT conjugates were used for protection sssay in
passive immuakzation in adult Balb/c mice. The rabbit atisera (0.5 mi) diluted by half in sterile
-27-
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PBS was injected introperitnnealy (IF) two hoors b::l';:n challenge (IF) with a LD90 challcngs
dose of group A streptotoccs {GAS) type 6 or type 3. The entlsara of a rabbit immunized with
phorphate baffer mline (PBE) m& complele Freund's sdjuvant (CFA) ax wall as & rabbit
antiscrure misod agamst the groop A sitrepiococcal rarbohydrate conjogated i lelanus tozoid
wers mxhaded i the protecion experimant a3 control sera. Sucvival wis ff:llnwul for 10 days
after chellenge.
The LD%: were meviously determined afler Inomunization of Balb/c tuee with
rabb!t entisers imomnized with PBS/CFA Pllowed 2 hours later by an IP challengx with a rangp
| of dosee of GAS type & or type 3. The LSO for GAS type & and type 3 was determinad Lo be
respoetively 5 x 107 end 2 % 10° efa /mL. The results of the challange Experiments are shivm ln
Figures 14 and 15. .

-1-
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We claim=

1.

An imammogenic confugnta moleenle comprising hyaturosic acid covalently bound w
immemotopi calhy-suitable polypeptide carrier.

‘The immunogenls conjopete socording to claim 1, wherein proater then sbout 530% of the
hyaluronic acid molesules possess a honredoging terminal ghcwronic ocid andior

unsaturafed ghocurenit acld resldue.

The imemmogeaic conjugete sorording bo claim 2, wheeein the hyaleronic acid is a low
molecaler weight hyatoronic acid with 4 molecwlay weight of shout 400 Kd or less and a

melecnla weight of about 604 daleens or more.

The impmnogenic conjugate accordmg to claim 3, wharein at 1east 90% or greater of the
low molecnlar waight hyalummie #cid [ragments possess a nonredecing torminal

glucuronie arid and/or vhsetorated glucuronic acid teeldae.

The immmogeni¢ conjugatc according to claim 3, wherein at keast 95% ot greater of (he
low molecular weight hyaluronic acid fimgments possess a nonwedncing tenminal
glucuronic acid sadior unsaturated gineamanlc acid residue,

The immunopenic comjugate acconding ke olaim 3, whercin st least 98% or preater of the
low molecutar woight bysbromic acid fapmonls possest & nonreducing iﬂ'minal
ghecuramic acid and/or ensaturated glosuronie acid residoe,

The immanogemc conjugate eccording 1o clalm 3, wharein at 1sast 9% or groatcr of the
Jow mxlacular waighl lyahironde acid fragments possess 2 oonreducing terminal

plucuonic a¢id and/or nnacharated glucurowds acid resides,

174



10.

11.

13.

14.

15,
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The immunogenic confugate according fa clabm 3, wherein the Tow molecular weight

hyahironio soid i ahout at least aboul 4 glycosy] residues i Fize.

The immemopatic confugate according 1o clam 3, wherein (he low molecnlar weight

tryaluronic acid poysess abont 2 to sbont 20 dsaccharide subunits.

The iuvmnogentc conjugate aocording o olaim 9, wherein the low molccular weight

hyalurenic acid is shomt 2 to about 10 dissecharide subunits.

The immunogenic conjugate scconding o clalm 3, whereln the polypeptide carricr fia
selected from the group consieting of tetanms toxoid, diphtheria toxeid, pertusss toxoid,
an immemogenic polypeptide darived fiom streptocoedd, an Immunogenic polypcplide
derived from inflenzs, an immenogenic polypeptide derived from meningocoed, o
Immunogenic pelypeptida derived from poounococdi, and s immonogenic polypeptide
derived from 2. eofi.

The immunogeni¢ eonjugate aoconding to claim 3, whercin the pedypeplide caurier is 2

porin from neisseria,

The immnpogenic conjupate acconding to claim 2, whercin the cotjngate iz directly
Bnked.

The immunogass: conjugate sccarding t claim 3, wherein (hc conjugate efcits
antibodies thet bind an epitops comprising glnovronic acid or unsaturated glucuronie acid

a2 the nonredncing karminal sugar of o low molecnlar-weight byahoonie acid.

The immunogewic conjugate cccording to claim 3, wherein the comjugala elicits

-530-

(/2.



la.

1%

18,

19,

20,
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antibodies that bind capsular hyshaonie acid present In bacteria,

Tho mmmimopenls conjugain according 10 claim 15, whergin the bacteris la group A

gireptrcocc or group C sheptococed.

5

A pharmacentical camposition comprising the conjugate according ta claim 5 ond a8 .

pharmacentieally sccoplablc camicr.

The pharmacentical compoeltlon ncnr.u-d-ing o chaim 17, foriker comprising a
physlologically acseptsble adiuvant. '

A method of preparing a Tow molecular welght hyshwonic acid — pnlypﬂplid:_cmjuguln
molerule compeizing covaleswly linking low molecalar weight hyahsonio aeid fragments
o a immunologically-suitable polypeptide, wherein ahont 50% or preater of ﬂﬂ- Lovwr
molecalar weight ysturonic acid fragmeenss hove n glucuronic agid sudior an unsaturted

glucurcnio agid residne at the nonreducing téxminal.

The method acconding to olaim 19, whorsin the method comprisng covalently linking a
low molecular weight hyalmronic acld i m owounologically-suitable  polypeptide
comgrrises reductive aminAtion.

A purified mitibady which binds to the imermogenic ¢onjugate molesvle accordng to

claim 3.

The purified entibody sccording @ claim 21, whersin the low molocular welght

Byahronic acid fragments are gf lenst ahowt 4 glycosyl residues In size,
The purified antibody according to claim 22, whereln the byalorosic acid fragments are at

-31-
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27

28.
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least about 4 glycosyl residucs and no more than about 40 kD in sizes.

A pharmaceutical composition effective for treating or inhibiting group A streptacoccs]
or group C streptococcal “infection comprising an mtibody sclected from the gronp
consisting of an antibody clicited by the composition according to claim 17, an antibody
acconding to 21, or an antibody clicited by low molecular weight hyaluronic acid
conjugated to a liposome.

A method of eliciting an antibody response in a mammal, said method comprising the
step of administering 10 tho individual mammal an amount of a pharmaceutical
composition according to claim 17 in an amount which is sulficient to elicit an antibody

fesponse. ) f'
The method according to claim 25, wherein the mammal is a human,

The method according to claim 25, wheremn the pharmaceutical composition is
administered intramuscularly, subcutaneously, intraperitoneally or intravenously.

The method according to claim 25, wherein the pharmaceutical composition is
sdministered in an amount of about 0.1 to sbout 50 micrograms per kilogram body

weight.

L]

A vaccine that clicits effective levels of anti-low molceular weight hyaluronic acid

antibodies in humans comprising tho immunogenic conjugstc according to elaim 3.

A method of inhibiting streptocpceal infection in 2 mammal, comprising edministering to
the mammal s pharmaccutical composition according to claim 3 in an amount sufficient

-32-
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to inhibit infection.

31. A method of inhibiting progression of infection in a mammal by bacteria containing HA,
comprising administering to the mammal » composition comprising the pharmaceutical
composition according to claim 24 in an amount sufficient to inhibit progression of the
infection,

32. The method sccording to claim 31, wherein the bacteria aro group A streptococei or

group C streptocoeei.

3). A disgnostic immunoassay kit for detecting infection by streptococel comprising an
mtibody according to claim 21, .

LR



CONJUGADOS INMUNOGENICOS DE ACIDO HIALURSNICO DE BAJO

PESO MOLECULAR CON TOXINAS POLIPEPTIDAS

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencidn se relaciona con dcide
hfalurénico/moléculas Jde conjugado de polipéptido, vy
composiciones favrmacéuricas que la comprenden. En
particular la presentae invencién se relaciona con &cido,
y mds preferiblemente con acido hiamluréSnico de bajo peso
molecular (LMW-HA), y LMW-HA/moléculas de conjugade de
polipéptido que elicitan anticuexzpos al adcido hialurdnico
que tiene reaccifn cruzada con esireptococos tanto del
grupe A comn-del grupe C. las moléculas de la invencidn y
las composiciones farmacuticas que ias comprencen son
dtiles para sl tratamientc y prevencién de la infeccidn y
para el diagndstico de enfermedad cauwada pox

estreptococos del grupo A y el grupa C,

Ve



ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Acide hialurdnico (IHA) es un glicosaminoglican de
ocurrencis nactural. Este sstd hecho de unidades repetidas
de N-acetilglvcosamina y &cido glucurdnice. Ver figura 1.
El HA se presenta en tejido anim2l, por ejempic, fluido
espinal, fiuido ocular, fluido sinovial, plel, y también
en algunos estreptococos, tsles como en las chpsulas de
los estreptococos del grupo A y el grupo C. Tal mucoide o
cepas saltamente encapsuladas de los estreptccocos del
grupo se han asocisdec tanto con infeccicnes inuvsualmente
saveras, como con fiebre reumidtica aguda (Johnson et al,
1992, J. Infect. Dis. 166:374-382). Las Iinfeccilones de
tejido suave invasivas en humanos causadas por
estreptococos del grupo A vy el grupo C estdn asociadas
can morbi’idad y wortalidad significativa. Los
estreptococos del grupo C tamblén estdn ssociados con
faringitis y artritis reactiva. Ademfs, las infecciones
de los estreptococos del grupe € son prevalentes en 108

caballos,

Lsa morfologia de la colonia mucoide de les
sstreptococos del grupo A y el grupoc C es el resultado de

procduccién abundante de polisacidrido capsular compugsto



de Acido nlalurdnico. La capsula de &zido hiaZurfnico del
astraptococcs del grupo A se ha mostrado rsclentemente
por exhibir un nlnerzo importaﬁte de papeles en la
patogenicidad de estos organismos. Entre otras cosas, las
cépsulas de HA protegen los estreptocozos mucoides del
grupo A de la fagocitosis y tienen un importante papel en
ia virulencia Wessels et al). 1991, Fro. Natl. Acad. Sci.
USAR B88: €317-21; Dale et al. 1996, Infect. ITmuncl,
€4:1495-50.; y Mogses et al. 1997 Infect. Immunol. 65, 64-
7., RAdemds, las capsulas de HR mcdulan la adherencia
mediada por proteina ¥ y actian como un ligando para la
unién de .cs estreptococes del grvpo A al CD44 sobra
queratinocitos Zlumanocs. La cdpsula HR de los
estreptocacos del grupo A son tanto altamente conservadas
como dispucstas a la superficic 10 que indica que HA
pueda servir como un sitio de adhesién universal para la
unibén de otras cepas de bacterias a la muccsa faringea ¥y
a2 la piel (Schrager et al 1998, J, Clir. Invert.

302:1708-18).

Evitar y tratar las infecciones de patdgenos gram
positivos tales como lo3 estreptacocos es particularmente
importante en el desarrollo de las cepas resistentes que

son tanto dificiles de tratar como dificiles de erradicar
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una veE esiabiecidas. Auncue la conjuyecion de anzlgenc
de rpolisacérlido, & de haptenos ide carbohidrato
inmunolbglceemente inertes, a2 antigenom dependientss de
timo. [TD) tales Ciuaa proteinas mzjoxan EU
inmencgenicided, no ers: evidente 81 tal regpuesta
inmanogénica elicitacia conira HA proparciznaria
proteccisn coutrm bacterias gue contenisn HA, tales como
estreptonozces del grupo R o del grupe €. RAdemas, la
presencia de =R tanto en Ctejico da wewif=rcs coma an
estreptocacos complica el desarrolla del HA como un
antigeno de <arbohidratpn paza tyatar o evitar la
infeccldn de esireprococss en rarxdn de un palencia: para
alicitazr un8 respuesta autoinmung dlrigida al tejido

huésped.

Hasta hace poco, el HA se oreiax g =r: una wmoelécula
a0 inaunogénice (Meyer, 1536, J. Bigl Chem. 114:68% v
Humphrays, 1943, Bischem . 37:460). Sin  awhkarcgo,
estudioz mis recientes indican gue loa anticusrposa de
czurrencia ®»acural al HA estdn presentes en v arlas
sspacies {Undexhill, 1262, Bicohys. Ree ., ComIn .
108:1498), Fillit wt al. indujs antiruerpos a HA en
ralones con HA unidos a liposomaz. Eilos reparl:ar:un- quea

el HA es inmunoydnizeo £ idencificarcn dos detarninzntes

vy



antigénicoy scbre la molécula. Filllit et al también
notaron que e. modo de presentaclén del HA =chre el
liposoma es lmportante para sa  inmunogenicldad.
Finalmente, Fillit et al reportaron que un anticuerpc de
HA obteniz reaccisn cruzada con sulfato de heparan y que
zal freaccién cruzada podria estar Ainvolucrada en
patogéresis de tejidc de enfermedad wvascular autcinmune
'Fil1lie et al; 1988, J. Exp. Med. 163:971-382. Basado en
los reportes rasumidos anteriormente, permanecia
impredecible sl el HA ¢ los conjugados de HA ellcitarian
una respuesta innure 0Gtil para inhibir o tcatar infeccién
de bacterias que contenlan HA Lales como estreptococss

del grups A o del grupo C.
RESUMEN DE LA INVENCION

18 presente invancién asuministra una composicién
inmunogénica gie comprende HA y LMW-HA con‘ugada a un
pelipéptido o0 8 un portador de proteina. Las moléculas de
conjugado de la p:ésente invenciédn scn ntiles para
elicitar anticuerpos que <tienen reaccidn cruzada con
baterias que contienen HR, tales como estreptccocos del
grupo A y del grupo C. ILas mo.éculas de conjugado de la

presente invencidn y las composiclones farmacéuticos que



las comprenden son Gtiles en un mnétode para el
tratamiento y diagnostico de infeccitn y enfermadad
zausada por tales bacterias, incluyendo estreptococos del

grupo A y del grupo C.

Los sclicitantes han deacublerto de manera
sorprendente que los conjugadcs de IMN-HA son
inmunogénicos en mamiferos. AUn més sorprendentamente los
so.lcltantes descubrieron que lss anticuerpos f_l:iﬂiadﬂ .
por los conjugados de la presente invencidn tienen
reaccidn cruzada con los estreptococos del grupc A y del

grupo C pero tienen solo una minima reaccidn cruzada con

HA nativo asoclado con tejido de mamifero.

Los métodos para conjugar LMR-HA a polipéptidos
incluyen aminacidén reductiva, tratamiento con bromuros
¢ianbgeno, formaciédn unida de amida entre un grupo aminc
libra scbre el portador y una percién carboxilato sobra
8l LMW-HA, o mediante el uso de una molécula ligadora. La
invenciétn suministra composiciones farracéuticas que
comprenden maléculas conjugadas de LMA-HA y el uso de
estas coxposicliones para elicitar anticierpos para el
trataniento de infeccién mediante hacterias que certienen

HR tales como estreptococos del grupo A y del grupo C,
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CSmRe vacunas, y para dlagnéstices. Cualgquier polipéptido
que convierta una respuesta indeperdiente de los
carpohidratos da células T a uvna respuesta dependiente de
células T es adecuado para uso como un portador. Ejemplos
son toxinas o toxoldes tales como toxoide del tétanc, o
toxolde de 1la _c?.lfteria o t’o_xfna _ME&_S.E% ¢ toxoide,

neisserlal porins, por ejemplo PorA de gonococos, y Por>B

de meningococos.

La pregente invencisén tamblén suministra
composiciones farmacéuticas, vacunas y otros reactlvos
innurncgénicos derivados de los conjugados de polipéptide

LMWN-HA inmunogénicec.

La lnvencidn estd ademdis dirigida a un método para
inmunizar un memiferoc contra infecciones bactsrianas. EL
método comprende adwinistrar una cantidad efectiva de una
composiclén farmacéutica de la lnvencidén s un mamifero
para detenar la infeccidtn de un organismo que causa
cenfermedad, Los métodos aon utiles para evitar y tratar
infecciones por bacterias que contienen HA, talesz como

los estreptosocos del qrupo R ¥ del grupo C.

Sl



La invencidén tamhién rproporcis:a un método para
a_icitar antictespos en mamiferos, preferiblexente
humanos, con 103 coniugados de peclipéptido de IMW-HA de
la invencién. La invencién también suministra una
cemposicidén de inmunoglobulina ¥y un anticuerpoa ailslado
que son elicitados en respuesta a ia inmunizacidn de un
mamifers que utiliza los c<onjugados de polisacdrido
polipéptido de la invencién. Tal inmunoglobulina vy
anticterpo aislado 98 Gtil coms agente tarapéutico y como

resctivo de dlagnéstico.

Las Llnmunoglobitlinas y 1los anticuerpos producidos
son especificos para LMW-HA. Las moléculas de conjugade
de la invencién también son 1tiles para elevar 1los
anticierpos monoclonales y antiidiotipicos de acuerdo con

nétodos bien conocidoa.

BREVE DESCRIPCION DE 108 DIBUJOS

Figura 1: Estructura de &cido hialurénicc {HR}.

Figera 2: Generacldén de LMW-HA antigénico de ktajo

pesc molecular mediante sornicacidn y/o trataniento acido.



Figura 3: Estructvra del epitopé protector del
estreptocece; a) tetraseacdrido de HR sonlcado:; b}
tetrasaciArido generado despiufs de la accidn de 1la

hialuronidasa.

Flgura 4: Titulos de ELISA d¢ antisueros de conejo a

conjugados de HA-TT sonicado.

Figura 5: Titclos ELIBR de antisueros de coanejo a

conjugados LMW-HA/TT hidrolizado &cldc.

Figura 6: Titulaclén de antisueroy de consjo a

conjugade de LMW-HA/TT sonicado.

Figura 7: Titvlacién de antisvercs de ccnejo o

conjugado LYW-HA/TT hidrollzado acido.

flgura E: Irchibicién de antisvero de conejo No.
75295 con =R hidrolizado é&cldo, HA sonlcado, y conjugado

de HA sonlcado sobre platos recubiertos con LMW-HR/HSA.

Figura 9: Inhibicién de antisuero de conejo WNo.

75295 ccn HA sonicado, HA nativo, &acido D-¢glucurédnico,

sy



disaclrido de HA, y tetrasacaridc de HA sobre platos

racubiertes con LMA-HA/HSA.

Figiira 10: Inhibicién de antisuero de conejo No.
72700 con HA sonicado, XA native, é&cido D-glucurénice,
discidrido de HR, y tetrasacdrido de HA sobre ulatos

racubiertas con LMW-HA/HSA.

Flgura 11: Inhibiciédn de antisuero de conejo No.
72700 con HA sonicado, HA nativo, discadrido de HA,

tetrasacdvido de HA, y hexa/octosacarido de YA sobre

platos recubiertos cor LMW=KRA/HSA.

Flgura 12: Titulos ELISA de antisuero de ratén

DALB/c a cenjugado IMW-HA/rPor3.

Figura 13: Tf{tulos ELISA de anhtisueras de ratén CCl

a conjugado Li¥W-HR/rPorB.

Flgura 14: Inmunizacién pasiva de ratones Bal3/c con

antisuveros de conejo; inoculacidn con GAS tipo € (&.4£00

cfu/ml). Respectivaxente, V antisuvercs de <onejo coutra

BS/CFA: © antisuveros 4 conejo contra IMW-HR/TT

S



sonizado; © antisuerps d= coneje  contra  IMW-HASTT

gonicado; ¥ antisueros de coneje contra LMW-HAJLL

sonicao.

Figura 15: Inpunizacién pasiva de ratcnes BalB/c com

antipveros de coneln! inoculacidn con GAS Elpo 3 (2,5

15* efu/ml). Respectivamente, ¥ antisuerscs du consjo
sontra ®BS/CFA; O antiswsros de congje comtra LWW-HA/LT
=onicade}; © antlsvercs de coneda  contra LMW-BR/STT

hidrolizade Acido; ¥ antisueros de conejo cankra LMA-

@n/tt senlcesdo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El Acido hialurbnico se ytlliza como ilnmunsdgenoe para
elevar ma reapueata pratectors y/o terapéutleca. Bn
varticular, ¢l HA es Uil para welevar una respueaia
innune que tanga reaccifn cruezada con bacterias talas
como cat¥aplococos del grupe A ¥ del grups ¢ que Cengan

G sobre su superficie. #4n estar ligados a la fegria, sa

crez yue el epftopo de >easucidn coruZsds con 1o
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estreptoCocos del uyrupo A y del grupe C tienen
apreximadamente 3 ¢ 4 cesiduca de longicud y estd
2ocalizado en el terminal no reductor. No¢ parece existir
diferencia significativa en si el residue de Acido
glucurénico <tarminal ro reductor es saturade o no
saturado en razdn a que ambos epitopos son rrotectores.
Ademds, parece que el Acido giucurénico term'nal se
convierte en Aacide glucurdénico insaturado en la sangre y
orroa flujdos del cuerpc. El HA puede terminar en un
glucosaninilo o residuo glucuronilo, la respuesta inmune
es mejorada cuando el porcentaje de Acido glucurénizo o
&cido glucurdeilco insaturado en @l terminal no reductor
de HA se Iincrementa sobre el porcentaje de N-acatil

glucosamina.

Aunque el HA nativo se puede utilizsr para preparar
conjugados de acuerdo con esta invencidn, preferiblemente
el LMW-HA que tiene desde aproximadamente 3 a 4 sacaridos
a aproximadamente 2.000 sacéridos o desde aproximadamente
600 Daltons a aproximadarente 400 Kd en tamalio se utiliza
para preparar conjugados. Més preferiblemente, el LMW-HA
tiene aproximademente 4 sacAridos o dos unidades
repetidas a aproximadamente 100 unldades raepetldas o

aproxiradamente 800 Daltons & aproximadamente 40 Kd de

3>



tamada. Un tamsho nméEs prefericdo rpara el LMR-HA @ o»
azroximadamente £  wnidsdes repektidas a 10 9 a
aprosimsdamenta 20 unidades recetidas o aproximadamente
BG0 Laltons a aproximadamente 4 a 8 ¥d. El1 LMW-#R za
pugsde obt=nar de HA native, el ¢ual kipicamenis Tiana un
peE0o I:lucular de 400 Kd A varics millones da Vsltonsz
jdisponible de 3igma ¢ medignte purifigacién de acuerdo
con la psternte astadounidense Ro. 4,141,973, medianta
varlos métixlos gue incluyen agnicacidn [Eukeo K; abk al.
Glycoconjy 2., 19%3, IN{6):14353, £ mediante métadaos
cuimidos (Blatter G, Carbchydr. Res., 19%6, 284:109-125 v
Hulkes K. M, Carbohydr, Ras. 1998, 308: 161-164] y/o
enzimdticoe (Delaca et al. J. Em, Chem. Boc. 1925

117:5365-58T0) .

La inwvenclén fambjén propcreicna moléculas de LEW=HR
que contlienen resideos de Acids gluccvénlzo en el
terminai no raducids. Un métofo para obiensr fragmentos
da HA terminal de &cido gluzurénicy a3 medlante
sonicacidén del HA nativo de acuexido con ei método dg Kubco
K: at al. Glycocond J., 19%3, 1C{6):435. Kl porcentsyje da
" moléculas coi terminal de Agicdk cglucerdnico sa puede
inzrenentar mediante tratamiente dai zroducto  de

sonicacifn oon exo=betbo-acatil gluccsanimldasa parva
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remover cualquier residuo N- acetilglucosaminilo terminal
no reductor y proporcionar IL¥MW-HR con un pocrcentaje mas
alto de residuos glucuronilo en el terminal no reductor
de las moléculas. Un métods alternativo para obtener LMR-
Hh incluye tratar HR nativo bajo condiciones acidas
medias para generar moléculas que contlenen una mezcla de
N-acetil glucosaminilo y residuos glucuronilo en sus
extremos no reductores, Los grupos glucosaminile no
red:ctores terminales sobre el IMWA-HA despolimerizado
dcido se pueder remover ccn un exc-B-acetil glucosamidasa
para suministrar IMA-HR con resZduos glucoronilo en el
terxinal no raductor de las moléculas. Ver figura 2. Ver
fiqura 2. La invencitn también suministra moléculas LMW-
HA que contienen residuos de 4,5-glucuronilo iusaturado
en el terminal no reductor. Ver (lgura 3. Un método paras
obrener fragmentos HA terminades en 4,5-glucuronilc
insaturade es nmediante ¢l tratamiento de HA nativo con

hialuronidasa.

El LMW-HR para usc con la presente invencién
consiste de fragmentos en donde a. menos aproximadamente
el 90% de los fragmentcs LMW-HA tienen adcldc glucurdrico

o Aacido glucurdnico insaturado en su  terminzl no



raducido. Preferiblementa, al menosa aproxinadamenta 95%
de los fragmentos LMW-HA para uso con la invencidén tienen
un &cido glucurénico o un acido glucurénico insaturade en

su tavwinal no ceducido,

Cuando se utziliza soanlcaclén, el HA nativo se puede
disclver en un sglvente adecuado, tal como solyvcidn
salina amortigquada con Zosfata, y se obtiene la solucién
sonficada hasta la cantidad deseada de despolimerizacién.
Ver, por ajemplo, Kubo et al. Glycoconi J., 1993, 10:435.
El IMiW-HA obtenlido mediante tal tratamiento
preferiblemente tiene el peso nolecular de
aproximadamente 10 ~ 20 Xd y contiene principalmente
residuos glucurénicos en su extremo terminal no reducido,

es decir mayor de 95%.

Ademds, los fragmentos LMW-HA que contienen una
mez2cla de residuos N-acetilglucosamidinoe y glucuronilo o
sus extremos no reducidos se pueden obtener mediante
trataniento de HA Dbajo condicién 4Scida wedia.
Aproximadamente el 50% de los fragmentos LMW-HA obtanidos
por este métoda Cienen Acido glucvrbnico en su ferminal
no feducido. La subsecuente al tratamiento al tratamiento

&cida, los grupos glucosaminilo no reducidos termipneles
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pueden ser sslectivamente remcvidos de los fragmentos con
un exo-f-N-acetii glucosaminidasa {disponible de Sligma)
para exponer los residucs g¢glucuronilo en el extremc
taerzinal de las moléculas. Al variar las funciones de
reaccion, el porcentaje de fragmentoa con  gQrupos
¢lucosaminilo no reducidos terminales pueden ser
controlados. Por ejemplc, la reaccibdn se pude detener al
irrumpir la enzima con caler ¢ pH en varics puntos de
terminacidn para obtener el porcentaje deseado de

fragmentos con acido glucurbnico en su terminal no

reducido.

Ademés, el LMWN-HA con cualquiera del N-cetil-B-D-
gincosanina © el Aac¢ido p-D-glucurdnico en el eaxtremec
productor pusde sSer quimicamente sintetizado mediants
métedes conocidosa en la  técnica. Ver Blacter G.
Carbohydr. Res. 1996, 288:109 - 123 y Falkes K. M,
Carbohydr. Res 1998, 309:161-164. Por ejemplo, un
discarido de adcldo glucosamina - glucurénico
adecuadamente protegidec puede primero ser preparado de
los monosacarides correspondientes. Los monosacfirldos se
pueden acoplar mediante métodos cencclides en la téenica,

tales cOmo mediante el uso de un ot-

&/
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triclorcacetamidoglucopiranosa como el donador glicosil.
El disacirido resultante pue.de entonces ser acopladc
repetidamente consigo mismo para formar 1L¥W-HA de Camafio
variable. Por eifemplc, e. grupc protecter ancmérico sobre
la porcidn de Acido glucurdnico de disacérido puede ser
removide selcectivamente. Jn grupo protector preferido
para essta posicién as el grupo 4-metoxifenilo. Para el
disacArido del extremo reductor, es decir el primer
aceptador glicosilo, en la posicién anomérica se puede
convertir a ura porcidén metoxi, por ejempleo, al primaro
convertir el grupns 4-retoxifenilo a hidroxilo anoméricc
madiante tratamiento con nitratc de amonio cérico. El1
grupo hidroxilo anomérico resultante se puede convertir a
una porcidn a-tricloroacetamidato mediante tratamlento
con tricloroacertenitrilo y DBU. La porcién o-
tricloroacetaxrida se puede ¢onvertir a la porcidn metoxi
mediante el tratamiaent¢ con metanal anhidro seguido por
el crataniente con el trimetilsililtriflaro y
trimetilamina. Para se utilizados los discaridos como
donadores de glicosile, la posicién unomérica ss puede
convertir a la porcidén a-triclorocacetamidato como se
describié anterlcrmente. El disacérido metoxi protegido

descrito antericrmente se nuede aceptar como un acentador

62—



glicesilo después de remover se.ectivamente el grupo
protaector en la posiclén 3 del residuo gliccsamina., Un
grupa protector preferido para esta posicién es ¢l grupo
cloroacetilo que se puede remover con tratamiento con
tiolrea dipiridina en etanol. El donador digacéridc se
puade acoplar al aceptador de una manera interactiva para
producir LMW-=R, es decir cada acoplamiento sucesive
produce LMW-HA con wuna unidad repetida adicional. Los
grupos protactores preferidos adicionales para el residuo
de glucosamina son un grupe 4, 6-0-benzilidanc y un grupo
2-N-triclorocacetamido. Los grupoa protectores adicicnales
sreferidos para el residuo de Aaclido glucurénico son los
grepos 6= y 4-O-benzcilo y un éster de metilo C6. =1 uso
de astos y grupos protectores alteranativos se describe aon
“Protective Growps In Orgsnic Synthesis”, seguuda Ed.,
por T.W. Greene y P.G.M. Wuts, 1991, John Wiley & Son

Inc., gue se incorpora aqui comc referencia.

Loz fragmentos #HA taxbién se pueden 8sinterizar
esquematicamente utilizando azlcares de difgsfato de
uridina y sintetasa HA. Ver, por ejemplo, De Luca et al.
J. Am. Chem. Scc. 1995 117:5€69-5870. Estos dos Ultimo=s
métodos perniten la sintesis du LMW-HA que tiene

cualquier porcenlaje de dclido giucurénice en su termlinal.

€=



Asi, la formuiaclén de LMW-HA mediante degradacidn
enzimdtica, sintesis senzizatica o =edlante sintesias
quimica permite la produccién de mAs de aproximadamente
998% o més de aproximaidamente 99% de fragmentoa LMW-HA
que tiene un 4cido giucurénico © un &cido glucurénico

insaturads en su terminal no reductar.

El LMW-HA se puede acop.aA* a un portador mediante
los métodos conocidos en la técnica. Ver, por ejemplio,
Dick and Beurret In Canjvgate Vaccines, Cruse et al.
eds., Contrib. Microbiol. Immuncl., Basel, Karger, 1989,
vel. 10, ppi8-114 ¥ Jennings ard Socd en
Neoglyccconjugates: Praparatir:m and RApplications, lee at
al. eds., Capituloc 10, pp 325-371, 1994, Academic Press,
San Diegc. Los métodos incluyen aminaciédn reductiva,
acoplamiento a través de porcléon de carboxilato el usc de
ligadores y el usc de bromurc cianfgeno o sivs derivados.
Cuando se conjuga LMW-HA a un portador, es preferible
evitar la altesracién del eplitopo en el extreme no
redicter del polisacdrido. Un método preferldo de
conjugscion IMA-HA a tn portador es mediante conjugacidon
directa tal como aninacién reductliva en el =acarido
terxinal reductor. Por ejemplos, un grupc de extremo

terminal reductor puede ser introducido selectivamenta en

&y
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sl IMW-HA npediante redocgién  del  residun  terminal
reductor con, por &jaumnlo un korochidruro, aaguido por
pxicaridn de pericdato y awidscisn reducitva, Ver, por

ejemplo, Jannitys patente estadsunidense No. 4, 356,:70,

Li;s métcdoa due senjugen LMW-HAE a4 1un poritador en
varies aitios a o lergo Zel eagualeta dsl IHE-HA 3@
pnedlen viilizar. Por ejemplo, el LMW-HA se paedes activar
mediante &l usc de periodato para ganarar grupos aldehicdo
eri los raalduos del esqualeato da loa pollsacéiridos y e
Li=HE activado ea luegs tratade por un portador gue

fentlene un grupo amine libre 2n la preseacia de un

i1

agente reductor tsl como Eborohidrnzy. =Zstogs matodos
tambidnr permiter la conjugacisn de pAs de una molécula
portadera en ux LifW=FR  sinples que  pezmite la

reliculacisén.

El cowponente de polipéptide de laz maléculas de
corjugado de la invencidn puede 3sar cualguier proteina
figiclégicamante toleradp o wolipdphiso ocue eveca una
regspuerta dependiente de céluls T cuapdo %o azopla & MR-
HA. Bl €aruint polipdptlds preftenge s=er un Cérmino
genérico qua Incluye péptidos, polipéptlides y proteinas

qua lncluyen proteinas modificedas o regcoobinantes.
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Ejorplos de polipéptidos Gtiles como portadores incluyer,
pero no e’atén limitados a, toxinas bacterianas, toxoidea,
purinas, proteinsas de membrana exterior, y materiales de
proteina de reacciébn cruzada. Tales pelipéptidos
incluyen, pera no estan limitadas a, toxoide de téLano,
toxoide de difeteria, toxoide pertussis y un polipéptido
inmunegénico derivade de estreptococo, un polipéptide
inmunogénico derivado de Aintluenza, ur polipéprido
inmnurcgénico derivado de weningococo, y un polipéptido
inmunogénice derivado de neumococo, y un polipéptido
inmunogénico derivado de E. Coli. En particular, el
texcide de tétano, el toxoide de difteria, el CRMisz, ¥
05 polipéptidos de porina de hempfilus, E. coll vy
nelsseria, tal como rProB, son praferidss. Ver por

eienploc patente estadovnidense No. 5,439,808.

La molécula conjugada preparada de acuerdo con la
presente invencién comprenden tipicamente un polipéptido
pertador o una proteina a la cual se uwne al mel:nos un
fragnmento de acido hialurbénico de vajo peso molecular a
través de un sitio de unidn simple en el extremo tarminal
del esquelete del fragmento polisacérido. Asi, 1la
presente invenciéon suministra la cspacidad, sl se desea

de producir moléculas de conjugado nlalurénico de bajoe
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peso molecular en donde el componente polisacéride,
excerto pura un extremo, no esg oscurecido por el
portador. EsTos tipos de conjugados se pueden denominar
como neoglicoproteinas. Ver, pcr ejemplo, Dick and
Beurret, SUpra. Alternatlivamente, los conjugados
retisulados se pueden formar de acuerdc coh la preseate
tnvencitn. Estos tipos de canjugados se pueden denominar
como conjugados de enrejado. Ver, por ejemplo, Dick and

Beurret, supra.

El fndice molocuiar de IMW-HA a polipéptide o
protei:a en las mecléculas de ¢onjugado de la invencién
estd preteriblemente anktre aproximadamente 1 a
aproxiradamente 100 mcléculas de LMW-HA por moliécu.ia,
polipéptido o proteina. Mas praferiblemente el <ndice
estid entre aproxizadamente 10 y aproximadamente 20
roléecnlas LYW-HA o epitopos por melécula de polipéptlido o
proteina. Alternativamonte, el indice de IMA-HA 3
po.ipéptido o protelna se puede determinar en pesc, por
e)emplo, las moléculas de conjugado de la invencidn estan
entra aproxizadamgnte 10% y aproximadamente 5008 en peso
LMW-HA a polipéptido o proteina en peso. Preferiblemente,
los conjugadoes de la prassnte invencion 8on

aproximadamente 308 a aproximadamente 100% en peso de

67



2]

LMW-HYA a polipéptido ¢ protelna en peso. En una
mocdalidad, ¢n 4acids hislurdnice de muy bafo peso
rolecular, es decir, menos de aproximadamente 20 unidades
rapetidas, se utlliza para formar conjugados gque
incrementan la densidad del epitopo. Las variaciones en
el IMW-HA/polipéptide o indice de protelna se puede
aograr al ajustar las condicionesa de conjugacidn,
especialmente el indice de componentes de partida en la

reaccidn de conjugacién.

Ademds de suministrar moléculas de conjugado Que
conprenden dcido hialurdénico de bajo pesc molecular
conjugados cen polipéptidc o© proteina, 1ls presente
invencién también comprende conjugades multivalentes vy
composiciones farmacéuticas y vacthas gque comprenden
cenjugados a:ltivalentes en donde diferentes
polisacdridos scn conjugados en un polipéptido simple.
Fer elempls, el &cido hislurédnico de bajo pesc molecular
se puede unir a un polipéptido o proteina en varias
coxbinaciones cor otros polisacidridos. Ejemplos de tales
pcelisacécidos son  los polisaciaridoa capsulares de
Hemocfilus influenzae tipo b; estreptococus grupo B tipo

Ta, y T», II, ¥, IV, V, VI, y VIII; los grupos
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meaingococc A, B y C; y polisacdride de estreptococo

grepo A.

Los conjugados inmunogénicos de acuerdo con la
presente invenclén suminigtran composiciones
farmacéuticas 1tiles, tales como vacunas, gue son
importantes para suministrar proteccidn contra infeccidn
por Dbagterias que <contienen HA, tales como los
estreptococces del grupo A y grupo C, en mamiferos,
particularnente humangs y caballos. Ademds, estas vacunas
son Qtlles para la administracién a hembras embarazadas
como medio de suministrar anticuerpos protectores a un

neonato antes de nacimianto.

Las composiciones inmunogénicas de la invencién se
pueden utilizar como medios para elevar los anticuerpos
_monoclonales, po.iclonales, ¢ antiidlotipicos dtiles para
propésitos profilfcticos, terapéuticos y de diagnéstico.
Loa disgnésticos son particuisrmente dtilesa en el
monitorec y deteccitn ¢de varias infecciones vy
enfermedades causadas por bacterias que contienen HA
tales como estreptococos del grupc A y el grupc C. Las
conposiciones inmunogénicas de la presente invencisn se

pueden utilizar como un JIinmunégens para usoc tanto en



prokteccion inminogénica activa como pasiva de aquellos

individucs infectados o en riesgo de Infeccidn

especialmente mediante estreptococos del grupo A o del .

grupo C. Los anticuverpos bnactericidas utilizadcs para 1ls
proteccion pasive y precducides mediante Iinmunizacién de
un mamifero con cualgquiera de 1las composiciones
inmunogénicas de la invencidén y luego recuperacidn de
anticuerpos bactericidas. Os anticuerpos bactericidas
para uso con ia presenta invencién puveden estar presentes
en el suvero, y fraccién parcialmenta purificada tal como
fraccidn de gamaglobulina 5 aaticuerpos purificados. Por
eleamplo, el IgG 8¢ pueda purlficar de mezclas de proteina
cruda, tales como fluido de suero o asciiico, mediante el
uso de mngarssa de proteina A o proteira G. la protelna A
se une a la porcién F¢ del IgG. La proiteina G también se
une a la regidn Fc, pero tamdbién gse puede unir a la
regién Fab hraciéndela 0til para purificacién de los
fragmentos F{ab)’y; o IgGs. Las muestras crudas de IgGs se
pveden purificar utilizsndo unas columnas de agarosa de
proteina ¢ proteina G. las muestras de suerp, fluido
ascitico o0 cultivo de tejido supernadante deben ser
diluidas al menos l:1 ¢on amortiguudor antes de aplicar a
una calumna. Después de aplicar a la mmestra, la columna

g8 lava con amortiguador lavado, por ejemplo, fosfato de

v
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sodio 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4, hasta que la mayoria de
ias impurezas se remueve. E1 IgG es entonces eluido con
amgrtiguador de elusiédn, por ejemplo, 100 ml de glicirna,
pH 3,0. El IgG puede ser entonces concentradc mediante
diafiltracién y puriticads adiclonalmente mediante
intercambic iénico o0 cromatografia de exclusion de

tamafio.

Los anticuerpos “*humanizados” {incluyends
anticnerpos quiméricos o injertades CDR), fragmentos dea
anticuerpos, Yy especlalmente anticuverpos bl-especificos
basados en anticuerpcs monoclonales reivindicados estén
dentro del alcance da la presente invencién, en razén a
que son  productos relacionados con anticuerpos
recombinantes producidosa en c¢élulas procaridticas o
eucaridticas. Pcr ejumplo, lps fragmentos de anticuerpos
tales como los fragmentoz Fad y Flan'}:, se pueden
producir en cultlivos mediante células huésped tales como
E. ¢oli, levadura, células de insecto y mamiferc hasta lia
determinacién de la informacién estructural (secusncia)
para las regiones variables de los anticuerpos de 1la
invencidn. Tawblén, por elenplo, la patenta
estadouridense No. 6,180,377, La informacién de secusncia

para las regiones wvariadles también posibllita la

7/
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preparacién de anticuerpes injertados con CDR. Mas aun,
<08 anticuerpos quiméricos (por ejemplo anticuerpes de
ratén/humara) se pusden preparar utilizande células de
mieloma de ratdn transformade o c<élulas de hibridoma vy
anticuerpos bi-especiflcos se¢ pueden producir mediante

células de hibridoma hibridos.

~as compcsiciones farmacéuticas y vacunas de 1la
invencién son tipjicaments formadas al diaspersar Acldo y/o
conjugade hialurénico de bsjo vpeso molecular en un
portadexr farmacéuticemente aceptable, ta. comd solucidn
salina flsiclégica, solucli6én salina amortiguada con
fosfato u otros ligquidoz inyectablea. La compasicidn o
vacuna farmacéutica se puede adwinistrar parenteralmente,
per eiemple subcuténeamente, intraperitonealmente, o
intramuscularments. Loa aditivos de costumbre en
conposicicnes farmacéuticas tales como vacunas también se
pueden agregar; por ejemplo, estabilizedores, tales como
lactosa o sorbitol, y adyuventes tales como fosfato de
aluminio, hidréxidc de alumini¢, sulfato de aluminio,
norofosforil 1lipido A, wxonofosforil lipido A, (QS21, o
esteariltirosina. Tales composicionas farmacéiuticas
Fueden comprender un édcido hialurénico de bajo paso

nolecular, su conjugado, ¢ anticuerpos a acido

7



hialurénico de najo pess molecular y/o a su conjugado.
Las coxmposiciones se pueden administrar solas ¢ en
coxbiracidon con al menos ot2o agente, tal como un
adyuvante o un compuestoc estabilizador due se puede
adnlristrar en un portador farmacéuticamente
biccompatible estéril, ¢ue incluye, pero no est& limitado
a golucidn salina, solucliédn salina amortiguada, dextrosa,
y agua. Las composiciones se pueden administrar solas a
un paciente, c© en combinacién con ctros agentes, drcgas.,

hormonas o modificadores de respuesta biclégica.

Las composicicnes farmacéuticas y las vacunas son
adninistradas en cantidades suficientes para provocar una
respuesta inmunogénica. las dosis normalmente estédn en el
rango de apreximadamente 0,1 a 50 pg de molécula de
cenjugado por kilogramo de peso de cuerpo. Las dosis se
pueden ajustar con base en 8l tamafo, peso o adad del
individuo y estidn blen dentro del nivel del experto en la
técnlca. Una seclie de dosis se pueden dar para inmunidad
tptina. La respuesta del anticuerpo en un individuo se
puedo nmonitorear al determinar el titulo del anticverpo o
la actividad bactericida y el individuo puede ser

empulado, si es necesario, para mejorar la respuesta.

73
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La presente invencidn suministra coxposiclonas que
cocnpreanden anticuexpos, tales (oo 4] anticuerpos
purificades, reacciones de gamaglobu.ina y suero atil
para propercionar inmunidad pasiva a mamiferos infectados
0 en peligro de ser expuestos a bacteriaa que contienen
HA, espas:laimente estreptaccces del grups A o el grupa C.
Entre lasg muchas patologylas cavsadas por los
estreptococos eatéd la infeccidn de tejldec susve invasiva
que esté asociada con morbilidad Y mortalidad
significativa, ver, por ejemplo, Ashbaugh et al. J. Ciin.
Invest.,, 1993, 102:550. Los Ig¢Gs, los fragmentos de
anticuerpos, las fracciones de gamaglobullna, ¥y ei suero
suninistrade por la preseante invencidn son 1dtiles para
inhibir prevenir infecciones provenientesa de bactsrias
que contienen HR, tales como estreptococos del grupc A y
el grupo C y, necrosis de telido resultante y otras
patologias resultantes de tal infeccién, . Las
composiciones farmacéduticas que comprende el anticuerpo,
talas como anticuerpos purificados, fracciones de
gamaglobulina y &uer¢e son tipicamente formadas al
diapersar los anticuerpos en un pcrtador
farmacénticamente aceptable adecuado, tal como s$olucién

salina figloldgica, solucidn salina amortigquacda con

Z



30

fosfato u otros liquidos inyectables. Las <omposiciones
farmacéuticas se pueden administrar parenteralmente, gpor
clemp.o subcutdneamente, intraperltoncaimente o
inZramuscularmente. Los aditivos de costumbre en las
conmposiciones farmacéuticas también se pueden agragar.
Las composiciones se pueden administrar solas © en
sombinacién con al menos otro agente, tal comc un
compuesto estabilizante, gze se puede administyer en un
portador farmacéuvtico biocompatible estéril, gque incluye,
pero no estsd liritado a solucién salina, sclucién salina
amorsigyuvada, dextrosa y agua. Las compoaiciones se puedan
administrar solas a un paciente, o en combinacién con
gtros agentes, drogas, hormonas ¢ modificadores de

respuesta bigléogica.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden
antlicuerpos son a<ministradas en c¢antidades suficlentes
para Llnhibir la infecciétn de bacteria. Las dosis se
puaden ajustar basadas en a9l tamafio, pesc o edad del
individuc y egtan bien dentro del nivel del experto en la
técnica. Una serles de dosis pueden ser dadas para
inmunidad 6ptima. La respuesta de dosis en un individuo
se puaede monitorear al deterninar el titule del

anticucrpo o la actividad bectericida y el individuo le
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puede ser dadas dosis adicionales, si es necesario, para

Tejorar ia resptesta.

Las antlcuerpos preparados de acuerdo con la presente
invencién también son Gtiles varios lnmunoreactives para
el usg en inmunoensayos. Por ejemplo, para inmunoensayos
lps fragmentos de Acido hialurdnico de Dbajo rpeso
nolecular o sus conjugados pueden ser inmovilizados sea
directamente ¢ por medic de un aglomerante, tal como un
cnlazador de polipéptido, a un soporte sélido. Métodes
similares a agueilos usados pava hacer los conjugados
pueden usarse para la inmovilizacién. Los anticuerpcs
pueden eéntonces ser usades en diversos sistemas de
inmunoensayo conocidos per aquellos en la técnica
incluyendo, ensayos de radioinmuno y ELISA para daetsctar
la presencia de bacteria gue contiene AHR, tal como los
estreptococes de grupo A o grupo B. Tales ensayos pueden
ser usadosg para dlagnoaticar 1la presencia de infeccién en
individuoa por medio de ensayar en cuanto a la presencia
de los anticuerpos estreptococzles de grups A ¢ grupo B

en el suers u otros fluldo del) cuerpo.

Los ejemplos praesentados aqul tienen el propésito de

ejemplificar loa diveraos aspectos que lleva la invenclién

>
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y B el propdsito de limitar el aleance da la inwvenclon
de ningeng manerca, Tpda las puklicacicnes, Patentas y
articvlos a2 loa euales sw raflere en esta especiflcacidn
s Lncorporen agqui en auw  teotaiidad demfb»:r da  la

especificaciém,

EJEMPLO 1

Preparaciin dal IMK-HA
Deapolimerizagién del Acide hialurdnice por Hidrdlisis da

Acids.

El dcido hialurdwmicre (L0 mg, Lifeccre loke I1-9062~
31 fus agregado a una solucisn de 16 ml ge HCL al 0,03 M.
La mezcla fue rcalentada a B0°C durante 2 hotrasz, o
agitada pars pader disclver «l sflido enters. Lz muestra
fue entonces calentada dwrante 1,5 horas a 190°C. La
daspolimarlzacidn fue monitoreadas por Im remocifin de
alicugtas de la xezcla de reaccidn a ¢iferentes tiempes y
analizadag sobre un 3igTema Bic-Rad (Blologic! efquipado
con u#na columna Superose® 12 HA 10/30 (Farmacie). La
golucitn Ive neutralizads con ¥aOH AL 0,5 N, luego

dinlizada con une membrana Diaflo® de c¢orte de peas
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mclecular 3,500 {(MiCO) y liofilizada. El prcocducto fus
fraccionads a tamafio molecular por mediv de una colunna
Supsrdex® 200 PG (Farmacia) paca proporcionar €5 mg del
producto sblido. El andlisis *H-NMR de las muestras a 500
XHz confirmo la estructura de la unidad repetida de
disacarido del #&cido hialurénicc (HA). El peso molecular
promedio del fragmento generade fus estimado por
cromatografia de exclusién de tamafilc acoplada con una
fotometria de bacrido por luz de Z4dssr multidngule (SEC

MALLS) que es de cercs de 12,000 daltons.

Preparacidn de Acido de -Glucurdnico gque contiene

Oligosacaridos HA y sus extremos no reductores.

Acido hialuxénico (.00 mg, Lifecore lote 1-9062=5)
es tratado con HCL al 0,1 N a 30°C durante 10 horas. La
gsolucitn es neutralizada con NaCH al ¢,5 N vy desalificada
por medio de una columna Sefadex® G-20 (Farmacia) eluida
con agua. El producto desalificado es congelado y sccado
y tratado con p-N-acetil glucosaminidasa (ec 3.2.1.30;
Calbloguem] para generar fragmentos LMW-HA con cerca de 4
a 20 ynidades rapetidas y conteniendc &cido D-glucurénico

er sus extremos no reductores. La estructura de .as
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sVigosacaridos en confirmads par la eepectroscopia MMR y

gl anali=zis de metllazidn.

Despolimerizacién dal #éido Hialurénico por sonliacidn.

MAcido bislurdnico {100 wg, Lifecore lote 1-2062-%)
fue dlsualto ean 20 ml de un amcrtigquadar de FBS ce 10 wM,
la suspensidn fua sgitzdz hasta dieolucion. La iestra
fue sorlceda  con sSonloezdor  Sransan owedelo 458,
ipatdmetros de zenicacidn: control de salida: 3@ c¢iclo de
trabajo: 50%; temperatura 2: 2'C) durante 1& horas.
Daspris de d1Alisis liofilizacldén, E7 mg del products
saiido fue recuperacdoa. El psso mglecular promsdic del
dvidohialurinico sonicadio resuliante fue detexrainsdo coms
16,000 deltons pov SEC-¥ALLE wsande un  instrumento
HinlDawn (Wyatt Fechnoleyy, Santa Barbara, CA} ¥ una
cclumng Svpperoze® 12 HR 10/30 (Farmzacla),. El anglisls
el 'E-MR de lae muestrsz a 500 KWz confirms 1la
estructura de la unidad repstide de disazirido del acido

hialurdnico,
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EJEMPLO 2
Preparacién de conjugados de LMW-HA
Reduccidn del #cido Hialurénico tratado con Acido con

NaBH4 .

Acido hislurdnico, despolimerizedo con Azido
clornidrico (65 wmy) fue disueito en 6,5 mi de agua
desionizada. E1 pH fue ajustado a 10 con NaOH al 0,58 R y
64,5 mg NaBH, agregade a la solucifin. La mez¢ia de
reaccién fue mantenida a temperatura ambiente durante 2
horas, El exceso de NaBH, fue destruido con aAcido acético
1 M. la dialisls contra el agua desionizada <¢on una
membrana Diaflo® de 3,500 MWCO sequida por liofilizacién

prodijo 35 mg del preducto sélide.

Oxldaclén pericdata de Acido nialurénice reducido tratado

con acido

Loy muestras de 18 mg de leos polisaciridos reducidos
y dimensionuades fueron disveltos en 1,3 ml y 0,87 2l de
una sc¢lucién acuosa de 10 mM de NaIOy para lograr un
grado de oxidaciér [(d.o.l de 10 y 20 por ciento
reapectivamente. Las reacciones fueron agitadas en la

ascuridad durante 2 horas a temperatura awbiente, y cada



une fue calmeds con 28 pi de etilaen glicol. Lasz imezclas
de reaccifn rCfuera: exktonces Hdializadas y licfilizadas

para suministrar 17 mg del produciec #dlido.
Prepazacién del sonjugado de daide hialurdnico tratado

con aclde y toxoids de tetanus (LMW-HASTIT).

Eeriadata oxidad [d.o 14% y 203} Aacido kialurdnico
—ratacdo con Acido (1D my da cada unc re3vectivamente) ¥
manfémerc de toxgide de tetanua purificado (5 ng ds cada
muastra, Stantena Serum Institute Copenhagua, Denmsck)
fueron disueltoz en 4,5 =i de fumPats de scdio al 0,2 M,
pH 1,4. Ciznoborohidruro de sodic recristalizadio (10 nay
para cada muestyra) se agregd y ka mezcla se maptuwe a
temperaturs smbiente duranta la noche. =1 progrese de la
reaccitdn fue Batikcreada 3 divarsgs Ltiempoa usando 6l
ajstema Bio-Eed ({Bloldgico) con una columna Supercse® 12
hr 10/30 {Farmacial. La conjugacion cdel polisacarido an
prcteina fus indicads pzx un incremenitc progresiveo de un
nleco de UY (2BQ nm] eluyendo an el volumen vacio de la
Gwaiumna. Despuée de gue la conjugacién fus cocmpletadis, 14
B e KabHy en 1 ml de WNaOR al 0,1 oW fuo agregado a cads
mestbra  para  poder  reducir  fualgquier aldehido no

conjugado remanente. El1 canjegado fue perificada  por
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medin de pagsrles =cbre una columna (1,6 ® &0 2m} ds
sSperdax® de PG {Farmscia) eluyande Zon FBS 10 =M gue
canklenen 0,01 por ciasntc de timerosal., Pracelanes

correspondientes al plcc del wolwmen vasic fueran

reqistradas y almacensdes a 4°C. Se lez dasigno como
conjugados 1 y 2 para 10 v 20 por clenbo de ocxidacidn ea

sus poligacéridos, respactivaimente.

pridacién de Fariodatos da Anido Hialurdnico Honlosdo

Doz nmiwstias de 26 mg ¥ 30 wmy de polisacirlds
sonicados fueron cada vna disueitas en 2 ¥ 1,5 ml 42 agua
desjanizada, raspectivamente y tratados con 0,65 mi y 1,5
ml de MaICc4 aguose 10 nM para locgrur grados cia :s'xida:ian
[d.o.} de 10 ¥ 20 por clento, veswectivaments, Las
reacciones fueron agitadas en le oscurided durants 2z
horas a temperatura zmbiante, y cada resczién fue calxada
con 20 uL de etilen glicol. Las soleeisnes fuaron
entonces dializadas ¥ liofilizadas para suninistrar 24 y

&% mg de producto respectivanenste.

Preparucion del Conjugade de Acideo Hialurénico Sonicado-

Toxoide de Taktasus [(LMW-HA/TT).

¥
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=]l HA oxldads aonicacdao y pericdatade (7 oy da cads
muestra, d.o. 148 y 20§} Y monbmerc de toxoide de tetanus
purificade (3,5 mg Dara rcada muestra} fueron clsveltos
enkre 150 pL de fosfato de sodia 2i 0,2 M con 1M pH de
7,4, Cianoboranldrurc de zedio {7 mg para cada muestral
fve agregado, ¥ las mezclsz se nantuviersn a temperatura
amkiente durante la necie. El srogreszs de csda reaccidn
da conjugacidn fue monitcreado per la  zemocidn © de
alicuctaz cderde la mezela de reazcién a  diferentes
tlompos v con andlisis subsessente sehrs un salateme Biio—
Kad {Biologilc) eguipads c¢on unz columna Supercse® 12 HE
in/30 (KFekieacia). La conjugacifdn dz=l rpolisacdridc ex
polipéptida fu=s indiceds por el incremento preyresivc de
un pice da absorciéim de OV (280 npm) ealuyando en el
volumen wacle de la coluwna. Después dea gque L=
conjugacién fus completads, HaBH; (10 mg en L 2] de Nadx
sl 0,1 ¥ para cada muestra) sp agregd a las mezcias e
zeaccidn para reducir cualeaquier aldehids nho conjugads
ramznente. Los conjugades fueron puriflcados por pasajes
sobre utg columna Superdex® 200 PG (Parmucial, aluida zon
10 oM de PBS gue centenis 0,0l por clsnée e timerosal.
Las traccionegs nurrespnndientes-nl pico del wvolumen waclo

fueran guarcadas y almagenadas a 4°C ¥ fuercn dezignadas

g3
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come conjugados 3 Yy 4 para 10 y 20 por ciento de

oxldazién en sus pclisacaridos, respectivamente.

Acoplamiento del #&cido hialurénico sonicado al Porin

Neisserial recombinante clase 3 (LMW-HA/rPorB)

Acido hialurfnice oxidado soni¢adc y periodatado (20
rg, 2C% de o.d.} y rPorB {i0 mg) fuercn disueltos en 717
NL de un amortiguador de 0,25 M de HEPES, pH 6,5, que
contenias NaCL al 0,28 M y 0,05% de Zwittergent Z 3,14
(Calbiogvem, San Diegec, CA.) Clanoborohidruro de sodio
{20 mg! se agregd, ¥y la mezcla fue incupada a 37°C
durante 1 dfa. Después de que la conjugacién fue
completada, 10 mg de borohidrura de sodio eén 1 ml de NaCH
al .9,- N fue agregado a la mezcla de reaccifin para
remover cualesquier aldehlid¢ remanente. El conjuwgado fue
purificado por pasaje scbre una columna Superdex® 200 26
{Farmacial, eluido con 10 m¥ de PBS que contenia ¢,01% de
timerosal. Las fracciones correspondiences al pico del
va.umen vacio, sequn se monitorec pecr la absorbancia de
UV a 200 nm, fueron almacenados a 4°C y etiquetados como

conjugados S.
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Praparacién de Conjugados de Acido Hialurénico =~AlbGmina

de sueroc Humano. (LMW-HA/HAS) como antigencs de

racubrimiento ELISA

Amtos &cldos hia‘uxénlces tratados con écido y
oxidados scnicados y periodatades con un d.o. de 10 por
ciento, y slbumina de suero humano (HSA, Fluka) fueroﬁ
disrellos on 0,5 ml de amcrtigquador dea fosfato de sodio,
pH 7,4. Clanoborohidruro de sodfo fue agzegado, y las

mazc_.as fieron incubadas a 37°C durante 1 dia. Despuds de

.que la conjugacidén fue comp-etada, borchildruro de sodio

en KsOH al 0,1 N fue agQregado a la mezcla de reaccian
conc se descriold para otros c¢onjugados para remover
cualguier aldenido remanente. Los conjugados fuercn

dializados y liofilizados.

Tabla 1: Caracteristicas fisioquimicas de les conjugados

de LMW-BA/Prcteina:

Modo de Conjugado
.E?njugadoa Portador Fragmento P8 d.o. en & de HA
1 T Sonicacioén [10 30
12 TT Sonicacién |20 128
~ Hidrblisis .
3 -T |con_acide 10 3
Hidrélisis
_iﬁ T con acido 20 20
L3 Sonicacitn 20 16

¥
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Los contenides de 4dcido hialurénico y proteina en
les conjugados fueron medidos por el carbazsl (para
dcldos urénicos) (Bitter, T. 1962 Anal. Biochem. 4: 330)

y ensayos comasie {Blo-Rad) respectivamente.

EJEMPL1O 3

Aislamiento da los inhibidores de oligosachrido de deido

hialurénico

Liasa y halurvnato |EC 4:2.2.1} de streptomyces
hialurplyciticus {Slgma Biochemlicals), el contenido de 3
empollasa en 10 mM de PBS fue agregads al Aacido
hialurdnico -son:'-.ca;io {60 mg) @ incubude a 37°C durante
1,5 horas. La reaccidn ae detuvo por la ebullicién de la
mezcla de reaccidn a 160°C dvrante 1 minuto en un bafic de
agua. El progreso de la digestién enzimética fue
monitoreada por la remocién de alicuotas de la mezcla de
reaccidn y el andlisis en un aistema Bio-Rad {Biologic!
equipado con una columna Superdex® de péptido {Farmacia),
cer 10 mM de EBS comg eluysnte a una velocidad de flulo
de 0,75 ml /min. La solucidn Zue glmacenada a 4°C hasta

su purificacisén posterior,



2

El aislamiento de los oligosacdrides fue llevado a
cabo por necromatcgrafia de intercambic de anién con una
columme mono-Q HR 5/5% (Farmacia) wusando un HELC 1090
(Hewlezt Packard 1090 serie II) equipado con un detector
por arreglc de dicdos, un autoinyector programable , un
recolectcr de fraccibn, y el programa de software Hewlett
Packard Chemstation para el contro. de. sistema y 1la
adquisicién de datos/procesamiento. Un gradiente de etapa
de cloruro de sodio en un amortiguador Tris-HCL fue usado
para ia separacidn. Dos fracciones de oligcsacarido
correspondientes a un dimer (DP2} y un tfetramero (LCP4)
eluyendo, respactivaments entre 18 a Z& mlautos y entre
28 a 31 wilrutos fueron rvecolectados, lioflilizados ¥y
desaiiflcados wsando une columna Sefadex G-10 {Facmacia)
y agua desionizada como eluyente. La estructura de los
oligosacarides fue confirxada por examen de su espectro
1H-NMR a 500 MHz., 2l oligosacirido DPZ correspondld a
244,5-p=-GoaclU={1,3)-D-CG.cNA¢, y el DP4 a A4, 5-f-Glcl-{1,3)~-

p-D-GlcNhe- (1, 4)=p-D-GlcU= (1, 3} -p=-D-GlcKAcC.

EJEMPLO 4
Estudios Serolégicos: Inmunoces ificidad de antisuero de

conejo an Acidos Hialurénicos de bajo peso Molacular
1LMW~-HAS
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Estudios de inmunogenicidad

Ceonejos blancos Naw Zealand fueren inmunirados
subcuténeamsnte, 3 veces a intervalos de 21 dias (dias
0,21, y 41} con 10 g de polisacdrido conjugado por dosls
de LMW-HA/TT en un adyuvante ccmplets Freundds para la
primera dosis y un adyuvante incompleto Freunds para la
gegunda y tercer dosis. lLos conejos fueron drenadoa por
el oldo a los dias 21, 31 y 41 y un ensayo de puncién
cardiaca fue llevado a cabo 10 dias después de la tercera

irxunizacién.

Titulaclidén del antisusro de Conejo en placas recubiertas

ton LMW-HA/HSA

Placas microtituio (NUNC polisaryg) fueron
raecubiertas pasivamente con un LMW-#A/HSA sonicado o con
IMA=-HA  hidrolizadc por  acido/HSA . comc c¢onjugados
{aproximadanente 25 ng PS en 100 uL/pozo} diluidoa sn 2BS
(50 ml de fosfatc de sodic, 150 mM de NaCL, pH = 7,4)
durante 1 hora a 37°C. Despuds de lavar las placas con
PB5S mis 0,05% de Tween® (PBS Tween, pH = 7,4) las placas

fueron recublertas posteriormente con 150 pL/pozo de PBS

&8



mis 0,18 de albiémina de suero Bovino {FS85 + BSA, pH 7,4)
durante 1 hora a temperatuga ambiente. Después del
racubrimiente posterior las placas fueron nuevamente

lavacdas y almacenadas de antre Z a 8°C has:ta que fueron

usadas.

El antisuero de conejo fue diluido seriadamzente en
PBS Tween en pozos de placas microtitu.os recubiertas con
sea VW-HA sonicado/HSA o con IMW-HAR hidrollizado con
dcido/HSA hasta un volumen final de 100 nL/pozo e
incubadas durante 1 horn a temperatura amblente. Las
p.acas fueron lavadas con PFBS Tween y 200 uL de un
conjugado de un IgG de cabra anticonejc-peroxidasa de
rébano (Kirkegaard and Perry Labtoratories) diluido 1:
2,300 en PBS Tween fue agregado a cada pozo. Luego de I
hora de Jlncubacién a temperaturs ambiente, las placas
tueron nuevamente lavadas y 100 AL de una solucién en
sustrato de TMB (KPL} fue agregada a cada pozo. Las
placzs fueron incubadags durante %5 a 10 minutos a
temperatura ambiente y el desarrollo de color fue
detenido por la adicién de 100 yL de una solucién de un
corporente de pare (KPL) en cada pozo. La densidacd éptica
de cada pozo fue leida en 450 nm, y curvas de titulacién

fueron generadas para cada zondiciodn.
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Inhibicién del Ligado de Antisuero de Conejo con
1LM9-HR sonicado/TIT sobre placas recublertas con 1MA-
EA/HSA.

las placaa mnicrotitulo fueron recubiertas como se
mencicnd anteriormente. El antisuero de coneilc con IMA-
HA/TT antiscnicado fue titulado sobre placas recubiertas
con cenjugade de MLW-HA sonicado/HSR., La dilucitn
ceorrespondiente a aproximadamente la mitad de la ssflal
nixima fue sscogida como apropiada para los estudios ds
inhibicidén. =1 antisuero de conejo fue diluido en PBS
Tween. Les inhibidores fueron diluldos seriadamente en
anortiguador gue contenia la dissluclén de antisuvero en
Titerbutes® (Bio-Rad}) y 100 pL de cada nmuestra fue tomada
da. Titerbutes® y agrogada diractamente a los pozos de
laa piacas migrotitulos recnblertasa. Las muaestras fveron
inctbadas en las placas microtitulo durante 1 hcra a
temperatura ambiente. Las placas microtitulo (ueron
lavadas con P3S Twean y luago 100 yL de un c¢onjugado de
TgG de cabra anticonejo-MRP ({KPL, dfluvido 1:2,500 en PBS
Tween fuercn agregados a cada -pozo. Las placas fueron
incubadas durante 1 hora a temperaiura amblente, lavadas
con P8BS Twaen. 100 pL de una golucién de sustrato de TM3

(KFLY fue agregada a8 cads pozo. Las placas fuaron

Y2,



incubadas a texperatura ambients durante % a 10 minutos y
el desarrollo de color fue detenido con la adiciédn de 100
WL a cada pozo de una solucién de un c¢omponente de
Tensidn (KPL), y la abgsorbancis de 450 nxr fve leida. la
inhibicién fue determinada como porcentaje de la sefal
aaxima lsgrada con antisvero diluido en la ausencia de

cualquier inhibidor.
Respuesta Inmune de los Conejos Blancos New Zealand

Ocho conejos blancos New Zeazland fueron inmunizados
con tres inyecciones subcuténeas de cada uno de el Acido
njalurédnico sonicads-toxoide de tetanus (LMW-HA/TT) o
acido hialurénico hidrolizado en dzido-toxoide de tetanus
{LMW=-HA/TT) (cuatro animales para c¢ada conjugada). Ia
figqura 4 muestra la reapuesta inmune para cada canelo
individwal para el iamundgeno dei conjuqado de LMW
sonicade-AA/TT. Todos los cuatro animales respondiercon al
Acido hialurénice con tituleos ELISA en excesc de 50,004.
La figura 5 muestre la respuesta inmune para los conelos
individuales inmunizados c¢on el conjugado da LMW-HA
hidrolizado con Acide~-TT. Todos los cuatro animales
irndividuales respondieron al Adcido hialurénico con

titulos ELISA de aproximadawmente 10,000 o maycres.
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La raspuesta inmune de lcs conejos se demostrd que
ora espaciflca dependiendo de la naturaleza del conjugado
usado para las inmunizaciones. La figura 6 muestra que
los antlicuerpouy de animsles que fueron inrxunizados con el
coniugads de LMW-HA sonicado/TT reacciond mias facilmente
a las placas recublertas con LMN-HA sonicado/HSR, en vez
de con el LMW-HA hidrolizado con &cido/2SA., Existe por lo
manos un orden de diferencia de magnitud en la
inmunoreactividad entre costos difersates antligenos
recublerctos. Lo inverso se mantiene verdad para los
animales inmunizados con el conjugado IL¥MW-HA hidrolizado
con &cido/TT. La figura 7 muestra un orden de prefarencia
de magnitud para estos antisuveros al LMW-#A hidrclizedo
con acldu/HSA en oposicién al IMA-HA sonicado/HSA en fase

s4lida.

La especificidad del antisuero generado por LMW-HA

sonicado/TT en conejos blancos New Zealand.

La egpecificidad del antisuverc producidc en zonejos
par inTunizacién con sl ILMA-HA sonicado/"™T fue examinado
por estudios de inhibicisn en placa microtitulo. Los

resultades de loz estudlos de inhibicidén uszndo antiswverc
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de —os conejes # 75295 inwunizados con LMW-HA sonicado/1T
scn rapresentadoa en las figquras 8 y 9. La figura §
indlca varias especies de HA sconicade Lo mismo que
diversas especies de HA hldrolizado <on dcide wusade
usados comc inhibidorea. En este experimento, todas las
formas de HA hidrolizado por éczldo fuaron inhibidores
pobres del anticuerpe ligade al 1IMW-HA  sonicado
rgcubierto/HSA. Con raspecto a las especiea sonicadas de
los inhibidores, la tendencia parece que entre mas
pequan2 el fragmentc de HA producido por sonicacidn, més
gficiente es el fragmernto es ccmo inhibldor. Esto indica
que en las mocléculas mid3s pegquetna KA presentan nés

eplitopes por unidad de masa de las especies wés grandes.

Los resultados presentados en la fiqura 9 elucidan
adiciaonalmente este hallazgo. De agqui en adelante, al HA
nativo de may alto paso Jolecilar es viste como un
inhibidor muy pobre, aunque casi tres crdenes dec mugnitud
ncnes que ¢l HA de 20 kD usado como iumunogen. Esvecias
mis pequeilas fueron tamrblén usadas como inhibidcres ean
este eXperimento. La forma tetrasacdrido de HA fue un
inhibidor relativamente eficiente, mientras que las
formas disacbride y Acidc D-glucuronico no exhibieron el

ligado dei anticuerpo a 1a fase séiida en ningin momentc.
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Loy resultados dae los westudios do lInhibicién
llevados a c¢abo usando antisuere de conejo # 72700, que
también fue inmunizado <¢on  el. conjugado IMW-HA
sonicaco/TT, se prasentan en las figuras 10 y 11. Estos
resultadas don bastants similares a acuellos obtenldoa
para el conejo 75235 como se describié previamente. La
figura 10 muestra resuliadeos similares a aguellos vistes
en la figura 9. Esto es, la forma tetrasacdrido del HA y
la forma de inmuniogen scnicado [20K) del HA en los pozos
de 1Iinhibicién, mientras que el disacadrido inhibi§ el
poza, mientras que el disacérido y las formas nativas de
HA inhibieron pobremente. La relacidén entre el tamafio del
HAR ¥y la inmunoreactividad fue examinada adicicnalmente
vsando una forma nexasaclrido de HA. Estos resultados sze
dan en la figura 1l1. Los resultados indlcan que esta
forma de HA es capsz de inhibir complatamente el 1ligado
del anticuerpo. A parir de astos estudios es aparente que
por lo mencs la forma tetrasacdrido (dos subunidades
repe-idas) de HA a8 nrecasario para la inhibic¢ién
conmp.eta. La forma disacfizida de HA e§ insuficiente para
la inhinicién y que la forma nativa de la molécula no es

vl inhibidor optime. Por lo tarte, una reducciédn en el
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tsmzfic de la molécula da WA nativa grande e praferihle

para #1 reconocimiento lnmune.

' BEJEMFLO &
Estidios de immunegenicidad en Ratonas

Asrtisusero Producids an Ratones oon Conjugedes da

Acido Hialursnico-Troteina.

Tanto rabones BALR/¢c v CDL fuergh ingurizadow con
kres inyacsiones de vscunza de conjugado EMW-HAE/Prolaina.
Los conjugades fueron 1MA-HA 2onicsde/TT, como en las
conedjos, o un conjugndo de HAa sfnicads e cFor3  [(LMA-
AA/rPosBl . La vEcuma gl conjugada LMW-AASTT ao produlisc
una r2spuesta  jumune mayor gqgue aguella del zonkrol
negativo. ®in embergo, 2l conjugada I¥YM-HA/rPora produjo
titulos ELIZA wardibles ey 100 da  los  andmales
inmunizados. Egtos datcs son mostrados en laa figurss 12
¥y 13 pars 13s ratones BAIR/c y ratones CD1

respectlvamenta.



EJEMPLOD 6

Experimentos De Proteaoibn

Inmgmnizaacidn pasiva

anTisvers de ratén en oconjugados de IVM-HA/TYT fneron
vsados para los ensayod de pretaccids: en inmunizacisn
pasliTa &n ratones Ealh;ﬂ aduitos. El antisuero de zoneijo
0,2 ml) dilwide en la mitad de PBS estéril fue inyacCado
intrazeriton=almente {IF) Zos horas antes del weto [(IP)
ron ¢na dosis de retoc en LR9D de um estrepltococus grupo A
iGAS) tipo £ o tipo 3., Bl aatigvero de un conoejo
iopmunizade von salina da amortiyuador de fosfato (FB3E) ¥
atlyuvante complabto Frewds (CFA} 1lp misero quz un
antisuero de conej¢ conasguido contra el carbohigrars
esireptococal zda grupo A conjugerio zon el toxolde s
tatanus fuercon incluidcs an el experiments de proteccién
como Auakrg de conttol., La supervivencia fus revisada

darante 10 dias después del rate.

Lo= LD90 fyercn detsrilnados previamente daypués da
ra immunizacidn ¢de los rataaes Balbf/c con antisasexa da
congia innurnizade oon P35/CER seguide por 2 horas despuds

pur un refto IP en un range de doals de GRS tipo 6 - kipo

F6
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5. Pl LD9O para =1L SAS tipe 6 y tipe 3 2e dekermind como
5 x 10° ¥ 2 x 10* cfu/al raspectlvamente. Los ressultados
s muparimentos deé 1os experimgnons dal reto se muesktran

an las figuras 14 vy 15,

7>
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REIVINDICACIONES
> Una molécula de conjugads Enmunogénico que

comprende Aacide hialurénico ligade covalentcmanie a
un pertagor ée polipéptide inmunologicamente

acaptab.e.

2. El conjugado inmunogérico de acuerde con la
reivindicacién 1, en donde zayor acerca de 50% de
las moléculas de 4édcido hialurdnico rosecn un
terminal no reductor de Aacido olucurdnice y/fo un

residuo de dcidc glucurénice no saturado.

3. £l coniugade 1inmunogénico de acuerdo cen la
reivindicacién 2, sn donde el acidc hialurdnico as
ur #&cido hlylurdnice de bajoc peso molecular con un
pg%o nolecular de alrededor de 4C0 Kd o monag y un

pesc malecular de alrededor de 600 daltons o més,

4. 21 coningado inmunogénico de acuardo con la
ralvindicacién 3, en donde por lo mencs 90% o mis deo
los fragnentos de 6¢ido hialurdnico de bajo peso

molecuier po.'.;.een un terminal no raductor de Acide

78
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7.

glucurdnico y/o residucs de #dcido glucurénico no
saturado.

E. conjugado Iinmunogénico de acuerdo con la
reivindicacién 3, en donde por lo menos 959 o mas de
los fragmentos de Aacido hialurénico de bajo peso
molecular poseen un terminal ne reductcr de édcido

glucurénice y/o reasiduo de &cido glucurénico no

satuarado.

El conjugado inmunogénico de acuerde con la’

refivindicacién 3, en donde por lo renos 98% o mis de
los fragmentos de #écldo hialurénico de bajo peso
rolecular poaeen un terminal no reduclLor de &acido
glucurdnico y/o residuc de A4cido glucurdnico no

saturado.

El conjugado inmunogénico de acuerdo c¢on 1ia
reivindicacién 3, en donde por lo maros 994 o més de
los fraghentos de #cido hialurdénico da bajo peso
nalecular poseen un tecgminal no reductor de &clido
glucurérnics y/o residuo de Acido glucurdnico ro

saturado.

77
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El conjugado inmunogénico de acuverdec con 1la
reivindicacién 3, en donde el 4cido hialurdédnico de
bajo pesc molecuiar es de alrededor de pcr lo menos

cerca de 4 residucs de glicocil en tamadoc.

El conjugado inmunogénico de acuverdc con la
relfvindicacién 3, en donde el #4cido hialirénico de
bajo pese molecular posee cerca de 2 acerca de 20

subunidades de disacarido.

1G. ¥l conjugado inronogénico dea scuerda a 1la

reivindicacién 9, er donde el Aacidov hialurédnico de
bajo veso molecular tiene o vz de cerca de 2 acercca

de 20 sub unidades de disacarids.

il. €1 coniugado inmunogénico de acuerdo c¢on la

reivindicacion 3, en donde el portader de
rolipéptido se selecciona del grupo que consiste de
toxoida de tetanusg, toxoide de difteria, toxoids de
pertussis, un pelipéptido inmunogénico derivado de
estreptococos un polipéptido inmunogénice derivado
de influenza, un palipéptido inmunogénico derivado

de meningococo, un polipéptido inmunogénico derivado

D



de un neumococH, Yy un pollipéptidc inmunogénic

derivado de E.coli.

1z. El conjugado inmunogénice de acuerdo con la
reivindicacibébn 3, en donda el portador de

pslipéptide es una porina de neisseria.

13. El conjugado inmuncgénico de acuerdo con la
reivindicacién 3, en dende el ccnjugadec es ligado

direcramante.

14. El conjugado inxmunogénico de acuerde con la
reivindicacién3, en donde el conjugado eliclita
anticuerpos que se ligan a un epitope que comprende
fcido glucurénicoc o un écldo glucurdnico rno saturado
como el terminasl no reductor de azicar en un &cido

hialurénico de bajo peso molecular.

15. El conjugadoe inmunogénico de acuerdo con la
reivindicaclén 3, en dende el conjugqado elicita
anticuerpos que ligan el Acido hialurénico capsular

presente on la bacteria.

Vi d
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16. El conjugado inmunogénico de acuerde con la
reivindicacitn 15, en donde ia bacteria es un

agtreptococo grupo A o un estreptococo grupe C.

17. Una composiclon farmacéutica que comprende el
conjugade de acuerdo cen la reivindicacién 3, y un

portador fermacauticaments aceptablae.

18. La corposlcién farmacéutica de acuerde con la
reivindicacién 17, que comprende adicionalmente un

adyuvante fisiolégicarente aceptabla.

19, Un nétede para preparar un conjugado de édcido
hiaslvrénice de bajo paso meclecular-polipéptido de
Tolécula que comprende covaletitemente el ligado de
fragmentos de 4cido hislurSnice de bajo pesg
molecular a un pelipéptido innunolégicamente
adecuado, en donde 308 ¢ rds de .ios fragmentos de
dcldo hialurénico de bajo pesc molecular tienen un

dcldo glucurénicc y/o un residuo de 4cido

gilucurdnico no saturado en el Terminal no reducter.

20. El método da la reivindicacién 19, en donde ¢l

método comprende ligar covalentemente un éAcido

SO
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3

hialurénico de bajo peso ma.ecular a un polipéptido
inrunologicamente adecuado que comprende aminacién

redectiva.

2l. Un anticuerpo purificado que liga a la molécula
de ¢onjugado inmnogénico de acuerde con la

relvindicacién 3.

-

22, El anticuerpo pucificade de acuerdo con 1la

reivindicacién 21, en donde los fragmentos de &cido

YT

hiztuxénico de bzjo peso molecular soen por lo maenos

de £ reslduos de glicocil en tamano.

23. El anticuerpo purificado de acuerde con 1la
raivlnﬁlcacion 22, en donde lox fragmentos de acido
hialurdnice son de por lo menos cecrca de 4 residuos

de glicocii y no mda de cerca de 4 kD en tamafio.

24. Una composiciétn farmacéutica efectiva para el
tratamiento o la inhibicién de infecciones
estreprococales grupec A o estreptococales grups C

comprende un anticuerpo seleccionade del grups dque

consista de un anticverpo licitado, por la

composicitn de acuerdo con la reivindicaclén 17, un
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oK

anticuerpo de acuerdo con la 21, o uwn anticuerpo
licitado para un #fcidc hialurénico de bajo peso

molecular coniugade con una liposoma.

25. Un métodc para elicitar una respuesta de
anticuerps en un manifere, dicho método comprende la
etapa de administrar al mamifero individual una
cﬂntidad de una <omposicidén farmacéutica de acuerdo
con la relvindicacién 17 en una cantidad que o8
suficiente paca elicitar una respuesta de
anticuerpo.

26, El métodoe de acuerdo con la reivindicacidn 25,

en donde el mamifern es un humano.

27. El método de acuerdo con la reivindicacisn 28,
en donde la composicidén farmacéuzica es5 administrada
intramuscularmente, subcuténeamente,

intraperitcnealments o0 intravenosamente.

28. El métcde de acuerdo con la reivindicacién 25,
en donde la composicién farmacéutica es administrada
en una cantidad de alrededor de 0,1 acerca de 59

microgramos por kilogramo de peso de cuerpa.
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29. Una vacuta qua =licita nivelaz efectlvos de
ankticuerpss de Acido himlurbnizo de anti bajo pese
molacuiar an higanes gue comprenda sl sondjugado

inmuincgénico de ecuerds con le reivindicagsian 3,

30, Un método pHEn inhibir la infercion
watreptococal en un ramifero, oue  compratuls
adolalstrar zl wawmifero una comrosicidn Iarmacéutica
da acuarde con la reivindicacibtn ) en wna cantidy:d

suficiente parn iphibir la infeccifm.

31. n métocdo para  fohibir la prograsidn  de
infaccisn an un mpaRiferc por bhacterias que contiensn
HA, CoEprenda acdministrar ah mami fero ulis
compkiclan Qe comprenda la composicifn
tarmacéutica t;l.ﬁ acusrdo con la reivirdicacidn 24 en
una «antidad suficientz2 para iInhibi» la progresiin
de 1a Infaczién.

32. Il métode ¢a acuerdo con la reivindicaeiéon 31,
en tonde laa becterias son aestrepbococos <de grupo A

» asTraptococos de grupo C.

AOT |
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33. Un Kit de inmmweensays para dizgnostico nara
detecter la inferdidn por wsbreptccoca que cofprwcdde

mn snticuerpd de azuerdo cen la ralvindiexcidn 21.
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L Basis of the repart

1. With regard to the elemento of the intemational epplication (Repiacament sheets Which have bean funished to
the recaiving Office in raspanse 1o an invitation under Ariicle 14 are referred 10 in this report as “originally fed”
and are not annexad to this report since thay do not contein amendmants (Rules 70.16 and 70.17))

Deceription, pageo:

120 as orfginafly flled
Clatme, No.:

9 a8 originally Med
Drawinga, shests:

1151818 s originally fllod

2. With regand to the longuago, all the sismnonts markod above were avallable or fumished to this Authority in the
lsnguage in which the Inlsmational spplication was filed, unisss otherwise indicated under this itam.

Thesa elemants ware avaiigble or fumished to this Authorlly in the following languags: , which Is:

O we languags of a trangiation fumished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).

O the language of publication of the intemational appiication (undar Rule 48.3(b)).

O the language of a trmnslation lumished for the pumpasss of intemational pralimingry examination {under Rule
58.2 and/or 83.5).

3. Wih regard to any nucieotido and/or amino acid saquance disciased In the intemational appiication, the
intsmational prefiminasy examination was carriad out on the basis of the sequance lsting:

O ocontained in the intemational appiication in writtan form.

0O God wgother with the intemational application in computer readabls form.
O fumished subsequently to this Authorily in written form.

D fumished subsaquently to thia Authorly in computer readable form.
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The siatement that tha subsequantly fumished writien sequonce listing does not go beyond the disciosure in
the intemational appiication as fiad has been fumished,

4. ‘The amendments have resulted in the canceiiation of:
D the description, pagea:
0 thacdaims, Nos.

Porm PCTAPEAMGS (Boms VI, Shast 1) (hiy 1908)



INTERNATIONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCT/EP02/05310

——

DO the dmawings, shosix:
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{Any repiacernent shest containing such armendments must bo referrad to undsr Rem 1 and annaxed (o this
6. Additional cbservations, If nacessary:

IL Non-establishmant of opinioan with regard to noveity, invantiva step and industrial applioabiiity

1. Tha questions whether the cialmad invention appears to ba noval, io imolvae an inventive step (1o bo non-
obvious), or to ba industrially applicable have not baen axamined in respect of:

O ths entire international apptication.
H ciaims Nos. 1-11,13-32 partiafly, 33,

bacauss:

# the sald bitomationa! appiication, or the sald claims Nos. 25-28,30-32 in relation to industrial applicabllity
relate Lo the following subjact matter which does nol require an intsmalional preminary axamination

(apacity):
oo separate sheat

0 the description, ciaims or drawings (indicale particidar elements bolow) or sald clalma Nos. are 80 unclsar
that no meaningful opinion could be formad (speaf):

C e dzims, or said ciaime Nos. are 50 inadequataly supported by the description that no meaningiul opinion
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& nointemational search report has boen established for the said ciaims Nos. 1-11,13-32 pertially, 33.
2 A meaningiul intemational prefiminary axamination cannot be camled out due to the (nkre of the nucleotida

and/or smino acid sequence lsting to comply with the standard provided for In Annax C of the Administraiive
nstructions:

O the wititen form has not been fumished or doss not comply with the standard.
] the computer readable form has not bean fumished or doaa not comply with the standard.

Y. Reasonad statement under Article 35(2) with egard 1o novelty, Inventive stop or induatrial applicabllity;
cliations snd explanstions supporting such statement

. Statement

Form PCTAPEAMOD (Hazos -Vitl, Sheat ) (uly 1998)
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INTERNATIONAL PRELININARY inlamational application No.  PCT/EPD20EI10
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

e New |
Non-astubiishment of epinian with regard to novelty, inventive step and
industrial npplicabiity

Claimas 25-28, 30-32 relxtw 1o subject-malier conaidered by this Authority to bs covered
by the previsiona of Rule 67.1(#) PCT. Consaguently, no opinion will be formulatad wish
raspact io the induatrial applicabllly of the subjsat-matter of these clalme {Article

34{4){a){1) FCT).

The applicant's attention ls drawn to the fact that claims, or partx of claims, relating to

immentioms In reepect of which no Intamatisnal seamh report has bash satablished nead

not ba tha eubjact of an intermational! praliminary sxaminalion {Fule 86.1{#) PCT). The

applicant is advised thal the EPD poficy when acting as an Intemnational Prefiminary

Examining Authority is normally not to cerry out a prefiminary examinetion on mattar

which haa not bean seaiched. This ia the nase irrespactive of whether or not the claims
- ara amanded following recuipt of the ssarch repott or during ary Chapter Il procadure.

In tha present applioation, ths Intamafional Saarching Autharity has restrictad the
search under the following oblections under Articles 8 and & PCT:

Pregpnt claime 1-11, 13-33 ralats i ah axirmmaly large number of possible compounds
dafined as " Immunologically-suitable polypaptide’ {claims 1, 18, 20] "polypeptida
conjugate” {claim 19), “imrmnogenic polypeptide derved from.." (ofalm 11}, Support
within ths meaning of Asticls 8 PCT and discissure within the meaning of Article 5 PCT
la ta ba found, however, for only a very small proportion of the compounda claimed. In
ihe present cass, the claims lack support, and the application lackes disgiosure.
Furthermore preaant ciaime 14-16, 25-32 relaia to compounds/methods defined by
relerenaoe 10 dastrable chamclenstics or proparties, namely: “tha conjugata/vaoolns

licits antibodies that bind 4..." {Zaims 14, 18, 28); "n an amount which is sufficiend 15

licit an antibody response” (claim 25); "in an amount sulficlent 1o Inhibit..." {claims 30,
31). Tha claima cover all sempoundaimathods having theas charactaristios or
propertiss, whereas the application provides support within the meaning of Article &
PCT and dieclcsure within the maaning of Article § PCT for only & very limiled number
of such compoundamethods.

Form PCT/Supiviute Shaalii0f (Shaat 1) (EPCHAD 18373



INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemeational application No. PCT/EP02/05310
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEEY

Claim 33 Js not supported by the description (Art 8 PCT). No disciosure is contained in
the present application for a diagnostic immunoassay kit as claimed.

Suppon Is only to be found in the present application for thasa parts of the claims
relating to the compounds prepared in the examples and those specifically mentioned
in claime 11, 12 exciuding the vague denominations "immunogenic polypeptide derivad
from...".

Independant cf the above reasoning, the claims also lack clarity (Article § PCT). An
altempt is madae to define the compound by reference to their pharmacological proffie:
"Immunologically-suitable polypaptide” (claims 1, 18, 20); * elicits antibodles that bind
a... (claims 14,15); “In an amount which is sufficient to elicit an antibody response®
(claim 25); "in an amount sufficient to Inhibit...* (claims 30, 31).

Those terms/expressions are vague and unclear and leave the reader in doubt as to
the meaning of the technical feature to which it refera, thereby rendering the definition
of the subject-matter of sald claims unclear (Article 8 PCT).

The Intemational Preliminary Examination Authority fully agrees with these objections,
therefore no intemational Preliminary Examination will be carried out in espect of
subject-matter which s not covered by the search report (Rule 88.1(s) PCT)

Beltem V
Reasoned atatement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step r

industrial applicablility; citations and explanations supporting such statement

The applicant's attantion is drawn 1o the fact that the present opinion expressed as to
novetty, inventive step and industrial applicability refers only to subject matter for which
an intemational ssarch report has been drawn up (Rule 66.1(s) PCT); (i. o. those parts
of the claims relating to the compounds prepared in the examples and those epecifically
mentioned in claims 11, 12 excluding the vague denominations "Immunogenic

polypeptide derived from...%)

For the assessmant of the present claims 17, 18, 24-29, 30-32 on the question whether
they are Industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracling States,

Form PCTSeparate Ehaet00 (Shast 2) (FRO-Ap 1087)
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Tha pasantabiity can alse ba dependent upon the formulation of the cialms. The EPO,
for exampie, does not recognize as indusirally applicable the aublect-matter of claims
to the usa of a compound In madioal treatmant, but may allow, howevar, claims 10 4
known compound for first uss In madical treaimant and the use of such a compound for
the manuiacture of a madicament for a new meadical treatment.

The fnllewing documents {D) ane referred 1o in this commumication:

PH: FILLUT HM ET AL JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, vol. 164, n ,
3, 1986, pages T52-778.

PATENT ABSTAACTS OF JAPAN vol. 1897, no. 05, (1897-05-30) & JP D6
012600 A (SHISEIDCQ CO LTD), {1067-01-14}.

WO 80 62645 A [FIDM ADYANCED BIOPOLYMERSE SRL ;PAVESID
ALESSANDRO {IT); CHIRON CO).

LIS-A-5 868 138 (BLAKE MILAN 5§ ET AL).

OHARAN D T: JOURNAL OF PHARMACY AND PHAAMACOLOGY,
LONDON, BB, vol. 45, no. 1, January 1996 (1888-01), pagea 1-10.

-
"
-

¥ 8

Novelty {Art 33(Z) PCT)

The subject-matier of olaims 1-3, 8, 13-28, 31 i not new In the aanse of Article 33(2)
PCT. The reasons therefore are the ollowing:

D1 discloses a Hyaluranate (HA)-B'SA conjugale used as antigen in wn ELISA.
Antibodies againat sald HA-BSA are aleo described in rabbll sem {sae tabls 1}.
Furthermore e document pressnts svidanca thet the apitopa of glucuronic acid is
respongibie for senam reactivity, and thus the amigenicky of the hyahsanio acid
conjugate {ase page 772, paragraph 2 disoussion). The inctaasa in amiganiolty ia
achleved by parlial snzymatic lndralysis of hyaluronic acid rendaring a low molacular
weight hyaluronit: acid, the same prooedura as In the pressnt application. Consaquently
tha subjact maiter of claims 1-3, B, 13-28, 27-29 |a not novel in view of D1,

D2 discloses a monoclonal antlbhody against sadium hyaluronate obtained by

Immunization of mics with a protsin (haemooyaring or a phespholipid covalently
oonjugated fo & reduessd molacutar weight hyeluronata (see abstract). Said fow

Foms PET/Saparaie Shaoll [Bhae ) (EPO-Aprl 1007}
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mclecular weight hyahuonsade, athough not specified In molecular terms is to bs
sncompassed Lundar the broad range of molecular welgh of present claim 3.
Consaquenty the subject matter of clalma 1-3, B, 13-18, 21-28 is not new in view of DZ.

D3 disclosas the uas of hyaluronie acid polymaers for muccsal delivary of vaccine
antigana Inchuding diphthania tatanus, pertusais, meningiils (ses pege 13, Ines 28-30).
Alhough the cempositions usad for immunisation comprias the antigens I an adsorbed
or antrepped kaum with the hysluronic acid, and not 22 a covalent corjugate (see clalime
1,8-103, the antibadias elloited with tha compoaltion, a8 they eact againaet ths sams
spitopes of the: preasni applicetion, do tnevitably fall under tha scope of present claims
21, £4, 31. Consaquantly the sublact matter of claims 21-24, 31 |a not novel over D3,

Inventive stap (Art 33(3) PCT}

The subjeci-matter of presen claims 1-3, B, 13-20, 31 ua far as noval and of claims 4-
7, B-12, 30, 32 does not meet the requirements of Ait. 3303} PCT for he Ioilowhg
reasons:

Accarding to the description {page 2, lines 12-14) tha problam undeying the present
application Ie the pravention and trealment of gmm-posliive pathogens such as
streptococti by maans of immunisasion {|.e. vaccine). As solution to the problam an
Immunogenio conjugate comprising hyaluromo acld covalenily bound to & polypepiide
canfer fietanus toxnid, dphtheria toxold, pertusals toxold, streptooocs] potypeplide,
Influanza polypeptide, meningococs) polypeptids, pneumecocci or E. ccli polypeptide) is
prapossd. Furthermare & mathod of preparaiion of sald conjugates and antibodies
elioited agains! the sald Immunoconjugates is flso encompassed.

Document DM, which can ba congiderad the ciosest slale of the ant for the assassment
af nventiva step, alnsady addrosses the problem of pravention of gram-posiive
pathogens, In particular group A sirapiboaooi by masn of immunisation (vaccination)
wih compositions containing gtreptocoocal polysacchasides covalently linkad to &
bacterial protein inchiding tetanue toxoid, ¢hojess toxin, diphtheria toxin (see claime 3,
22-24).

The difference beitween D4 and the subject matter of the prazent applicatton [s the fack

PForm PCT/Sapamin Shoslflds [Shaal £) [EPO-Ap 109}
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that hyaluronic acid is not manlioned among the streptecoccal polysaccharides forming
tha canjugate with the polypapiide texcids and toxina.

Consequenily the problem to be solved over 04 would ba tha improvement of th
polysanoharide conjugatas used for mmunizatiorvvaccinalion agalnst gram peshtive

palhogens.

Hyaluronic acid formas part of the streplococcs] polysaccharides (as stated in
description page 2, line £ and documents refarrad by the applicant on page 2, lines 5-
11}. The sidied man, In view of the ieaching of D4 In the prevention and treatrment of
gram-positve pathogena (In partioular group A stroptoceccus), by immurdsation with a
conjugate of a sirepiococeal polyaascharide with a polypseptids moid, would have tried,
with the expectalion of sucoess, the application of said teaching ta the preparation of
the hyaluronic sald conjugate, taking inlo account the teaching of D2 whars covalent
conjugates of the hyalwranic acid with polypoptickes, #llait an immune rasponse againat
tha zald hyahuronia acid.

In particular ha would have selected low molacular waight hyalurenic acld as tha most
appropriate type of hyakironic aclid lor producing an immuna reaponse In view of the
teaching of previcusly discussad D1,

Obwicusly tha intendad use of an immuna conjupats is immunisation or vaccination,
thus inswitably the produntian ol antibodies. Consaguently antibodies eficited sgrinst
the Immunocorjugaies as olaimed in claivs 21-23 cannot either be considerad as
involving an inventive step, moreaver as bacteral polysacchariies conjugmand 1o
prolein carriers, nomnally tetanus or diphthera toxoids, are suggesied &s atratagy In
vaoccing development (see DG, page 2, col, 2 and table 3).

Vaccines somprieing the inmunoconjugates (cinim 29) are consaquently alao obvious
for the sidlad man in view of DB for the sama rsasan above,

Furthermors the mathod of preparing sald low molecular weight hyaluronie acid-
polypeptide conjugale conslating on Lsing sodium oyancbomhydride {(deecxiplion page
21 of presanl applioatian), 48 a routine achniqua for conjugaiion of polysaccharides o
polypeplides, canndt $ithar be regandsd aa a feature oonforring inventiva seap to the
subjeci matter of claims 19, 20.

Farm PCT/Sapamin Blaot06 (Sheel 3 (EFO-ADE 1807)
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Fsta Asparte de Examen Preliminar Intersacional ha
sido @grepsrerda por esata Auteridad Examinadorca
Prealiminar Intarnacional y z2¢ remite sl aclicitanks

Za acucrde con el Articulo 3B,

Eske RIPORTE comnalsta de un total de 10 hajas,

ineluycnde estz hoja de portada.

O Este rsporie taauh:l.én. ue aconpaha por ANEXOY, es
decir hojas de la descrlpcidn, relvindicaclonss
y/o dibuijc: que han alda carregldos y son ia base
para este reporte y/o nodes que  Sontienen
reckblficacionas hechas antes a esta Astoridad
{ver Regla 10.1¢ y Seccldin 667 de las
Instrecciones Administrativas de acuerds con a8l

PET) .
Estos anexos conzisten da un tetal de hojas.

Este Repurte cantiene indicaciones relacicnadas con

los glmiantes items:



4 B Base del Reporte
II a Prioridad
I1I (m] Concepto de sin fundamento con respecto a

novedad, nlvel inventivo y aplicabilidad
industriai

v a Falta de unidad da invencién

v E Declaracidén motivada de acuerdo c¢on al
Articule 35{2) con respecto a novedad, nivel
inventive o aplicabilidad industrlal; 1las
citacicones y oxplicaciones ayndan a dicha
declaraclén

vI O Clertos documentos cltados

VII O Ciertos defectos en la solicitud
internacional

VIII 0O Clertas observaciones sobre la sgoiicitud

internacional

Fecha de preasentacién de la petlciéan

26/11/2002

Fecha de terminacién de este reporte

i
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Nonbre y direccion de rcorrespondencia ge la auteridad

examinadere praliminar internmcional:

Europann Patent 0fFfice - P.E: 5318 Patentlaanr Z
Ki-2280 3V Rijswljk - Paye Bas

Telélgna. + 31 70 3£0 - 340 T%: 3k 651 epo nl
Fax: +31 70 240 - 3060

cficia: Aukarlizado

Gonzalez Ramon, W

Teléfono Ho. +31 79 340 3486

Del PCT/IER/409 {hojya ta portada) (enero 1994;
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Bolicitud Internacional MNo.
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Bases dal Raporte
Con respacte a  los elementox de  le golicitud
inrternacional: (reecmplazo de las hnjas ¢ue hsn side
suninistradas a la Oficine de xacepcidén en respuasta a
s Invitecidn de acuerde zon el Articulo 14 sze
rafiaren a en asfta reperte comn “presentadaz
originaimente” y no sSe sneXan 3 este repozke ys= due
ellas nn ¢contlenen correcclones {Regias T70.16 ¥

TG.LT) s

Dascripagidn, paginas:

1-28 come se pressntd originalmente

Reivindicadiones, Wimercs:

1-33 como s& prezentd originalmenta

3E



pibujos, hojas:

1/15-15/15 cond Sa crezentd poriginalmente

2. Con respecto al ldioms, Loadas los elementis RAXCaCoS
anfariormente estuvleron dispcniblas o fueron
suministrados a esta Ruboridad en el idiome en el que
la soliritud internacional aa presentd, a menos gue se

Indique lo cantrario de acuerdo con wste ltenm,

Estes elementos eatuvieron disponibles <& fusron
suministrades a esta Autoridad eo sl signlante idioma!

;g8 es:

O 2l 1dioma de una Lrzdecceldn suninistrada paras
propositos de bismusda internscionsl {de
aceerdo ccn la regla 23.1(bl).

0 el idicnma de oublicacitn de la sclicitud
internacicnal {(de armexde econ  la reqls

48.3(bj ).

Ve



(m | el idicma de la traduccida suminiskrado para
oropbsitos de axsmen preliminar internaclonsl

ide arnerds con la regla S55.2 y/o 55.3).

3, Coh respecto a cualguier secuancia de aaide aminoe y/o
nuclebeids describe en la acliciTud internacional, el
concepte escrito se emitid sobre la base de la lista

Ja secuencla:

O Contenida en 1la solicitud Iintermacional ean
Forma impresa

O Frazsutada junts con la golicitud intermecional
en forma legible por computadar

(| Suministraida posteriormente n wsta Rutoridad en
Forrma eacxita

O Suminigtrada posterlopxents a esta Autoridad =n
forma escrita forma legible por computador

O La declaracion de que el Zistado de sacuencisa
eacrite suministrade postericrmente ne va més
alla d= la descriycisn en la  solicitind
internacional CUN sE presento se ha

suministrada.



Wiis

O La declaracién de qua la informacidn regisirads
en forma legicle por computadjor ws idénilca al
listade de sSecuencina .eszritc gne se ha

sumninisftxradc.

4. Las correccicnes han dads como  resultado  la

cancelacidn de:

O 1la desuriprién, cdginag:
a las reivincdicaciones, Nosa.:
d Loa dibuios. hojaa:

5. 0O kste reporte ha side emitido cowo ai (algunna da)
1las correccioneé no hubieran sido hechaz, ya  qQie
ella=s han eido conzideradas que ¥an misz alléd de la
descripcidn comp se presentd, como se ingicd en la

cagilla c¢ompiementarin {Regls 70.Z2(ci):

(Cualguisr reemplaZs de hojss ne contengan dichas

correccioney se deba referdr de acwerde 2l jtwn I ¥

anexadas a este reporte)

6. Cbservaciones adizionples, ai ey necesario:;



III. Conospto ds sin fundaments =on raspesto a novadad,

nivel immentive y aplicabllidad ilndustrial

Las preguntas de i las invenclfn reivindicada pzareca
agr mavedosa, lnvolnerar wn nivel investivo (no asre
obvio), © ser aplicable industrialmentes 1 as pan

sraninads con respacto a:

| Ta solicitdd interpacional compieta
= Las reiwindicacionss Ncxs, 1 - 11, 13 - 32
parcialmente, 33.

Porgua:

[E] la di¢aha solicitisl internacianai, o laz dichas
relvindicaciones Fos., 25 - 2B, 30 - 32 wun
Telacian a aplicabilidad induastrial se
relacionan @ ia sigulenbe materiz abjleto qua no
regilere un examen preliminar Internacional

fespecificur) :



(| 1s descripcidn, ralvindicacicnes o dibejos
islementas particulares indicados adelanta) o
dichas reivindicaclores Mos. Son Can no claras
cus ningin concepts gque teonga sentids e Duede

formuler [eapsoliicar):

O lae rasiviadicaciones, o dichas reivindicacion=s
Kos. Son respaldadas btan inadecuadamente pok la
descripcitn gque =ingim concepbe gque Tange

gentido se pnede farmular.

B  ningin reportie de busquada internacicnal ha
eida aatzblacido para las dichas
reivindicacionss Nos. 1 - 11, a1l - B2

varcialmante, 33.

2. Un examen preliminar internaclonal significative no
puede ser llevado a cake deblde a la intewrupecidn del
listado de sezvenciaz de Felde amine v/u muclabétido
para ajustarse con 2l estdndar suminlstrade pars en 2l

Ane¥an C de las Inatrucciones Administrativas:



n

1a [feyma escrlbta nzs ha sido seumindstrada 2 no

4 ajueta con el estinduar.

la forma Jlegibie por c¢ompotador oo hae aido

suministkada o no cumple con los watAndares.

Declaragién motivada da acuerds aon al Arficmlo
A8{2) con respactc = havedad, nivel invantivo o
aplicabilidad industrial; lae cltanisnesa v

explicaciones ayudan tal declaracidn

Laeclaracidn

Novedazd (N}
8i: Relviudicacicnes

Ho: Reivindicaciones 1-3,8,13~23, 31

Niwvael invontivo (IS}
3i: PBeivindi-cacicnes

FNo: Reivindicacianes 1-32



Aplicabilidad Industrial {IA)
§i: Reivindicaciones ver hoja sepacada

Ho: Heivindlcaciones

2, Citacisznes y Explicaciones

VYar hoja saparaca

Del BCT/TPEA/409 (Casillas I-VIIE, hoje 3) [(Julis 1994)
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Be Ttem III
Congapte de ain fundaments aen respeato a novedad, nivel

inventivo y aplicebilidad industrial

Laa ralvindicaciones 25-23,30=-32 relacicnen la mebarin
oblata considerada por estz auvtorldad s ser cublerta per
las disposiciones 4de la regla 67.1(IV PCT. Eor
consigulente, ne 28 Zormulard ecocncepto relacionado con
aulicabilidsd industriel de la materia objeto de eskas

relvindicaclonas {Articulp 34 (4] {a) (i) PLTY.

La atencidn del selicitante s= dirige al hechr de gue las
reivindicacicnes, o parte de las relvindicsclaonas,
relacionades a la lnvanmcidn con vespecto sl £ual no se npa
establecido dque ninqgln raporte de nisgueda lunrernacionsl
necesita #fexr cbjete da un examen preliminar internszianai
(Regla B4.1l(e) BCT). Se informa sl selicitante que 1z

politica de 1la ETG cuande actfa come autoridad

wy



examinadora preliminar internacicaal normalmente oo
ilevar 8 cabo mm examen preliminar ["cbrz la materia gque
wo ha sido huscada. Este 2 21 caso aparte de sl o no las
refvindicaciones gon corregidas siguiendo l¢ raecibide nor
el reporte de blisguadn o durante ¢ualguier procedlmiento

del caplislo II.

En la presentw salicitud, la auferidad d= blisquacds
internacional na reevtringido la hbiisquéedn de acuerdo a las

siguvientes objeciones balo log articulos % y & B

T.as presentes reivimdicaciones 1=11, 13-33 raiacionan un
ndmare extrwmapente grande dia  poailbles compuesbog
definidos comp “polipépitide adecovedo inmmnologlicamente”
izpivindicaciones 1.15,20) “polipérntido (ac egadio
ireivindicacién 191, “polipépti:dn inmmogénice dexdvedc
de ...1 {relvimndicacidn 11%.Apcye denlro del sentide del
Artizule 6 BCT vy cescripeidn dentre del sentido del
Azxticule 5 PCT esta por sexr enconkrado, Bin embargs, =cldo
para una my pequafiz  proporcién de  los  Compusatos
reivindirsados. En el presente casa, le faltn apcya a las
relvindicacipnes, y le I[wita descripelén = la solicitnd,
Adicionalment® lasg presentes remivindicacionea 14-26a,25-32

ae relpoionan a compuestos/mitados definidss wediante la




refersncia a carsctaristicas deseables ¢ propledades, a
saber; “el conjugsdo/vacima elicita antilcuscpos gue
unen...* {Reivindicaciones 14,15,29) "en uns cantidad que
a5 suficiente para eliciiar -la respuesta @ un
anticuerzo” (reivindicacifn 25%); “em una cantidad
guficiente para inhibi»...” [Raivindicarciones 30,311. Lee
reivindicaciones cubren todos los compuestas/métodos que
Liwnan estas raracteristicss o propiledadess, por cuazto la
golicitud suministra apoyo dentxs del sentido del
Articelo B PCT y la deecripcoién dentrs d2l sentido del
Articuleo 5 PCT solo para un nlmaro suy limitado oe talea

compuazios/nétodos.

i reivipdic¢aciédn 3 no estdA soonrt=zda por la descripelim
{Articuls & PCT),. Nipguma descrinciétn estd contenida an
la presente sclicltud para un kit de diggndatlzooe de

inmmo ensayo como S8 rweivindich.

folc e encontrazra apeys en la presente soliciiud para
aguellaa sartes de las reivindicaciones relacionada a los
compuestos preparacdo® en  los ejemplos ¥ aguellos
eppeci ficanente mencionado= en las reivindicacionss 11,12
axclieyends lag denrminaciones  vagas “polipéptido

"

inmunogénizos decivado de ...".
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Independlentements del razonamiento anterior, a 1las
reivindicaciones también les falta claridad (Articulo 6
PCT). Se hace un intento pars definir el compucste por la
referencia de su perfil farmacoldgico: “polipéptido
adecuado inmunologicamente”™ (raivindicaclones 1,19,20);
*elicita anticuerpos que unen un ..."” (reivindicacionas
14,15); “an una cantldad que es suficiente para elicitar
una respuesta de anticuerpas” (reivindicacibén 25); “en
una cantldad suficients para inhibir..” (Reivindicaciones

30,3.).

Aquellaos términos/expresiones son vagos y no claros y
dejan al lector en dudad asi como también el significado
de la caracteristica técnica al cual esio se reficre, por
lo tanto la interpretacidén de a definicidén materia

objelo de dichas reivindicaciones no es clara (Articuic 6

PCT) .

La autoridad examinadora preliminar internacional esta
completamente de acuerdo con estas objeciones, por lo
tanto ningin examen preliminar internacionnl se llevarb a
cabuo con respecto de la materia objeto que no estd

cubierta por el reporte de busqueda (Regla 66.i{e) PCT)

Yiim
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BRa Itam ¥

Danlaracidn motivada de acoerda son ol Articulo 3S5(2) con
reppecta a novedad, nival inventive o aplicabilidad
indyptrial; eitacioras vy axplicacionss apoyan tal

daclaracifn

S5 dirige la albencion dal rolleitante al hacho de gue el
oresente conoepto axprasads comp novedad, nival inwentiva
v aplicabilicad industrial solo == refiere ala makeria
ohjekto psre &) cURl un reporba de bisdusda intarnacicnal
x= ha redactadc [Regla 66.1(2) PCT): {2t decls aouvellps
partea Hd¢ las reivindicaciopnes reliacionadas a loz
compuestcss preparados en los efemplos ¥ aguellow
mencionados especificaments en laz reivindicaciones 11,12
exsluyande  las de nerinacicnes vagas  “pelipéptide

inmuncgénice derlveds de...*)

Para la evaluazldn de las present2 reivindlzacisnes
17,18,24=29,30,32 scbre le cuestidn de sl edlas soi
aplicable= industrlalmente no existe cricerio usificado

en lzs estudos contratante zdal PCT.



La patentahilidad también puede ser dspendiente de la
formulacidn de las reivindicaciones. El EPO, por ejemplo,
na raconcce como aplicable industrialmente la materia
objeto de las reivindicaclones a el usp de un compuesto
en tratamiento medico, pero pusda permitir, sin embargo,
reivindicar a un compuesto conocido para primer uso en
tratamiento medico y el uso de tal un compueste para la
manufactura de un medicamente para un nuevo tratamiento

médico.

Los siguientes documentos (D) se refieran a en este

documento:

Dl: FILLIT H M ET AL: JOURNAL OF EXPERIMENTAL
MEDICINE, wvol. 164, no. 3, 1986, paAginas 762-776.
D2: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 1997, na. 05,
{1997-05-30) & J? 09 012600 A (SHISEIDO CO LTD),
{1997-01-14).

D3: WO 99 62546 A (FIDIA ADVANCED BICPOLYMERS SAaL;
BAVESIO ALESSANDRO (IT); CHIRON CO).

D4: US-A-5 B66 135 (BLAKE MILAN S ET AL).

D5: O'HAGAN D T: JOQURNAL OF PHARMACY AND
PHARMACOLOGY, LONDON, GB, vol. 49, no 1, Enaro 2998

(1998-0i), pagina 1-10.
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Novadad {(Artiomlo 33(2) PCT)

materis objeio de las reivindicecioneas 1-3,8,13-4i%,31

=
u

e =& Mleva en el sentido del Arkicnle 33(2) BCT. Ta

razcnes par lo tanic son lms sigulentes:

[l dascribe an coajegazdo ¥y hialuronats (AR) -33A etilizado
come antigena &n un ELISA. DPichos mnticucrpos contza HR-
BYA también se dascriben en conedog rmard ({ver tabla 1}).
Adicionsimente los presentes :lorumenios eovidenzien gue el
vpitope de dcido glucsrénico ee responsable Jor
zaactividad del suwern, y asi la snbtigunliidad del &ciso
hlalupénico caonjugado (ver pagina 772, discusion parrefo
2j. Bl 1incrementa en antigenlsldsd s&a alcanza por
hidrdlisis engimsticas parcial de Sclds hialurdnice
reprasenkandn un hajn' pasz  melecular de acido
hialurdnico, el mismo procedimiento como an la presente
szlicitud. Por consiguiesnte Jla nateria opbjeto de las
reivindicaciones 1-2,3,13-25,27=-28 no es novadozo en

vista de D1,

N2 rescribs un snticuerps monoclonal vcontra hialuronsta

de sodio cbtenido mediante inmsnizacifén de un raton con



uvna proteina (hasmacianina) o un conjugado covalentemente
o un fosfolipido conjugado covalentemente a un pesc
molecular reducido de hlaluronate (ver resumen). Dicho
hialuronato de Dbalo peso molecular, aungque no
especificado en términos molaculares se abarcazéd bajo uwn
ampliao rango de ©pesc melecular de la presente
reivindicaclén 3. Por consiguiente la maleria objeto de
las reivindicaciones 1-2,8,13-19,21-29 nc es nueva en

vista de D2.

D3 describe el uso de polimeros de Acido hialurénico para
administracitn mucosa de vacuna cde antigenos que incluyen
difterla, tétano, pertusis, meningitis (ver panina 13,
lineas 28=30). Aunque las composiciones utilizadas para
inmunizacién coxprenden los antigsnos 8n una forma
adsorbida o entrapada con el &cido hialurénice, y no cemo
un conjugadc covalente {(ver reivindicaciones 1,8-1L0), les
anticuerpos elicitados c¢on la composicisn, como ellos
reaccionan contra los mismos epitopes de la presente
soiicitud, inevitablemente caen dentrc del alcance de las
presentes ralvindicaciones 21,24,31. Por consiquiente 1la
materia otjetc de las reivindicaciones 21-24,31 po es

novedosa de acuerdo con D3.

A7



Nivel Invantive (Articulo 33(3)PCT)

La materia objeto de la presentes reivindicaciones 1-3,
8, 13-29, 3T distan de ser novedosas Yy las
reivindicaciones 4-7,9-12, 30, 32 no presentan los
requerimientos del articulo 33() ECT por las siguientes

razones:

De acuerdo con la descripcién (pagina 2 lineas 12-14} el
problema resaltado de la presente invencion es la
prevencidén y tratamiento de patdgenos gram positives
tales como estreptccccc por medic de Ilnmunizacidn (es
decir vacuna) come solucidétn al problema un conjugado
inmunogénico comprende 4cido  hialurdnico enlazado
covalentemente a un portador polipéptido (toxolide de
tétano, toxoide de difteria, toxoide pertussis,
polipéptido estreptococo, polipéptido influenza,
polipéptide meningococo, pelipéptido neumococo ¢ E. coli)
se propone. Adiclonalmente un método de preparacidn de
dichos conjugados y anticuerpos elicitados contza dichos

inmunoconjugados tanmbién se aharca.

El documanto D4, que puede ser considerado el estado mis

cercano de la técnica por 1la evaluacién del nivel

A2



inventive ya dirigia el problema de la prevencién de
patfgenos gram positivea, en particular el grupo A
estreptococo por medio de inmunizacién (vacunacidn) cen
composiciones gque contlensn poliasacdridos estreptococo
covalentemente unides a una proteina bacterial que
incluyen toxecide tenanus, toxina de <cblera, toxina de

difteria {(ver reivindicaciones 3,22-24).

La diferencla entre D4 y la materia objeto de la presente
solicitnd es el hecho de que el dcldo hialurdnicc no se
menciona entre los polisacirido estreptococos formadoras
del conjugado con los toxaides de polipéptideo y las

toxinas.

Consecuentemente el problema a ser resuelto schre D4
serla el nmejcramiento de los conjugados de polisacdridos
utilizados para inmunizacién/vacunacidén contra patdgenos

gram poaitives.

pParte de las formas de 4&cido hialurdnice de los
polisacdridos estreptococo (como se estabhlece en la
descripclén pagina 2 linea 2 y los documentos referidos
por el Bsolicltante en la pagina 2, 1linea &-11). El

expsrto en vista de la ensefianza de D4 en la pravencién y

N3



el tratamignio de patogenos gram positivos (en particular
astreptococs del qrupe Al, par inmunizacldn con @D
roenjugado de un polisacArideo estreptococo com un Toxodicde
polipéptido, podria tratar, con esparsnza ds é&xltoe, la
solicitnd de dicha ensehanza a4 2la praparacida de
conjugade de Acide hialurdnico, temancds en guenta la
ausafianze de D2 en donde loe conjugados ccvalente del
frido hialurfnice :c;n polipéptidos, elicita 1ma reapuesta

inmun®e contrz dicha Acido hialurdnigo.

kn partlculsy el podria seleccianar Acids himlurinice de
badje paso molecular como el tipo méds apropiado de a&acida
hizlurénicc para progucir una resprestbe inmune en wvista

de la =nsenanta de Dl discutido previamentsz.

{bviamente &l usv propuesto de un conjugads inmune a3
inminizacién o vaccnaczidn esl come inevitablemente la
produccisdn de anticuerpss. For considquiante los
anticserpos elicitedas rcontra iomunc-conjugadoe como se
relvindico et lae reivindicaciones 21-23 no pueZen ser ni
vonsiderads=s com odue invalucran un nlvel lnvaativo, por
ctra parte, comc cohjugades nolijacdridos para portadocas

da proteina normmlosnee tétanc o toxeids da diftaria se

o
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sugiere coma estrategia en desarrollo de vacunas {ver DS,

pagina 2, tolumna 2 y tabla 3).

Las vacunas comprendan los inmuno-canjugados
{reivindicaclién 29) son par consiqiiente tembién obvios
para el experto en vista de D5 por la misma xazén

anterior.

Rdicionalmente el método de preparar dicho conjugado
polipéptide - &cido hialurbnico de bajc peso molecylar
ccnaiste en  utilizar  c¢lancborchidruro de sodio
{descxyipcitn pagina 21 de la presente solicitud), conmo
una técnica rutinaria para conjugacidn de pelisacéridos a
polipéptlidos, no puede Ser ni consliderada como una
caracteristica que confiere nivel inventive a la materia

objeto de ias reivindicaciones 19, 20.



&
3

FORMATO DE DIGITALIZACION @ musvas n
RELACION DE ANEXOS e
_Mods Follo._
Expediente No
item e
1_Ico
2 [ow
:dﬁ\
4 _|LUBRO
5_|PERIODICO -
&__|DISQUETES 7
7__|SOBRE DE MANIA = A
8 |SOBRE BLANCO T. CARTA
8__|SOBRE TAMARO OFICIO
10 :
Obsarvaciones:

IS

-
-
L



yike
TR iy — —~ — -

ATt 00176089-7 TOM0 T O-i1- 17,00 folie 19

)
bopentnriy; ﬂ! .’g,m ‘T‘ﬂm:;“i.u TN

RECIBO GFICIAL DECMA : O3 - 78,178
FECH } CCTUBRE 27 DE 2003

0 CONSIGRACIBN shadt

DEPRSITANTE TIPG P60 BRKCH CLERNN Mo, PRS0 FECHA P90 Ur. PAGD

CAVELIER ABOGADOY CONSIEMACION  BANCO POPRLAR  030-00110-5 150392 /10700 38,494,630.00

s CONCEPT O IIKE

CANT. RENTISTICE CONCEPTO TOTAL CONCEPTOD
t 0005-01-01 SOLICITUBER i TRANITES DE 50L. DE PAVENTE BE 1N $00,000.00
TOIAL 1 ' 490,000,00

SB: CUNTROCIENTES NIL PESOS

R

-~

RECTEA 9€ WA APLICADD AL EXPESIENTE No.

QoAb ~Sdie-4



R
’

" =WTW--;—.
Freke () B o000 Falioss 157
Treite :M];" l?lﬂl;;m
PATENS =1
| 'Mlslﬂllum:.“mﬁm
!

REQUISH'OS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
: - - TRAMITE :

i
I, ] -
PATENTE DE iNVENCION /u_ooa.o DE UTILIDAD . () t

.. Mldhhquuulﬂhhmnhndnmnpmn

<" Datos de identilicacikin del doliciiants o de |2 persona Gus se presents la solicitud.

« Descripcindelafmoncidn.

= Dibujos de sarestes partinentas.
Comprobante do Pago de lis tasas estshiecides.

A— gty gy
g ¥ St —

COMPLETA . () ) INCOMPLETA ( ) ()
mseﬂo INDUSTRIAL ( ) °

. Indicacion do que se solicits el registro de Dissio Industrisi () ()

- Mm:;ldonﬂﬂudbndelwlldhnhouhmqmpmm { ) ()
« |asolicltud

" - Representacién grifice y fologrifica del Diseho Industrial o mucotra del -

Matarial que Incorpora el disefio. ( ) ()
Comprobante de pago de las tasss evtablecidas { ) ()
COMPLETA () - . INCOMPLETA () ()

ESQUEMA DE TRAZADO ( ') '
- Indicacién de qua solicita el reglstro de un Esquema de trazedo. (

- Datos de Identiticacion det solcltnntn o de la persona que prasenta
La solleitud. '

Represeniacidn grifica del uquema de trazado
Comprobante de pago de las iasas establecides,

COMPLETA - { ’ - INCOMPLETA

s

N St Sep Sy

i, a— Ay ey
— iy, i, gy,
—-— T s St

Firma Rnpon'nhh:

Fecha:



N

g
%,{%fs‘




Industria y Comercio

SUPERINTENOQENCIA

2020
Bogotd, 0.C.,
Doctor: Oficlo N*
Emilo Femer 8117
Apoderado
Beader Intemalionel INC y Baoxier Haalthcars SA,
ABUNTO: Raxficacidn N° 03-00742
Bolitud Intemacionsl POTIEP200205310
Fechainicig fse nacionel 1111222008
Trémilo ot
Evenlo 3%
Actusnidn 430
Follos o

Como resultado dal sxamen de forma, realzado con fundamento o ol articulo 38 da la Decisiin 486 de
Comisldn dé i Comunidad Andina, artimip 77 del Teabatlo da Cooperanitn en Materia da Paientea (PCT),
regla 51 tils el Reglamenty y Circular Unica de b Superimendencia de Indusiria y Camerio, se ls commica
e

0 Laeciictud na contiene B copla del doturnty an que oonsla |a cesidn del derecho a la patente cal
inveninr gl solicikants 0 & su cammanie. (. 26-&) Decisitn 408).

0 Lasoiicihud né contians al poder debidemenie olorgado, con f llend dé los requisitos exigidas por (o8
arfcuing 63 y subsiguinies del Oddigo de Procedimianto Civil. Adicionsiments, debesd presentar i
Mﬂﬂ]tﬂ[ghlﬂn acrecha |8 axishencia y representaciSn bagal 44 |a sociedad solickante, cuando éeta luere
persana |urfdica.

En cirmplimiento de fo dispuesato por o ariculo 39 da I8 Dacisidn 486, s le requisre para que dentro del
témming dé dos eeses siguienies o in fecha de notificacién del presents oliclo, complete |oe requisios
antadomments snunciados. En camn de no dar complimisnky al presenie requerismiento, I sficitud sa
conaiderard abandonada y perdard au prelacién.

Notfiquese sl presente oficky conforme @ lo dispuesto en el numeral 5.2, Keral o), dal capiiulo quink del
thulo primeeo de la Circular Onica N° 10 da 2001.

Joia da Ja Divialdn de Nusyvas Crgacionss.

N A 310 ENE 2988 -
El axtprior reguerimiento fue nolifioaco por kit an fsta da scha, :
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