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COMPOSICION CONJUGADA DE POLISACARIDO-PROTEINA NEUMOCOCICA

MULTIVALENTE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona de manera general con

el campo de la medicina, y especificamente con microbiologia,

inmunologia, wvacunas y la prevencién de infeccidén por

patdgeno bacteriano mediante inmunizacién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Streptococcus pneumoniae es la causa principal de

meningitis, neumonia, y enfermedad invasiva severa en nifios y

recién nacidos en todo el mundo. Las vacunas de polisacérido
neumocodcicas multivalentes se han licenciado durante muchos
anos y han probado ser valiosas para evitar la enfermedad
neumocdcica en adultos mayores y en pacientes de alto riesgo.
Sin embargo, los recién nacidos y los nifios jdévenes responden
pobremente a la mayoria de los polisacdridos neumocébdcicos. La
vacuna de conjugado neumocdcica  hepta-valente (7vPnC,
Prevnar®) fue 1la primera de su clase que demostrd ser
altamente inmunogénica vy efectiva contra la enfermedad
invasiva y otitis media en nifios y recién nacidos. Esta
vacuna estd ahora aprobada en muchos paises alrededor del
mundo. La Prevnar contiene los polisacidridos capsulares de
los serotipos 4, 6B, 9v, 14, 18C, 19F vy 23F, cada una

conjugada a una proteina portadora designada CRMpg7. La
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Prevnar cubre aproximadamente 80-90%, 60-80%, y 40-80% de la
enfermedad neumocdcica invasiva (IPD) en los Estados Unidos,
Europa, y otras regiones del mundo, respectivamente [1,2].:
Los datos de vigilancia recogidos en los afios siguientes a la
introduccidén de 1la Prevnar han demostrado claramente una
reduccién de la enfermedad neumocécica invasiva en recién
nacidos en los Estados Unidos como se esperaba (FIG. 1)

[3,4].

La vigilancia del IPD conducida en recién nacidos en los
Estados Unidos antes de 1la introducéién de la Prevnar
demostrd que una porcidédn significativa de la enfermedad
debida a los serogrupos 6 y 19 se debié a los serotipos 6A
(aproximadamente un tercio) y 19A (aproximadamente un cuarto)
[5,6]. La vigilancia de la enfermedad invasiva neumocdcica
conducida en los Estados Unidos después de la licencia de la
Prevnar sugiere que un gran grupo de enfermedades es aun
atribuible a los serotipos 6A y 19A (FIG. 1) [3]. Mas aun,
estos dos serotipos cuentan con més casos de enfermedad
invasiva que los serotipos 1, 3, 5, y 7F combinados (8.2 vs.
3.3 casos/100,000 nifios de dos arfios yrnenos). Ademés, los
serotipos 6A y 19A estdn asociados con altas tasas de
resistencia a antibiético (FIG. 2) [7,8,9]. Aunque es posible
que la proteccidn cruzada del serogrupo dé como resultado una
declinacién de la enfermedad por los serotipos 6A y 19A en
razén a que mas nifios estan inmunizados, existe evidencia que

sugiere que habra un limite en la declinacién, y un grupo
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significativo de enfermedad debido a estos serotipos

subsistira (ver adelante).

Dado el grupo y la importancia relativa de la enfermedad
neumocdcica invasiva debido a los serotipos 1, 3, 5, 6A, TF,
y 197, agregar estos serotipos a 1la formulacién Prevnar

incrementaria el cubrimiento para la enfermedad invasiva a >

el

90% en los Estados Unidos y Europa, y tan alta como el 70%-

80

oe

en Asia y América Latina. Esta vacuna expandiria
significativamente el cubrimiento méas alla de la Prevnar, y
suministraria cubrimiento para 6A y 19A que no es dependiente

de las limitaciones de la proteccidén cruzada del serogrupo.

RESUMEN DE LA INVENCION

De acuerdo con esto, la presente inyencién suministra de
manera general una composicién inmunogénica multivalente que
comprende 13 diferentes conjugados de polisacarido-proteina,
en donde cada uno de los conjugados contiene un polisacarido
capsular proveniente de un serotipo diferente de
Streptococcus pneumoniae conjugado a una proteina portadora,
junto con un vehiculo fisioldgicamente aceptable. De manera
opcional, un adyuvante, tal como un adyuvante a base de
aluminio, esté incluido en la formulacién. Mas
especificamente, la presente invencidén suministra una
composicién de conjugado neumocdcico 13-valente (13vPnC) que

comprende los siete serotipos en la vacuna 7vPnC (4, 6B, 9V,
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14, 18C, 19F y 23F) més seils serotipos adicionales (1, 3, 5,

6A, TF y 19A).

La presente invencién también suministra una composicion
inmunogénica multivalente en  donde los  polisacaridos
capsulares son de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V,
14, 18C, 197, y 23F del Streptococcus pneumoniae y 1la

proteina portadora es CRMig7.

La presente invencidén suministra ademds una composiciédn
inmunogénica multivalente, en donde los polisacéaridos
capsulares son de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, TF, 9V,
14, 18C, 197, 19r y 23F de Streptococcus pneumoniae, la
proteina portadora es CRMig7, y el adyuvante es un adyuvante a
base de aluminio, tal como fosfato de aluminio, sulfato de
aluminio e hidréxido de aluminio. En una modalidad particular

de la invencidén, el adyuvante es fosfato de aluminio.

La presente invencidén también suministra una composicidén
inmunogénica multivalente, que comprende conjugados de
polisacdrido-proteina junto con un vehiculo fisioldgicamente
aceptable, en donde cada uno de los conjugados comprende un
polisacdrido capsular proveniente de un serotipo diferente de
Streptococcus pneumoniae conjugado a una proteina portadora,
y los polisacaridos capsulares se preparan del serotipo 3 vy

por lo menos un serotipo adicional.
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En una modalidad de esta composicidén inmunogénica
multivalente, el serotipo adicional se selecciona del grupo
que consiste de los serotipos 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14,
18C, 19A, 19F y 23F. En otra modalidad, la proteina portadora
es CRMig;. En aun otra modalidad, la composicién comprende un
adyuvante, tal como un adyuvante basado en aluminio
seleccionado de fosfato de aluminio, sulfato de aluminio e
hidréxido de aluminio. En una modalidad particular, el

adyuvante es fosfato de aluminio.

La presente invencién también suministra una composicidn
inmunogénica multivalente, que comprende conjugados de
polisacdrido-proteina junto con un vehiculo fisiolégicamente
aceptable, en donde cada uno de los conjugados comprende un
polisacédrido capsular proveniente de un serotipo diferente de
Streptococcus pneumoniae conjugado a una proteina portadora,
y los polisacadridos capsulares se preparan de los serotipos
4, 6B, 9v, 14, 18C, 19F, 23F y por lo menos un serotipo

adicional.

En una modalidad de esta composicién inmunogénica
multivalente, el serotipo adicional se selecciona del grupo
que consiste de los serotipos 1, 3, 5, 6A, 7F, y 19A. En otra
modalidad, la proteina portadora es CRMjy;. En aun otra
modalidad, la composicién comprende un adyuvante, tal como un
adyuvante basado en aluminio seleccionado de fosfato de
aluminio, sulfato de aluminio e hidréxido de aluminio. En una

modalidad particular, el adyuvante es fosfato de aluminio.
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La presente invencién también suministra un método para
inducir una respuesta inmune a un conjugado de polisacarido
capsular de Streptococcus pneumoniae, que comprende
administrar a un humano una cantidad inmunolégicamente
efectiva de cualquiera de las composiciones inmunogénicas ya

descritas.

La presente invencién suministra ademds que cualquiera
de las composiciones inmunogénicas administrada en una dosis
simple formulada de 0.5 mL contenga: 2 pg de cada sacéarido,
excepto para 6B en 4 ug; aproximadamente 29 pg de proteina
portadora CRMie7; 0.125 mg de adyuvante de aluminio elemental
(0.5 mg de fosfato de aluminio); y amortiguador de <cloruro

de sodio y succinato de sodio como excipientes.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 describe los cambios en las tasas IPD del
serotipo en los nifios de los Estados Unidos < 2 anos de edad

de la linea base (1998/1999) a 2001.

La FIG. 2 describe la distribucién de aislados
neumocdécicos con resistencia a la penicilina (PCN) en nifios <

5 afios de edad (1998).

La FIG. 3 describe las curvas de distribucidén acumulada
inversas (RCDC) de los resultados de OPA post-tercera dosis

provenientes del ensayo D118-P16 Prevnar.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Inclusién de los Serotipos Prevnar 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F,

23F

Los datos provenientes de la vigilancia IPD entre 1995-
1998 estimaron que los siete serotipos en Prevnar fueron
responsables por alrededor del 82% del IPD en nifios < 2 anos
de edad [5]. En el norte de California, el sitio del ensayo
de eficacia, los serotipos Prevnar contaron con el 90% de
todos los casos de IPD en recién nacidos y ninos jdévenes
[10]. Desde la introduccién de la wvacuna Prevnar en el 2000,
ha habido un decrecimiento significativo en las tasas de IPD
totales debido a la disminucién de la enfermedad debido a los
serotipos de vacuna [3,4]. Por lo tanto, no existe
justificacién en este momento para remover cualgquiera de los
serotipos Prevnar provenientes de la siguiente generacidn de
las vacunas de conjugado neumocdcica sino por el contrario

agregar serotipos para obtener un cubrimiento m&s amplio.

Inclusidén de los Serotipos 1, 3, 5 y 7F

En los Estados Unidos, la tasa de IPD causada por el

o\

serotipo 1 en nifios menores de 5 arios es < 2%,
aproximadamente lo mismo que para cada uno de los tipos 3 vy
TF [1,6]. Los serotipos 1 y 5 cuentan con tasas superiores de

IPD en poblaciones de los Estados Unidos en alto riesgo de

enfermedad neumocdcica invasiva. Especificamente, el serotipo
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1 origina 3.5% de IPD en nifios nativos de Alaska < 2 afos de
edad, y 18% en nifios de 2-4 afios de edad ([11]. Tanto el
serotipo 1 como el serotipo 5 causan significativamente
enfermedad en otras partes del mundo y en poblaciones

indigenas en paises en desarrollo [12,13,14].

El serotipo 1 también se puede asociar con enfermedad
mas severa comparada con otros serotipos neumocédcicos [15].
Esta observacién se basa en la diferencia en las tasas de
identificacién de caso entre los Estados Unidos y Europa, vy
la diferencia asociada en la practica médica. En total, la
incidencia del IPD es inferior en Europa que en los Estados
Unidos. Sin embargo, el porcentaje de IPD causado por el
serotipo 1 en Europa es desproporcionadamente mayor que en
los Estados Unidos (6-7%, vs. 1-2%, .respectivamente). En
Europa, cultivos de sangre se obtienen predominantemente de
nifios hospitalizados. En los Estados Unidos, es una practica
médica de rutina obtener cultivos de sangre en un paciente
externo que se ajusta a nifios que presentan fiebre 2 39°C vy
conteos de <células sanguineas blancas elevados. Dada la
diferencia en la practica médica, se postula que el
porcentaje inferior de enfermedad causada por el serotipo 1
en los Estados Unidos se puede diluir por tasas superiores de
otros serotipos que causan la enfermedad media, mientras que
el alto porcentaje en Europa refleja enfermedad més seria.
Ademés, los estudios de seroepidemiologia de los nifios con
neumonia complicada demuestran que el serotipo 1 esté

desproporcionadamente representado [16,17,18]. Esto sugiere
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que la inclusidén del serotipo 1 puede reducir la cantidad de
enfermedad neumocédcica severa, asi como también, contribuir a

al reduccién total en enfermedad neumocdcica invasiva.

La adicién de 1los serotipos 3 y 7F incrementara el
cubrimiento contra el IPD en la mayoria de las areas del
mundo en aproximadamente 3%-7%, y en Asia en alrededor del
9%. Asi, una vacuna ll-valente cubriria el 50% en Asia vy
alrededor del 80% de IPD en todas las otras regiones [1,2].
Estos serotipos son también importantes con respecto al
cubrimiento de otitis media [19]. En un estudio multinacional
de 1los serotipos neumocdcicos que originan otitis media,
Hausdorff et al encontraron que el serotipo 3 era el octavo
aislado de fluido de oido medio mas comun en total [20]. E1
serotipo 3 contaba con hasta el 8.7% de los serotipos
neumocdécicos asociados con otitis media. Asi, la importancia
de los tipos 3 y 7F en otitis media, asi como también en IPD,
garantiza su inclusidn en una vacuna de conjugado

neumocdcica.

Sin embargo, no han sido exitosos los intentos de
producir una vacuna de conjugado neumocdcica multivalente que
exhiba inmunogenicidad significativa «con respecto a los
polisacéridos del serotipo 3. Por ejemplo, en un estudio de
inmunogenicidad y seguridad de una vacuna de conjugado de
proteina D neumocdcica ll-valente (11-Pn-PD), no se observd
ningun efecto cebador para el serotipo 3 en recién nacidos

que habian recibido tres dosis de 1la vacuna luego de una
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dosis de refuerzo de la misma vacuna © una vacuna de
polisacadrido neumocdcica (Nurkka et al. (2004) Ped. Inf. Dis.
J., 23:1008-1014). En otro estudio, los resultados del ensayo
opsonofagocitico (OPA) proveniente de nifios recién nacidos
gque habian recibido dosis de 11-Pn-PD no mostrd respuestas de
anticuerpo para el serotipo 3 a niveles comparables con otros
serotipos ensayados (Gatchalian et al., 17" Annual Meeting of
the Eur. Soc. Paed. Inf. Dis. (ESPID), Poster No. 4, PlA
Poster Session 1, Istanbul Turkey, Mar. 27, 2001). En aun
otro estudio, que evalué la eficacia de un 11-Pn-PD en la
prevencién de otitis media aguada, la vacuna no suministro
proteccidén contra episodios causados por el serotipo 3
(Prymula et al. www.thelancet.com, Vol. 367: 740-748 (marzo
4, 2006). De acuerdo con esto, una vacuna de conjugado
neumocdcica que comprende polisacaridos capsulares
provenientes del serotipo 3 y capaz de elicitar una respuesta
inmunogénica al los polisac&ridos del éerotipo 3 suministra
una mejora significativa sobre el estado existente de la

técnica.
Inclusién de los Serotipos 6A y 19A
a. Epidemiologia de los Serotipos 6A y 19A
Los datos de vigilancia en la literatura sugieren que
los serotipos 6A y 19A cuentan con mas eéfermedad neumocédcica

invasiva en nifos de los Estados Unidos < 2 afios de edad que

los serotipos 1, 3, 5, y 7F combinados (FIG. 1)[1,5]. Ademés,
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estos serotipos estdn cominmente asociados con resistencia a
antibiético (FIG. 2) y juegan un papel importante en otitis
media [6,19,20]. La capacidad de la vacuna Prevnar habitual a
proteger contra la enfermedad debido a 6A y 19A no es clara.
Lo racional para la inclusidén de los componentes 6A y 19A en

una vacuna 13vPnC se discute adelante.

b. Respuestas a 6A y 19A Inducidas por los Polisacéridos 6B

y 19F

Las vacunas de polisacarido neumocdcica no conjugadas
licenciadas (para uso en personas de por lo menos dos afios de
edad) ha contenido el polisacarido capsular 6A o 6B pero no
ambos [21]. Los datos de inmunogenicidad generados en el
momento de la formulacién de 1la vacuna de polisacarido
neumocdcica  23-valente demostraron que la vacuna 6B
monovalente indujo anticuerpo a ambas capsulas 6A y 6B. Los
datos provenientes de varios ensayos que evallan las
respuestas del ensayo IgG y opsonofagociticas (OPA) en una
variedad de poblaciones con polisacarido libre y con vacunas
de conjugado neumocécicas sugieren que las respuestas IgG a
6A se 1inducen por antigenos 6B, pero las respuestas son
generalmente inferiores, y la actividad OPA con organismos 6A
es diferente que con organismos 6B [22,23,24,25]. Ademas, los
sujetos que responden con el anticuerpo 6B alto pueden tener

poca o ninguna actividad contra 6A.

S
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En contraste a la composiciodn quimica de los
polisacaridos capsulares 6A y 6B donde subsiste un alto grado
de similitud, las céapsulas 19A y 19F son muy diferentes
debido a la presencia de dos cadenas laterales adicionales en
el polisacarido 19A. De manera no sorprendente, las
respuestas inmunes medidas en voluntarios humanos inmunizados
con vacuna de polisacarido 19F mostraron que las respuestas a
19F fueron inducidas en el 80% de los sujetos, pero solamente
el 20% de los sujetos tuvo una respuesta a 19A [26]. Los
bajos niveles de las respuestas a IgG y OPA reactiva cruzada
al serotipoe 19A después de inmunizacién con el polisacarido
19F también han estado documentados en ensayos con vacunas de

conjugado [24,26].

Los datos internos en las respuestas OPA reactivas
cruzadas a 6A y 19A se han generado del ensayo de puente
7vPnC (D118-P16) conducidas en recién nacidos en los Estados
Unidos (FIG. 3). Estos estudios son consistentes con los
hallazgos de otros, y demuestran induccién de anticuerpo
funcional reactivo cruzado a polisacdrido 6A después de
inmunizacidén con polisacadrido 6B, aunque a un nivel inferior,
y muy poco anticuerpo funcional a 19A después de inmunizacién

con 19F.

Impacto de Inmunizacién 6B y 19F sobre 6A y 19A en Modelos de

Animal
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Los modelos de animal se han utilizado para evaluar el
potencial para la proteccidén cruzada con inmunizacién de
polisacdrido. En un modelo de otitis media desarrollado por
Giebink et al., se inmunizaron chinchillas con una vacuna de
conjugado de proteina de membrana exterior de polisacarido
tetravalente (OMP) (que contiene los sacéaridos 6B, 14, 19F,
23F) o placebo [27]. En este ensayo aparecié alguna
reactividad cruzada para 6A; sin embargo este no alcanzo
significado estadistico y el nivel de proteccién fue inferior
de aquel con 6B contra otitis media. En este mismo modelo
hubo 100% de proteccidén contra otitis media 19F, pero

solamente 17% de proteccién contra otitis media 19A.

Saeland et al. utilizaron suero proveniente de recién
nacidos inmunizados con una vacuna de conjugado de tétano
neumocécica 8-valente (que contiene 6B y 19F) para inmunizar
pasivamente ratones antes de una exposicién intranasal con
organismos 6A, en un modelo de infeccidén de pulmoén [28]. De
las 59 muestras de suero, 53% protegieron a los ratones
contra bacteremia con 6B y 37% protegieron contra 6A. Los
ratones inmunizados pasivamente con suero proveniente de
recién nacidos inmunizados con cuatro dosis de una vacuna de
conjugado neumocdcica ll-valente (que contiene 19F conjugado
a toxoide de tétano) les fue dada una éxposicién intranasal
con orgaﬁismos 19A en el mismo modelo [29]. De los 100
ratones inmunizados pasivamente y luego expuestos, a 60
ratones no se les detectaron organismos 19A en el tejido de

pulmén, mientras que los organismos fueron identificados en
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todos los ratones a los que se les dio placebo de solucidn
salina. Sin embargo, la inmunizacién pasiva no protegid
contra exposicién con organismos 19F en este modelo; por lo
tanto, la relevancia del modelo para el serogrupo 19 es
cuestionable. En general estos modelos suministran evidencia
de algun impacto bioldégico de inmunizacién 6B sobre
organismos 6A aunque el efecto del serotipo heterdlogo no fue
tan grande como aquel observado con el serotipo homdélogo. E1
impacto de la inmunizacién 19F sobre los organismos 19A no se

entiende bien de estos modelos.

Impacto de Inmunizacién de Conjugado de Polisacarido 6B y 19F

sobre Enfermedad 6A y 19A en Ensayos de Eficacia/Efectividad

El numero de casos de enfermedad debido a los serotipos
6B, 6A, 19F y 19A en ensayos de eficacia 7vPnC y 9vPnC (7vPnC
mds los serotipos 1 y 5) se anota en la Tabla 1 [30,10,31].
Los numeros de los casos de enfermedad invasiva son demasiado
pequenos para permitir que cualquier conclusidén sea extraida
para los serotipos 6A y 19A. Sin embargo; el ensayo terminado
para otitis media generd un gran numero de aislados
neumocdcicos [32]. En el andlisis por protocolo 7vPnC fue el
84% (95% Cl 62%, 93%) eficaz contra otitis media debido al
serotipo 6B y 57% (95% Cl 24%, 76%) eficaz contra otitis
media debido al serotipo 6A (Tabla 1). En contraste, la
eficacia especifica del serotipo con 7vPnC no se demostrd

para otitis media debido a 19F o 19A.
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Tabla 1. Casos de Enfermedad Neumocdcica Debido a los
Serotipos 6B, 6A, 19F y 19A en Ensayos de Eficacia con las

Vacunas 7vPnC y 9vPnC

6B 6A 19F 19A

PnC | Contr. | PnC | Contr. | PnC | Contr. | PnC | Contr.
Ensayo de Eficacia

1 7 0 1 2% 13 0 1
Kaiser - 7vPnC (ITT)
Ensayo de Eficacia

0 5 1 0 1 1 1 0
Navajo - 7vbPnC (ITT)
Ensayo de Eficacia
Surafricana - 9vPnC| 1 2 1 0 0 1 3 1
HIV (-) (ITT)
Ensayo de Eficacia
Surafricana - 9vPnC| 1 7 3 10 2 3 2 3
HIV (+) (ITT)
Ensayo Terminado de
Otitis Media 7vPnC| 9* 56 19* 45 43 58 17 26
(PP)

* Eficacia significativa estadisticamente demostrada

De las referencias 30, 10 y 33, y comunicaciones personales
Contr = control

ITT = Intencidn para tratar andlisis

PP = andlisis por protocolo

Los datos de wvigilancia IPD post-comercializacidn
también estan disponibles de de un ensayo de control de caso
conducido por los Centros de Control de Enfermedad para
evaluar la efectividad de Prevnar [33]. Los casos de
enfermedad invasiva neumocécica que ocurren en nifios de 3 a
23 meses de edad se identificaron en laboratorios de
vigilancia y coincidieron con tres casos de control por edad
y cbdigo zip. Después de obtener consentimiento, la historia

clinica y de inmunizacién (los sujetos se consideraron
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inmunizados si ellos habian recibido por lo menos una dosis
de Prevnar) se obtuvo de padres y proveedores médicos para
casos y controles. Los resultados preliminares se presentaron
en la reunién 2003 ICAAC y un resumen de los hallazgos de la
enfermedad 6B, 19F, 19A y 6A estd presente en la Tabla 2.
Estos datos indican que Prevnar es capaz de evitar la
enfermedad debido a 6A, aunque a un nivel que puede ser un
poco inferior que la enfermedad para el serotipo 6B. Estos
datos también indican que la proteccidédn cruzada para

enfermedad invasiva debido a 19A es limitada.

Tabla 2. Resultados preliminares de un Ensayo de Control de

Caso Desarrollado por CDC (presente en ICAAC, 2003)

Serotipo Conjuntos Informativos, n VE*
(95% Cl)
Tipo de Vacuna, 115 94
AlI=todas (87, 97)
Vacuna Relacionad, AII 36 70
(38, 86)
Tipo sin vacuna, AII 43 -4
(-106, 48)
6B 27 94
(72, 99)
19F 19 73
(16, 92)
6A 15 87
: (53, 97)
19a 16 40
(-87, 80)

* La efectividad de la vacuna que compara vacunado (21 dosis) vs.
no vacunado, y ajustado para condiciones subyacentes
Referencia 40 y comunicacién personal/confidencial

Un anédlisis publicado [3] del uso de Prevnar también
indicé que los serotipos 6B y 19F conferian una reducciédn
moderada en IPD causada por los serotipos 6A y 19A entre

nifios menores de dos afios de edad (Tabla 1 en [3]). Las tasas




10

15

20

25

WO 2006/110381 17 PCT/US2006/012354

de la enfermedad entre adultos inmunizados originada por los
serotipos 6A, 9A, 9L, 9N, 18A, 18B, 18F, 19A, 19B, 19C, 23A y
23B  (“todos 1los serotipos relacionados con vacuna”) se
redujeron un poco (Tabla 2 en ([3]). Estos datos establecen
que la inmunidad grupal proveniente del uso de Prevnar en
nifios de menos de dos aflos de edad fue modesta para los
serotipos 6A y 19A, y suministra una base para la inclusién
de los serotipos 6A y 19A en 1la vacuna 13vPnC de esta

invencidn.

Conclusién para la adicién de 6A y 19A

Los datos de vigilancia post-comercializacidén vy los
resultados del estudio de control por caso anotados en la
FIG. 1 vy 1la Tabla 2 con 1la vacuna 7vPnC sugieren que,
consistente con la otra informacién sobre las respuestas
inmunes y el desempefio en los modelos animales descritos
anteriormente, puede haber alguna proteccidén cruzada contra
la enfermedad 6A, pero en una menor proporcidén que con la
enfermedad 6B. Adicionalmente, parece que la proteccidn
contra 19A es limitada. Por lo tanto, una vacuna 13vPnC que
contiene los serotipos 6A y 19A suministra cubrimiento que no
es dependiente de las limitaciones de la proteccidén cruzada

del serogrupo mediante los serotipos 6B y 19F.

De acuerdo con esto, la presente invencidn suministra
una composicién inmunogénica multivalente que comprende 13

diferentes conjugados de polisacdrido-proteina, en donde cada
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uno de los conjugados contiene un polisacarido capsular
diferente conjugado a una proteina portadora, y en donde los
polisacdridos capsulares se preparan de los serotipos 1, 3,
4, 5, 6A, 6B, TF, 9v, 14, 18C, 19aA, 19F vy 23F de
Streptococcus pneumoniae, junto con un vehiculo
fisioldégicamente aceptable. Una de tales proteinas portadora
es el toxolde de difteria designado CRM;s;. La composicidn
inmunogénica puede comprender ademds un adyuvante, tal como
un adyuvante Dbasado en aluminio, tal como fosfato de

aluminio, sulfato de aluminio e hidréxido de aluminio.

Los polisacdridos capsulares se ©preparan mediante
técnicas estandar conocidas por aquellos.expertos en el arte.
En la presente invencidén, los polisacaridos capsulares se
preparan de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9v, 14,
18C, 19A, 19F vy 23F de Streptococcus pneumoniae. Estos
conjugados neumocdcicos se preparan mediante  procesos
separados y se formulan en una formulacién de dosis simple.
Por ejemplo, en una modalidad, cada serotipo de polisacarido
neumocdécico crece en un medio a base de soya. Los
polisacdridos individuales son entonces purificados a través
de centrifugacidn, precipitacidn, ultra-filtracidn, 3%
cromatografia de columna. Los polisacéfidos purificados son
quimicamente activados para hacer los sacaridos capaces de

reaccionar con la proteina portadora.

Una vez activado, cada polisacdrido capsular es

separadamente conjugado a una proteina portadora para formar

L%
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un glicoconjugado. En una modalidad, «cada polisacarido
capsular se conjuga a la misma proteina portadora. En esta
modalidad, 1la conjugacién se efectila mediante aminacidn

reductiva.

La activacién quimica de los ©polisacdridos y la
subsecuente conjugacién a la proteina portadora se logra por
medios convencionales. Ver, por ejemplo, Patentes U.S. Nos.

4,673,574 y 4,902,506 [34,35].

Las proteinas portadoras son preferiblemente proteinas
que son no téxicas y no reactogénicas y obtenibles en
cantidades vy pureza suficientes. Las proteilnas portadoras
deben ser adecuadas a los procedimientos de conjugacidn
estandar. En una modalidad particular de la presente

invencién, el CRM;y97; se utiliza como la proteina portadora.

El CRM;g7; (Wyeth, Sanford, NC) es uga variante no téxica
(es decir, toxoide) de toxina de difteria aislada de cultivos
de la cepa de Corynebacterium diphtheria C7 (f197) crecida en
acidos casamino y medio a base de extracto de levadura. El
CRMig7 se purifica a través de ultra-filtracién, precipitacidn
de sulfato de amonio, y cromatografia de intercambio de ién.
Alternativamente, el CRM;y; se prepara recombinantemente de
acuerdo con la Patente U.S. No. 5,614,382, que se incorpora
aqui como referencia. Otros toxoides de difteria son también

adecuados para uso como proteinas portadoras.

2.8
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Otras proteinas portadoras adecuadas incluyen toxinas
bacterianas 1inactivadas tales como el toxoide de tétano, el
toxoide de pertussis, el toxoide de coélera (por ejemplo, como
se describe en la Solicitud de Patente Internacional
w02004/083251 [38]), E. coli LT. E. coli ST, y exotoxina A
proveniente de Pseudomonas aeruginosa. Las proteinas de la
membrana exterior bacteriana tal como el complejo c¢ de
membrana exterior (OMPC), porinas, proteinas que se unen a
transferrina, pneumolisina, proteina A de superficie
neumocoédcica (PspA), proteina de adhesina neumocbdcica (PsaA),
peptidaza Cba proveniente del Grupo A o el Grupo B de
Streptococcus, o proteina D de Haemophilus influenzae,
también se puede utilizar. Otras proteinas, tales como
ovalblmina, hemocianina de lapa ojo de cerradura (KLH),
seroalbumina bovina (BSA) o derivado de proteina purificado
de tuberculina (PPD) también se puede utilizar como proteinas

portadoras.

Después de la conjugacién del polisacidrido capsular a la
proteina portadora, los conjugados de polisacdrido-proteina
se purifican (enriquecidos con respecto a la cantidad de
conjugado de polisacarido-proteina) por una variedad de
técnicas. Esas técnicas incluyen operaciones de
concentracién/diafiltracidn, precipitacién/elusiédn,
cromatografia de columna, vy filtracién profunda. Ver los

ejemplos adelante.

X
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Después de que los glicoconjugados individuales se
purifican, ellos son compuestos para formular la composicidn
inmunogénica de 1la presente invencién, lo cual se puede
utilizar como una vacuna. La formulacién de la composicidn
inmunogénica de la presente invencidén se puede lograr
utilizando métodos reconocidos en la técnica. Por ejemplo,
los 13 conjugados neumocdcicos individuales se pueden
formular con un vehiculo fisioldgicamente aceptable para
preparar la composicidn. Ejemplos de tales vehiculos
incluyen, pero no estan limitados a, agua, solucidén salina
amortiguada, polioles (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,

polietilenglicol liquido) y soluciones de dextrosa.

En cilertas modalidades, la composicidén inmunogénica
comprenderd uno o mas adyuvantes. Como se define aqui, un
“adyuvante” es una sustancia que sirve para mejorar la
inmunogenicidad de una composicién inmunogénica de esta
invencién. Asi, los adyuvantes son dados a menudo para
reforzar la respuesta inmune y son bien conocidos para el
experto. Los adyuvantes adecuados para mejorar la efectividad

de la composicidn incluyen, pero no estan limitados a:

(1) sales de aluminio (alumbre), tales como hidrdéxido de

aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc.;

(2) formulaciones de emulsidén de aceite en agua (con o

sin otros agentes inmunoestimulantes especificos tales como
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péptidos de muramilo (definidos adelante) o componentes de

pared celular bacteriana), tales como, por ejemplo,

(a) MF59 (Publicaciédn PCT No. WO 90/14837), que
contiene 5% de Squaleno, 0.5% de Tween 80, y 0.5% de Span 85
(que contiene opcionalmente varias cantidades de MTP-PE (ver
adelante, aungue no se requiere) formulada en particulas
submicrénicas que utilizan un microfluidizador tal como el

microfluidizador Modelo 110Y (Microfludics, Newton, MA),

(b) SAF, que contiene 10% de Squaleno, 0.4% de
Tween 80, 5% de polimero bloqueado plurédnico L121, y thr-MDP
(ver adelante) microfluidizado en una emulsidén submicrdnica o
centrifugado para generar una emulsidén de tamafio de particula

mayor, y

(c) Sistema de adyuvante Ribi™ (RAS), (Corixa,
Hamilton, MT) que contiene 2% de Squaleno, 0.2% de Tween 80,
y uno o mas componentes de pared <celular Dbacteriana
proveniente del grupo que consiste de monofosforilipido A 3-
O;desailado (MPL™) descrito en la Patente U.S. No. 4,912,094
(Corixa), dimicolato de trehalosa (TDM), y esqueleto de pared

celular (CWS), preferiblemente MPL + CWS (Detox™);

(3) Adyuvantes de saponina, tales como Quil A o
ESTIMULON™ QS-21 (Antigenics, Framingham, MA) (Patente U.S.
No. 5,057,540) se puede utilizar o particulas generadas de

éstos tales como ISCOM (complejos inmunoestimulantes);
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(4) Lipopolisacaridos bacterianos, andlogos de lipido A
sintético tales como los compuestés de fosfato de
aminoalquilo glucosalina (AGP), o derivados o analogos de
éstos, que estan disponibles de Corixa, y que se describen en
la Patente U.S. No. 6,113,918; uno de tales AGP es 2-[(R)-3-
Tetradecanciloxitetradecanoilamino]etil 2-Deoxi-4-O-fosfono-
3-0-[ (R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-[(R)~3-
tetradecanoiloxitetradecanoilamino] -b-D-glucopiranosido, que
también es conocido como 529 (anteriormente conocido como
RC529), que se formula como una forma acuocsa © Ccomo una
emulsidén estable, polinucledtidos sintéticos tales como
oligonucledétidos que contienen motivo(s) CpG (Patente U.S.

No. 6,207,646) ;

(5) citoquinas, tales como interleuquinas (por ejemplo,
-1, 1I1L.-2, I1L-4, IL-5, 1I1IL-6, IL-7, 1IL-12, 1IL-15, 1IL-18,
etc.), interferones (por ejemplo, interferdédn gama), factor
estimulante de colonia de macréfago de granulosito (GM-CSF),
factor estimulante de colonia de macréfago (M-CSF), factor de
necrosis tumoral (TNF), moléculas coestimuladoras B7-1 y B7-

2, etc;

(6) mutantes destoxificados de una toxina ribosilante de
ADP bacteriano tal como una toxina de cdélera (CT) en forma de
tipo silvestre o mutante, por ejemplo, donde el &cido
glutamico en la posicidén 29 del amino acido se reemplaza por
otro amino Acido, preferiblemente una histidina, de acuerdo

con el numero de la solicitud de patente internacional

< 9%
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publicada WO 00/18434 (ver también WO 02/098368 y WO
02/098369), una toxina pertussis (PT), o una toxina 1labil al
calor de E. coli (LT), particularmente LT-K63, LT-R72, CT-
$109, PT-K9/G129 (ver, por ejemplo, WO 93/13302 vy WO

92/19265); vy

(7) otras sustancias que actﬁan como agentes
inmunoestimulantes para mejorar la efectividad de la

composiciédn.

Los péptidos de muramina incluyen, pero no estéan
limitados a, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-
MDP), N-acetil-normuramil-L-alanina-2-(1'-2’ dipalmitoil-sn-

glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.

Las formulaciones de vacuna de la presente invencidn se
pueden utilizar para proteger o tratar un humano susceptible
a infeccidén neumocdcica, por medio de administrar la vacuna
por via de una ruta sistémica o de mucosa. Estas
administraciones pueden incluir inyeccidén por via de las
rutas intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o)
subcutédnea; o por via de administracién de mucosa a los
tractos orales/alimentario, respiratorio o genitourinario. En
una modalidad, la administracién intranasal se utiliza para
el tratamiento de neumonia u otitis media (como vehiculo
nasofaringeo de neumococo puede ser mads efectivamente
evitado, atenuando asi la infeccidén: en su etapa mas

temprana) .

=4
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La cantidad de conjugado en cada dosis de vacuna se
selecciona como una cantidad que induce una respuesta inmune
sin efectos significativos adversos. -Tal cantidad puede
variar dependiendo del serotipo neumocdcico. En-general, cada
dosis comprendera 0.1 a 100 Bg de polisacarido,

particularmente 0.1 a 10 pg, y mds particularmente 1 a 5 ng.

Las cantidades éptimas de 1los componentes para una
vacuna particular se pueden establecer mediante estudios
estdndar que involucran la observacidén de las respuestas
inmunes apropiadas en sujetos. Luego de wuna vacunacién
inicial, los sujetos pueden recibir una 0 varias

inmunizaciones de refuerzo adecuadamente espaciadas.

En una modalidad particular de la presente invencidn, la
vacuna 13vPnC es una formulacién liquida estéril de
polisacdridos capsulares neumocdcicos de los serotipos 1, 3,
4, 5, 6A, 6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19A, 19F, y 23F conjugada
individualmente a CRM;47. Cada dosis de 0.5 mL se formula para
contener: 2 pg de cada sacarido, excepto para 6B a 4 ng;
aproximadamente 29 pg de proteina portadora CRMpg7; 0.125 mg
de adyuvante de aluminio elemental (0.5 mg de fosfato de
aluminio); y amortiguador de cloruro de sodio y succinato de
sodio como excipientes. El1 liquido se llena en jeringas de
dosis simple sin un preservativo. Después de agitar, la
vacuna e€es una suspensién homogénea, blanca lista para

administracidén intramuscular.

A
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La eleccién del nivel de dosis de la vacuna 13vPnC es
similar a aquella vacuna 7vPnC comercializada (Prevnar). El
nivel de dosis de sacdrido de 2 pg se selecciona para todos
los serotipos, excepto para 6B, que estd a 4 pg por dosis. La
vacuna 7vPnC ha mostrado una seguridad, inmunogenicidad, vy
eficacia deseable contra IPD en el nivel de dosis de 2 npg de
sacarido para los serotipos 4, 9v, 14, 18C, 19F y 23F, y en

la dosis de 4 pg para 6B.

El programa de inmunizacién puede seguir aquel disefiado
para la vacuna 7vPnC. Por ejemplo, el programa de rutina para
recién nacidos y nifios que estdn aprendiendo a caminar contra
la enfermedad invasiva causada por S. pneumoniae debido a que
los serotipos incluidos en la vacuna 13vPnC es 2, 4, 6 y 12-
15 meses de edad. Las composiciones de esta invencién también
son adecuadas para uso con otros ninos, adolescentes y

adultos.

Las composiciones de esta inveﬁcién pueden ademds
incluir uno o més antigenos adicionales para uso contra
otitis media causada por infeccidén con otras bacterias. Tales
bacterias incluyen Haemophilus influenza, Moraxella
catarrhalis (anteriormente conocida como Branhamella

catarrhalis) y Alloiococcus otitidis.

Ejemplos de antigenos de Haemophilus influenza sin tipo
adecuados para la inclusidén incluye la proteina P4, también

conocida como proteina “e” (Patente U.S. No. 5,601,831;
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Solicitud de Patente Internacional W003/078453), la proteina
P6, también conocida como el PAL o la proteina PBOMP-1
{(Patente U.S. No. 5,110, 908; Solicitud de Patente
Internacional W0O0100790), la proteina P5 (Patente Republicada
U.S. No. 37,741), 1la proteina de adhesién y penetracidén de
Haemophilus (Patentes U.S. Nos. 6,245,337 y 6,676,948), la
proteina de adhesina de punta LKP (Patente U.S. No.

5,643,725) y la proteina NucA (Patente U.S. No. 6,221,365).

Ejemplos de antigenos de Moraxella catarrhalis adecuados
para la inclusién incluyen la proteina UspA2 (Patentes U.S.
Nos. 5,552,146, 6,310,190), la proteina CD (Patente U.S. No.
5,725,862), la proteina E (Patente U.S. No. 5,948,412) y 1la
proteina de membrana exterior de 74 kilodalton (Patente U.S.

No. 6,899,885).

Ejemplos de antigenos de Alloiococcus otitidis adecuados
para la inclusién incluyen aquellos identificados en la

Solicitud de Patente Internacional WC03/048304.

Las composiciones de esta invencidén también pueden
incluir una o mAs proteinas de Streptococcus pneumoniae.
Ejemplos de proteinas de Streptococcus pneumoniae adecuadas
para la inclusién incluyen aquellas identificadas en la
Solicitud de Patente Internacional WO002/083855, asi como
también aquella descrita en la Solicitud de Patente

Internacional W002/053761.
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Las composiciones de esta invencién pueden ademés
incluir wuna o mAs proteinas provenientes de Neisseria
meningitidis tipo B. Ejemplos de proteinas de Neisseria
meningitidis tipo B adecuadas para la inclusidén incluyen
aquellas identificadas en las Solicitudes de  Patente
Internacional W003/063766, Ww02004/094596, Wwool/85772,

W002/16612 y WO01/87939.

La descripcidén anterior describe de manera general la
presente invencién. Un entendimiento completo se puede
obtener mediante referencia a los siguientes ejemplos
especificos. Estos ejemplos se describen solamente con el
propbésito de ilustracidédn y no pretenden limitar el alcance de

la invencidn.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Preparacién de Serotipo 1 de Polisacarido Capsular de S.

Pneumoniae

Preparacién de Bancos de Célula Maestra y de Trabajo

El serotipo 1 de S. pneumoniae se obtuvo del American
Type Culture Collection, ATCC, cepa 6301. Varias generaciones
de reservas de semilla se crearon con el fin de expandir la
cepa y remover los componentes de origen animal (generaciones

Fl1, F2, y F3). Dos generaciones adicionales de reservas de

<
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semilla se produjeron. La primera generacidédn adicional se
hizo de un frasco F3, y la generacidén posterior se hizo de un
frasco de la primera generacién adicional. Los frascos de
semilla se almacenaron congelados (<-70°C) con glicerol
sintético como criopreservativo. Ademds de los frascos
congelados, los frascos liofilizados se prepararon para la

generacién F4. Para la preparacién del banco de célula, todos

los cultivos crecieron en un medio a base de soya. Antes de

congelamiento, las células se concentraron mediante
centrifugacién, el medio de gasto fue removido, y las
plaquetas de célula fueron resuspendidas en un medio fresco
que contiene un criopreservativo, tal Como glicerol

sintético.

Fermentacién y Cosecha

Los cultivos del banco de célula de trabajo utilizado
para inocular las botellas de semilla contenian un medio a
base de soya. Las botellas se incubaron a 36°C * 2°C sin
agitacién hasta que se cumplieron los requisitos de
crecimiento. Una botella de semilla se utilizé para inocular
un fermentador de semilla que contiene un medio a base de
soya. Un pH de aproximadamente 7.0 se mantuvo con una
solucidén de carbonato de sodio estéril. Después de que se
alcanzdé la densidad O¢ptica objetivo, el fermentador de
semilla se utilizé para inocular el fermentador de produccién
que contiene medio a base de soya. El1 pH se mantuvo con

solucidén de carbonato de sodio estéril. La fermentacidn se
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termindé después de cesar el crecimiento o cuando el volumen
de trabajo del fermentador se alcanzd. Una cantidad apropiada
de desoxicolato de sodio al 12% estéril se agregd al cultivo
para lisar las células bacterianas y liberar el polisacarido
asociado a la célula. Después de lisar, se enfriaron 1los
contenidos del fermentador. El pH del caldo de cultivo lisado
se ajusté a aproximadamente pH 6.6 con &cido acético. El
lisado se clarificd mediante centrifugacién de flujo continuo

seguido por filtracidén profunda y microfiltracidén a 0.45pm.

En un proceso alternativo, el pH de fermentacidén de
aproximadamente 7.0 se mantuvo con NaOH 3N. Después de que se
alcanzé la densidad oéptica objetivo, el fermentador de
semilla se utilizd para inocular el fermentador de produccidn
gque contiene medio a base de soya. El pH se mantuvo con NaOH
3N. La fermentacidén se termino después de <cesar el
crecimiento o cuando se alcanzé el volumen de trabajo del
fermentador. Una cantidad apropiada de deoxicolato sodio al
12% estéril se agregdé al cultivo para obtener una
concentracién de 0.12% en el caldo, para lisar las células
bacterianas y liberar el polisacdrido asociado a la célula.
Después de 1lisado, los contenidos -del fermentador se
mantuvieron, con agitacién, durante un intervalo de tiempo
entre 8 y 24 horas a una temperatura entre 7°C y °3°C, para
asegurar que la lisis celular completa y la liberacidén del
polisacdrido hubiera ocurrido. La agitacién durante este
periodo de mantenimiento evitd que el sedimento del lisado se

asentara en las paredes del fermentador y la sonda de pH,
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permitiendo de esta manera que se mantuviera la integridad de
la sonda de pH. Luego, el pH del caldo de cultivo lisado se
ajustd a aproximadamente pH 5.0 con &cido acético al 50%.
Después de mantener un tiempo sin agitacién, durante un
intervalo de tiempo entre 12 y 24 horas a una temperatura
entre 15°C y 25°C, una porcidén significativa de las proteinas
previamente solubles desaparecidé de la solucidén como un
precipitado sdélido con poca pérdidal o degradacién del
polisacdrido, que permanecidé en la solucidédn. La solucidn con
el precipitado se clarificd entonces mediante centrifugacién
de flujo —continua seguida por filtracién ©profunda vy

microfiltracién de 0.45 pm.

Purificacién

La purificacidén del polisacdrido neumocédcico consistid
de varias operaciones de concentracién/diafiltracidn,
precipitacidén/elusién, cromatografia de columna, y etapas de
filtracién profunda. Todos los procedimientos se
desarrollaron a temperatura ambiente a menos que se

especifique otra cosa.

El caldo clarificado proveniente de los cultivos del
fermentador del serotipo 1 S. pneumoniae se concentrd y se
diafiltrdé utilizando un filtro MWCO de 100 kDa (valor de
corte del peso molecular en kilodalton). La diafiltracidén se
logré wutilizando amortiguador de fosfato de sodio a pH

neutro. La diafiltracién removid los componentes de medio de
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peso molecular bajo provenientes de biopolimeros de peso
molecular mas alto tal como &cido nucleico, proteina vy

polisacarido.

El polisacédrido se precipitd de la solucidén concentrada
y diafiltrada al agregar bromuro de hexadeciltrimetil amonio
(HB) proveniente de una solucién madre para dar una
concentracién final de 1% HB (p/v). El precipitado de
polisacidrido/HB se capturd sobre un filtro profundo y el
filtrado se descartdé. E1 precipitado de polisacarido se
resolubilizé y se eluyd al recircular una solucidn de cloruro
de sodio a través del filtro ©profundo que contiene
precipitado. Los filtros fueron entonces enjuagados con una

solucién adicional de cloruro de sodio.

Se agregd vyoduro de sodio (NaI) a la solucidén de
polisacarido proveniente de una solucidén madre de Nal para
lograr una concentracién final de 0.5% para precipitar HB. El
precipitado se removidé mediante filtracién profunda. E1L
filtrado contiene el polisacarido objetivo. El recipiente de
precipitacién y el filtro se enjuagaron con una solucidén de
NaCl/NaI y el enjuague se combiné con una la solucidn de
polisacarido parcialmente purificada. El filtro se descarto.
El polisacarido fue entonces filtrado a través de un filtro

de 0.2 pm.
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La solucidén de polisacdrido se concentrdé sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y diafiltrado con una solucidén de

cloruro de sodio.

La solucién de polisacdrido parcialmente purificado se
purificé adicionalmente mediante filtracién a través de un
filtro profundo impregnado con carbono activado. Después de
la filtracién, el filtro de carbono se enjuagd con una
solucidén de cloruro de sodio. El enjuague se combind con la
solucién de polisacédrido, que es luego filtrada a través de

un filtro de 0.2 pm.

La solucidén de polisacarido se concentrdé sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y se ajusté con un amortiguador de
fosfato de sodio 1M para lograr una concentracidn final de
fosfato de sodio 0.025 M. El pH se revisd y se ajustd a 7.0 %

0.2.

La columna de hidroxiapatita cerdmica (HA) se equilibréd
con amortiguador de fosfato de sodio que contiene cloruro de
sodio para obtener la conductividad apropiada (<15 pS). La
solucién de polisacdrido fue entonces cargada sobre 1la
columna. Bajo estas condiciones, las impurezas unidas a la
resina y al polisacdrido se recuperaron en el flujo a través
de la columna. La solucidén de polisacdrido se filtrd a través
de filtros de 1linea dentada de 0.2ym localizados antes vy

después de la columna.
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La solucién de polisacdrido se concentrd utilizando un
filtro MWCO de 30 kDa. El1 concentrado fue entonces

diafiltrado con Agua para inyeccidén (WFI).

La solucién de polisacadrido diafiltrado se filtrdé a
través de un filtro de membrana de 0.2 pum en botellas de
polipropileno. Las muestras se removieron para liberar las
pruebas y el polisacarido purificado se almacend congelado a

-25° * 5°C.

Caracterizacidn

Los datos 1H-NMR fueron consistentes con la estructura
quimica mediante la asignacidén de las sefiales asignadas a los
protones de la molécula de polisacéridd. El espectro 1H-NMR
mostrd® una serie de sefiales Dbien resueltas (protones
provenientes del grupo metilo) para la cuantificacién del

grupo funcional O-acetilo en el polisacéarido.

La identidad del polisacdrido monovalente se confirmd
mediante inmunoelectroforesis de contra corriente utilizando

antisuero especifico.

La cromatografia de filtracidén de gel de alto desemperfio
acoplada con el indice de refraccién y detectores de
dispersién de luz léser multi-&ngulo (MALLS) se utilizo en
conjunto con la concentracidén de la muestra para calcular el

peso molecular.
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El medio de cromatografia de exclusidén de tamafio (CL-4B)
se utilizd para perfilar la distribucién de tamafio molecular

relativa del polisacarido.
Ejemplo 2
Preparacién de Conjugado de Sacarido de Pneumococo — CRMjg

Serotipo 1

Activacién y Conjugacidn

Los recipientes del polisacarido purificados se
descongelaron y se combinaron en un recipiente de reaccidn.
Al recipiente, carbonato de sodio 0.2 M, pH 9.0 se agregd
para desacetilaciédn parcial (hidrélisis) durante 3 horas a
50°C. La reaccidén se enfrié a 20°C y la neutralizacidn se
desarrgllé mediante &cido acético 0.2 M. La oxidacién en la
presencia de periodato de sodio se desarrolld mediante
incubacidén a 2-8°C, y la mezcla se agitd durante 15-21 horas.

Lé mezcla de reaccidén de activacién se concentrd y se
diafilfré 10x con NaCl al 0.9% utilizando una membrana MWCO
de 30 K. El retenido fue filtrado a 0.2 pm. El sacarido
activado se llendé en botellas de liofilizacidén de vidrio de

100 mL. y se congeld en cubierta a -75°C y se liofilizé.

“Congelado en cubierta” es un método para preparar
muestras para liofilizacidén (secado por congelado). Los

recipientes son rotados automaticamente por rodillos

7z
A\
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impulsados por motor en un bafo refrigerado que contiene
alcohol o cualquier otro fluido apropiado. Un recubrimiento
delgado del producto es congelado homogéneamente alrededor
del interior de la “cubierta” del recipiente, que permite que
un mayor volumen de material sea procesado de manera segura
durante cada corrida de secado por pongelamiento. Estas
unidades automaticas, refrigeradas suministran unos medios
simples y eficientes de pre-congelar muchos recipientes a la
vez, produciendo los recubrimientos deseados al interior, vy
suministrando un 4rea de superficie suficiente para un secado

por congelado eficiente.

Las botellas de material 1liofilizado se llevaron a
temperatura ambiente y fueron resuspendidas en solucidén CRMigy
a una proporcién de sacdrido/proteina de 2:1. A la mezcla de
sacidrido/proteina se agregd un amortiguador de fosfato de
sodio 1M a una concentracidén idnica final de 0.2M y un pH de
7.5, luego se agregd cianoborohidruro de sodio. La reaccidn
se incubd a 23°C durante 18 horas, seguido por una segunda
incubacién a 37°C durante 72 horas. Luego de las incubaciones
de cilanoborohidruro, la mezcla de reaccién se diluyd con
solucién salina fria seguida por adicién de carbonato de
sodio 1M para ajustar la mezcla de reaccién a pH 9.0. Los
aldehidos no reaccionados fueron apagados por la adicidédn de
borohidruro de sodio mediante incubacidén a 23°C durante 3-6

horas.
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La mezcla de reaccién se diluydé dos veces con solucidn
salina y se transfirié a través de un prefiltro de 0.45 - 5
um en un recipiente de retenido. La mezcla de reaccidn se
diafiltré 30x con amortiguador de fosfato 0.15 M, pH 6, y 20x
con solucién salina. El retenido fue filtrado a través de un

filtro de 0.2 pm.

La solucién de conjugado se dilﬁyé a un objetivo de 0.5
mg/mL en solucién salina 0.9%, y luego se filtrd estéril en
recipientes de concentracién de masa final (FBC) en una

caperuza Clase 100. El conjugado se almacené a 2-8°C.

Caracterizacidn

El medio de cromatografia de exclusién de tamano (CL-4B)
se utilizé para perfilar la distribucidén de tamafio molecular

relativa del conjugado.

La identidad del conjugado se confirmé por el ensayo

“slot-blot” utilizando antisuero especifico.

Las concentraciones de sacarido y proteina se
determinaron mediante los ensayos de Aacido urédénico y Lowry,
respectivamente. La proporcién de sacdrido a proteina en el
complejo de conjugado covalentemente unido se obtuvo mediante
el calculo:

pg/mL sacarido

Proporcidén = ——==-===—--—~--
pg/ml proteina
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El contenido de O-acetilo se midid por medio del método
Hestrin (Hestrin et al., J. Biol. Chem. 1949, 180, p. 249).
La proporcién de la concentracién de O-acetilo a 1la
concentracidén de sacarido total dio pmoles de O-acetilo por

mg de sacarido.
Ejemplo 3
Preparacién del Serotipo 3 de Polisacarido Capsular de S.

Pneumoniae

Preparacidén de los Bancos de Célula Maestro y de Trabajo

El serotipo 3 de S. pneumoniae se obtuvo del Dr. Robert
Austrian, Universidad de Pennsylvania, Filadelfia,
Pennsylvania. Para la preparacién del sistema de banco de

células, ver el Ejemplo 1.

Fermentacién y Cosecha

Los cultivos provenientes del banco de célula de trabajo
se utilizaron para inocular botellas de semilla que contienen
un medio basado en soya. Las botellas se incubaron a 36°C *
2°C sin agitacidn hasta que se cumplieron los requisitos de
crecimiento. Una botella de semilla se utilizd para inocular
un fermentador de semilla que contiene un medio a base de
soya. Un pH de aproximadamente 7.0 se mantuvo con una
solucidén de carbonato de sodio estéril. Después de que se

alcanzé 1la densidad éptica objetivo, el fermentador de
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semilla se utilizé para inocular un fermentador de semilla
intermedio. Después de que se alcanzé la densidad Oéptica
objetivo, el fermentador de semilla intermedio se utilizoé
para inocular el fermentador de produccién. El pH se mantuvo
con una solucidén de carbonato de sodio estéril. La
fermentacidén se termind después de que se alcanzd el volumen
de trabajo del fermentador. Una cantidad apropiada de
desoxicolato de sodio al 12% estéril se agregd al cultivo
para lisar las células bacterianas y liberar el polisacarido
asociado a la célula. Después de lisar, los contenidos del
fermentador se enfriaron. El pH del caldo de cultivo lisado
se ajustd a aproximadamente pH 6.6 con acido acético. El1
lisado se clarificé mediante centrifugacién de flujo continuo

seguido por filtracién profunda y microfiltracién de 0.45um.

Purificacién

La purificacidén del polisacdrido neumocd)cico consistid
de varias operaciones de concentracién/diafiltracidn,
precipitacién/elusidn, cromatografia de columna, y etapas de
filtracidn profunda. Todos los procedimientos se
desarrollaron a temperatura ambiente a menos dque se

especifique otra cosa.

El caldo clarificado proveniente de los cultivos del
fermentador del serotipo 3 de S. pneumoniae se concentrd y se
diafiltré wutilizando wun filtro MWCO de 100 kba. La

diafiltracidédn se logré utilizando un amortiguador de fosfato



15

20

25

WO 2006/110381 40 PCT/US2006/012354

de sodio a pH neutro. La diafiltracién removié los
componentes de medio de peso molecular bajo provenientes de
los biopolimeros de peso molecular mayor tal como acido

nucleico, proteina y polisacarido.

Antes de la adicién de Dbromuro de hexadeciltrimetil
amonio (HB), un volumen calculado de una solucidén madre de
NaCl se agregdé a la solucidédn de polisacarido concentrada vy
diafiltrada para dar una concentracién final de NaCl 0.25 M.
El polisacdrido fue luego precipitado al agregar HB
proveniente de una solucién madre para dar una concentracién
final de HB al 1% (p/v). El polisacdrido/precipitado HB se
capturbé sobre un filtro profundo y el filtrado se descarté.
El precipitado de polisacdrido se resolubilizdé y se eluyd al
recircular una solucién de cloruro de sodio a través del
filtro profundo que contiene precipitado. Los filtros fueron
entonces enjuagados con una solucién de cloruro de sodio

adicional.

Se agregd yoduro de sodio (NaI) a 1la solucidn de
polisacdrido proveniente de una solucidén madre de Nal para
lograr la concentracién final de 0.5% para precipitar HB. El1
precipitado se removidé mediante filtracién profunda. EIL
filtrado contenia el polisacarido objetivo. El recipiente de
precipitacién y el filtro se enjuagaron con una solucién de
NaCl/Nal y el enjuagado se combindé con la solucidén de

polisacarido parcialmente purificada. El filtro se descarté.
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El polisacarido fue entonces filtrado a través de un filtro

de 0.2 pm.

La solucién de polisacdrido se concentrdé sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y se diafiltrd con una soluciédn de

cloruro de sodio.

La solucidén de polisacérido parcialmente purificada fue
purificada ademds mediante filtracidén a través de un filtro
profundo impregnado con carbono activado. Después de la
filtracidén, el filtro de carbono se enjuagd con una solucidn
de cloruro de sodio. El enjuague se combindé con la solucidn
de polisacdrido, que fue entonces filtrada a través de un

filtro de 0.2 pm.

La solucidén de leisacérido se concentrd sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y se ajustd con un amortiguador de
fosfato de sodio 1M para lograr una concentracién final de
fosfato de sodio 0.025M. El pH se revisd y se ajustd a 7.0 £

0.2.

La columna de hidroxiapatita cerédmica (HA) se equilibrd
con un amortiguador de fosfato de sodio que contiene cloruro
de sodio para obtener la conductividad apropiada (<15 uS). La
solucién de polisacarido fue entonces cargada sobre la
columna. Bajo estas condiciones, las impurezas unidas a la
resina y al polisacidrido se recuperaron en el flujo pasante

desde la columna. El1 polisacdrido fue fluido a través de la
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columna con amortiguador y luego filtrado a través de un

filtro de 0.Z2Zpm.

La solucidén de polisacarido se concentrd utilizando un
filtro MWCO de 30 kDa. E1l concentrado fue entonces

diafiltrado con WFI.

La solucién de polisacadrido diafiltrado se filtrd a
través de un filtro de membrana de 0.2 pm en recipientes de
acero inoxidable. Las muestras se removieron para liberar la

prueba y el polisacdrido purificado se almacend congelado a -

Caracterizacién

Los datos 1H-NMR fueron consistentes con la estructura
quimica mediante la asignacién de las sefiales asignadas a los

protones de la molécula de polisacéarido.

La 1dentidad del polisacarido monovalente se confirmd
mediante inmunoelectrofdresis de contra corriente utilizando

antisuero especifico.

La cromatografia de filtracidén de gel de alto desempefio
acoplada con el indice de refraccién y detectores de
dispersidén de luz laser multi-angulo (MALLS) se utilizo en
conjunto con la concentracidén de muestra para calcular el

peso molecular.
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El medio de cromatografia de exclusién de tamarno (CL-4B)
se utilizé para perfilar la distribucién de tamafio molecular

relativa del polisacarido.
Ejemplo 4
Preparacién del Conjugado de Sacarido Neumocdcico — CRMjgy

Serotipo 3

Activacién y Conjugacidn

Los recipientes del sacdrido serotipo 3 purificados se
descongelaron y se combinaron en un recipiente de reaccidn.
Al recipiente, se agregdé WFI y 4&cido acético 2M a una
concentracién final de 0.2M vy 2mg/mL de sacarido. La
temperatura de la solucién se elevd a 85°C durante 1 hora
para hidrolizar el polisacdrido. La reaccién se enfrid a
<25°C y se agregd cloruro de magnesio 1M a una concentracidn
final de 0.1M. La oxidacidén en la presencia de periodato de
sodio se desarrolld mediante incubacidén durante 16-24 horas a

23°C.

La mezcla de reaccidén de activacién se concentrd y se
diafiltrdé 10x con WFI utilizando una membrana MWCO de 100 K.

El retenido fue filtrado a través de un filtro de 0.2 um.

Para componerlo, se agregdé fosfato de sodio 0.2M, pH
7.0, al sacarido activado a una concentracién final de 10mM y

un pH de 6.0-6.5. La proteina portadora CRM;s;7 se mezcld con

Ko
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la solucidén de sacarido a una proporcién de 2g de sacarido
por 1lg de CRMjg7. La solucién de sacérido/proteina combinada
se llené en botellas de liofilizacidén de vidrio de 100 mL con
un llenado objetivo de 50mL, congelada en recipiente a -75°C,

y liofilizada.

Las Dbotellas de material de sacarido/proteina co-
liofilizadas se llevaron a temperatura ambiente vy se
resuspendieron en un amortiguador de fosfato de sodio 0.1M,
pH 7.0, a una concentracién de sacarido final de 20 mg/mL. E1
pH se ajusté a 6.5 y luego 0.5 de equivalente molar de
cianoborohidruro de sodio se agregaron. La reaccién se incubd
a 37°C durante 48 horas. Luego de la incubacidén de
cianoborohidruro, la mezcla de reaccién se diluyd con
succinato 5SmM/amortiguador de solucién salina 0.9%. Los
aldehidos no reaccionados fueron apagados mediante la adicién
de borohidruro de sodio y la incubacidén a 23°C durante 3-6
horas. La mezcla de reaccidén se transfiridé a través de un

pre-filtro de 0.45-5 pm en un recipiente de retenido.

La mezcla de reaccién se diafiltrd 30x con amortiguador
de fosfato 0.1M (pH 9), 20x con amortiguador de fosfato 0.15M
(pH 6), vy 20x con succinato b5mM/solucidén salina 0.9%. E1

retenido se filtrd a través de un filtro de 0.2 pum.

La solucidén de conjugado se diluydé a un objetivo de

sacdrido de 0.5 mg/mL, y luego se esterilizé filtrada en
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recipientes FBC en una caperuza Clase 100. El conjugado se

almacend a 2-8°C.

Caracterizacién

El medio de cromatografia de exclusidn de tamarnio (CL-4B)
se utilizé para perfilar la distribucidén de tamafio molecular

relativa del conjugado.

La identidad del conjugado se confirmé mediante un

ensayo “slot-blot2 utilizando antisuero especifico.

Las concentraciones de sacdrido Y proteina se
determinaron mediante 1los ensayos de Anthrone vy Lowry,
respectivamente. La proporcidén del sacdrido a proteina en el
complejo de conjugado covalentemente unido se obtuvo mediante
el calculo:

pg/mL sacéarido
Proporcidn = —--————-———-—--
ng/mlL proteina
Ejemplo 5
Preparacién del Serotipo 5 de Polisacarido Capsular de S.

Pneumoniae

El serotipo 5 de S. pneumoniae se obtuvo del Dr. Gerald
Schiffman de la Universidad Estatal de New York, Brooklyn,

New York. Para la preparacidén del sistema de banco celular,
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ver el Ejemplo 1. Para la fermentacidén, cosecha, purificaciodn

y caracterizacién del polisacarido, ver el Ejemplo 1.

Proceso de Fermentacién Alternativo

Los cultivos provenientes del banco de célula de trabajo
utilizados para inocular las Dbotellas de semilla que
contienen un medio basado de soya y una solucidén de NaHCO3
estéril de 10mM. Las botellas se incubaron a 36°C £ 2°C sin
agitacién hasta que se cumplieron los requisitos de
crecimiento. Una botella de semilla se utilizd para inocular
un fermentador de semilla que contiene un medio a base de
soya y una solucién de NaHCO; estéril de 10mM. Un pH de
aproximadamente 7.0 se mantuvo con NaOH 3N. Después de que se
15 alcanzdé 1la densidad odptica objetivo, el fermentador de
semilla se utilizd para inocular el fermentador de produccidn
que contiene un medio a base de soya con una concentracidn de
NaHCO3 de 10mM. El1 pH se mantuvo con NaOH 3N. La fermentacidn
se termindé luego de cesar el crecimiento y cuando el volumen
20 de trabajo del fermentador se alcanzdé. Una cantidad apropiada
de desoxicolato de sodio al 12% estéril se agregd al cultivo
para obtener una concentracidén de 0.12% en el caldo, para
lisar 1las células Dbacterianas y liberar el polisacarido
asociado a la célula. Después de lisar; los contenidos del
25 fermentador se mantuvieron, con agitacién, durante un
intervalo de tiempo entre 8 y 24 horas a una temperatura de
entre 7°C y 13°C para asegurar que hubiera ocurrido la lisis

celular completa vy la liberacidén del polisacdrido. La
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agitacién durante este periodo de mantenimiento evitd que el
sedimento del 1lisado se asentara en las paredes del
fermentador y la sonda de pH, permitiendo de esta manera que
se mantuviera la integridad de la sonda de pH. Luego, el pH
del caldo de cultivo lisado se ajustd a aproximadamente un pH
de 4.5 con 50% de acido acético. Después de un tiempo de
mantenimiento sin agitacién, durante un intervalo de tiempo
entre 12 y 24 horas a una temperatura entre 15°C y 25°C, una
porcidén significativa de las proteinas previamente solubles
desaparecieron de la solucidén como un p?ecipitado s6élido con
poca pérdida o degradacién del polisacarido, que permanecid
en la solucidén. La solucidén con el precipitado fue entonces
clarificada mediante centrifugacidén de flujo continuo seguido

por filtracidén profunda y microfiltracién a 0.45 pm.
Ejemplo 6
Preparacidén del Conjugado de Sacarido Neumocdcico Serotipo 5

Activacién y Conjugaciédn

Los recipientes del sacdrido del serotipo 5 fueron
descongelados y combinados en un recipiente de reaccidén. Al
recipiente, se agregaron acetato de sodio 0.1M, pH 4.7,
seguido por oxidacién en la presencia de periodato de sodio

mediante incubacidén durante 16-22 horas a 23°C.

B
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La mezcla de reaccién de activacién se concentrd y se
diafiltré 10x con WFI utilizando una membrana MWCO 100K. ElL

retenido se filtré a través de un filtro de 0.2 pm.

El sacarido activado serotipo 5 se'combiné con CRM;qs7 a
una proporcién de 0.8:1. La solucién de sacadrido/proteina
combinada se llendé en botellas de liofilizacién de vidrio de
100 mL (50 mL llenado de objetivo), congelado en cubierta a -

75°C, y co-liofilizado.

Las botellas de material co-liofilizado fueron llevadas
a temperatura ambiente y resuspendidas en fosfato de sodio
0.1M, pH 7.5, y se agregd cilanoborohidruro de sodio. La
reaccién se incubd a 30°C durante 72 horas, seguido por una
sequnda adicién de cianoborohidruro e incubada a 30°C durante

20-28 horas.

Luego de las incubaciones de cianoborohidruro, la mezcla
de reaccién se diluybé dos veces con solucién salina y se
transfirié a través de un pre-filtro de 0.45-5 pm en un
recipiente de retenido. La mezcla de reaccidén se diafiltrod
30x con amortiguador de fosfato 0.01M, pH 8, 20x con
amortiguador de fosfato 0.15M, pH 6, y 20x con solucidn

salina. El retenido se filtrdé a través de un filtro de 0.2

pm.

La solucién de conjugado se diluyé a un objetivo de

sacarido de 0.5 mg/mL, vy luego estéril se filtrdé en
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recipientes FBC en una caperuza Clase 100. El conjugado se

almacendé a 2-8°C.

Para la caracterizacién del conijugado, ver el Ejemplo 2.

Ejemplo 7
Preparacién del Serotipo 6A de Polisacarido Capsular de S.

Pneumoniae

El serotipo 6A de S. pneumoniae se obtuvo del Dr. Gerald
Schiffman de la Universidad Estatal de- New York, Brooklyn,
New York. Para la preparacidén del sistema de banco celular,
ver el Ejemplo 1. Para la fermentacidn, cosecha 'y
purificacién del polisacdrido, ver el Ejemplo 1, excepto que
durante la purificacidén, la etapa de concentracidén de MWCO 30

kDa, se omitidé antes de la etapa de cromatografia.
Ejemplo 8
Preparacidén del Conjugado de Sacarido Neumocédcico Serotipo 6A

Activacién y Conjugacidn

El polisacdrido del serotipo 6A es un polimero de alto
peso molecular que se habia reducido en tamafio antes de la
oxidacién. Los recipientes del sacadrido del serotipo 6A se
descongelaron y se combinaron en un recipiente de reaccidn.

Al recipiente, se agregd Aacido acético 2 M a una

5o
&)
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concentracién final de 0.1 M para hidrdélisis durante 1.5
horas a 60°C. La reaccidén se enfrié a 23°C vy la
neutralizacién se desarrolld al ajustar la mezcla de reaccidn
con NaOH 1 M a pH 6. La oxidacidén en la presencia de
periodato de sodio se desarrolld mediante incubacidén a 23°C

durante 14-22 horas.

La mezcla de reaccidédn de activacidédn se concentrd y se
diafiltré 10x con WFI utilizando una membrana MWCO 100K. E1

retenido se filtrd a través de un filtro de 0.2 pm.

El serotipo 6A se compuso con sucrosa y se llendé en
botellas de liofilizacidén de wvidrio de 100 mL (50mL llenado

objetivo) y congeladas en cubierta a -75°C y liofilizadas.

Las botellas de material 1liofilizado se 1llevaron a
temperatura ambiente vy resuspendidas "en dimetilsulféxido
(DMSO) a una proporcién de sacarido/proteina de 1:1. Después
de la adicién de cianoborohidruro de sodio, la mezcla de
reaccidén se incubdé a 23°C durante 18 horas. Luego de la
incubacidén de cianoborohidruro, la mezcla de reaccidn se
diluyd con solucidén salina fria. Los aldehidos no
reaccionados fueron apagados mediante adicién de borohidruro

de sodio mediante incubacidén a 23°C durante 3-20 horas.

La mezcla de reaccidn diluida se transfirid a través de
un pre-filtro de 5 pm en un recipiente de retenido. La mezcla

de reaccibén se diafiltrdé 10x con NaCl 0.9% y 30x con NaCl
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amortiguado con succinato. El retenido se filtré a través de

un filtro de 0.2 pm.

La solucién de conjugado se diluyé a un objetivo de
sacarido de 0.5 mg/mL, vy luego estéril se filtrd en
recipientes FBC en una caperuza Clase 100. El conjugado se

almacend a 2-8°C.

Para la caracterizacidén del conjugado, ver el Ejemplo 2.

Ejemplo 9
Preparacién del Serotipo 7F de Polisacarido Capsular de S.

Pneumoniae

El serotipo 7F de S. pneumoniae se obtuvo del Dr. Gerald
Schiffman de la Universidad Estatal de New York, Brooklyn,
New York. Para la preparacidén del sistema de banco celular, y
para la fermentacidén y cosecha del polisacdrido, ver el
Ejemplo 3. Para un proceso de fermentacién y de cosecha
alternativos, ver el proceso alternativo descrito en el

Ejenmnplo 1.

Purificacién

La purificacidén del polisacdrido neumocdcico consistid

de varias operaciones de concentracién/diafiltracidn
14

precipitacién/elusidn, cromatografia de columna, y etapas de

filtracién profunda. Todos los procedimientos se
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desarrollaron - a temperatura ambiente a menos que se

especifique otra cosa.

El caldo <clarificado proveniente de cultivos del
fermentador del serotipo 7F de S. pneumoniae se concentrd y
se filtré wutilizando wun filtro MWCO de 100 kDa. La
diafiltracidén se logrd utilizando un amortiguador de fosfato
de sodio a pH neutro. La diafilt;acién removidé los
componentes medios de bajo peso molecular provenientes de los
biopolimeros de peso molecular mayor tal como a&cido nucleico,

proteina y polisacarido.

El serotipo 7F no forma un precipitado con HB. En su
lugar, las impurezas se precipitaron de la solucidn
concentrada y diafiltrada al agregar el HB proveniente de una
solucién madre a una concentracién final de 1% de HB. El
precipitado se capturd sobre un filtro profundo y el filtro

se descarto. El polisacdrido estaba contenido en el filtrado.

Se agregdé yoduro de sodio (NaI) a la solucidén de
polisacdrido proveniente de la solucidén de Nal madre para
lograr una concentracién final de 0.5% para precipitar HB. El
precipitado se removié mediante filtracidén profunda. E1
filtrado contenia el polisacédrido objetivo. El1 recipiente de
precipitacidén y el filtro se enjuagaron con una solucidén de
NaCl/Nal y los enjuagues se combinaron con la solucidén de

polisacarido parcialmente purificada. El filtro se descarté.
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El polisacdrido fue entonces filtrado a través de un filtro

de 0.2 pm.

La solucidén de polisacdrido se .concentrd sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y se diafiltrd con una solucidn de

cloruro de sodio.

La solucién de polisacdridc parcialmente purificada se
purificd adicionalmente mediante filtracidén a través de un
filtro profundo impregnado con carbono activado. Después de
la filtracidén, el filtro de carbono se enjuagd con una
solucidén de cloruro de sodio. E1l enjuague se combind con la
solucidén de polisacéarido, que luego se filtrxdé a través de un

filtro de 0.2 pm.

La solucién de polisacdrido se concentrd sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y se ajustd con un amortiguador de
fosfato de sodio 1M para lograr una concentracién final de
fosfato de sodio 0.025M. El pH se revisd y se ajustd a 7.0 £

0.2.

La columna de hidroxiapatita ceramica (HA) se equilibréd
con un amortiguador de fosfato de sodio que contiene cloruro
de sodio para obtener la conductividad &apropiada (15 uS). La
solucién de polisacdrido fue -entonces cargada sobre la
columna. Bajo estas condiciones, las impurezas unidas a la
resina y el polisacarido se recuperaron en el flujo pasante

desde la columna. El1 polisacdrido fluydé a través de 1la
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columna con amortiguador y se filtrdé a través de un filtro de

0.2 pm.

La solucién de polisacarido se concentrdé utilizando un
filtro MWCO de 30 kDa. El concentrado fue entonces

diafiltrado con WFI.

La solucidén de polisacadrido diafiltrada se filtro a
través de un filtro de membrana de 0.2 pm en recipientes de
acero inoxidable. Las muestras se removieron para liberar el

ensayo y el polisacirido purificado se almacend a 2° - 8°C.

Para la caracterizacién del polisacarido, ver el Ejemplo

Ejemplo 10

Preparacién del Conjugado de Sacarido Neumocédcico Serotipo 7F

Activacién y Conjugaciédn

La oxidacién en la presencia de periodato de sodio se

desarrolld mediante la incubacidn durante 16-24 horas a 23°C.

La mezcla de reaccién de activacidn se concentrd y se
diafiltré 10x con NaOAc 10mM, pH 4.5, utilizando una membrana

MWCQO 100K. El retenido se filtrdé a través de un filtro de 0.2

pm.
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El serotipo 7F se lleno en botellas de liofilizacidn de
vidrio de 100 mL (50 mL de llenado objetivo) y congeladas en

cubierta a -75°C y liofilizadas.

Las botellas del serotipo 1liofilizado 7F y CRMjg7 se
llevaron a temperatura ambiente y fue£on resuspendidas en
DMSO a una proporcién de sacarido/proteina de 1.5:1. Después
de la adicidén de cianoborohidruro de sodio, la reaccidén se
incubé a 23°C durante 8-10 horas. Los aldehidos no
reaccionados fueron apagados mediante la adicidén de
borohidruro de sodio mediante incubacidén a 23°C durante 16

horas.

La mezcla de reaccidén se diluydé 10 veces con solucidn
salina fria y se transfiridé a través de un pre-filtro de 5 pm
en un recipiente de retenido. La mezcla de reaccidn se
diafiltrdé 10x con solucidén salina 0.9% y 30x con solucidn
salina amortiguada con succinato. El retenido se filtrd a

través de un filtro de 0.2 pm.

La solucidén conjugada se diluyd con un objetivo de
sacarido de 0.5 mg/mL solucién salina 0.9%, y luego estéril
se filtrd en recipientes FBC en una caperuza Clase 100. El

conjugado se almacend a —-8°C.

Para caracterizacidédn del conjugado, ver el Ejemplo 4.
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Ejemplo 11
Preparacién del Serotipo 19A de Polisacarido Capsular de S.

Pneumoniae

S El serotipo 19A de S. pneumoniae se obtuvo del Dr.
Gerald Schiffman de la Universidad Estatal de New York,
Brooklyn, New York. Para la preparacidén del sistema de banco
celular, ver el Ejemplo 1. Para la fermentacidén, cosecha y

purificacién del polisacarido, ver el Ejemplo 7. Para la

. 10 caracterizacién, ver el Ejemplo 3.

Ejemplo 12
Preparacidén del Conjugado de Sacarido Neumocdcico Serotipo
19A - CRM;oy
15

Activacidén y Conjugacién

Los recipientes del sacdrido serotipo 19A fueron
descongelados y combinados en un recipiente de reaccién. Se

20 agregd acetato de sodio a 10 mM (pH 5.0) y la oxidacidn se
llevé a cabo en la presencia de periodato de sodio mediante

incubacidén durante 16-24 horas a 23°C.

La mezcla de reaccidédn de activacién se concentrd y se
25 diafiltré 10x con acetato 10mM, pH 5.0, utilizando una
membrana MWCO 100K. El1 retenido se filtrdé a través de un

filtro de 0.2 yum.

SH
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El sacéarido activado se compuso con sucrosa seguido por
la adicién de CRMjg;. El1 sacarido activado con serotipo 19A y
la mezcla CRM;g7; (proporcién 0.8:1) se llend en botellas de
liofilizacién de vidrio 100 mL (50 mL llenado de objetivo),

congeladas en cubierta a -75°C, y liofilizadas.

Las botellas de material liofilizado fueron llevadas a
temperatura ambiente y resuspendidas en DMSO. A la mezcla de
sacarido/proteina, se agregdé cianoborohidruro de sodio (100
mg/ml). La reaccidén se incubd a 23°C durante 15 horas. Luego
de la incubacidén de cianoborohidruro, los aldehidos no
reaccionados fueron apagados mediante la adicién de
borohidruro de sodio mediante incubacién a 23°C durante 3-20

horas.

La mezcla de reaccidn se diluyd 10 veces con solucidn
salina fria y se transfirié a través de ‘un prefiltro de 5 pm
en un recipiente de retenido. La mezcla de reaccidén se
diafiltrd 10x con 0.9% de NaCl, se filtrdé 0.45 pm, y 30x con
diafiltracidén utilizando un amortiguador de  succinato
5mM/NaCl 0.9%, pH 6. El retenido se filtrdé a través de un

filtro de 0.2 pm.

La solucidén de conjugado se diluyd a un objetivo de 0.5
mg/mL utilizando succinato 5mM/solucién salina 0.9%, y luego
filtrada estéril en recipientes FBC en una caperuza Clase

100. El1 conjugado se almacend a 2 - 8°C.°

(\
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Para la caracterizacién del conjugado, ver el Ejemplo 4.

Ejemplo 13

Preparacién de los Serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F de

Polisacarido Capsular de S. Pneumoniae

Preparacidén del Cultivo de Semilla de S. pneumoniae

Los serotipos 4, 6B, 9V, 18C, 19F y 23F de S. pneumoniae
se obtuvieron del Dr. Gerald Schiffman, Universidad Estatal
de New York, Brooklyn, New York. El serotipo 14 S. pneumoniae

se obtuvo del ATCC, cepa 6314.

Separadamente, un frasco de cada uno de los serotipos
deseados de Streptococcus pneumoniae se utilizd para iniciar
una tanda de fermentacidén. Dos botellas que contienen un
medio a base de soya y rojo fenol se ajustaron a un rango de
pH de 7.4 £ 0.2 utilizando carbonato de sodio, y el volumen
requerido de la solucidén de dextrosa al 50%/sulfato de
magnesio al 1% se agregaron luego a las botellas. Las dos
botellas se inocularon con diferentes cantidades de semilla.
Las botellas se incubaron a 36° * 2°C hasta que el medio se
volvié amarillo. Luego de la incubacién, las muestras se
removieron de cada botella y se ensayaron para densidad
6ptica (OD) (0.3 a 0.9) y pH (4.6 a 5.5). Una de las dos
botellas se selecciond para la inoculacidén del fermentador de

semilla.

45
(v
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El medio a base de soya se transfiridé al fermentador de
semilla y se esterilizdé. Luego se agregd un volumen de
solucién 50% de dextrosa/l% de sulfato de magnesio al
fermentador. El pH y la agitacidén del fermentador de semilla
se monitorearon y se controlaron (pH 6.7 a 7.4). La
temperatura se mantuvo a 36° + 2°C. La inoculacidén de semilla
(botella) fue conectada asépticamente al fermentador de
semilla y el indéculo fue transferido. E1l fermentador se
mantuvo en un control de pH vy las muestras fueron
periddicamente removidas y probadas para OD y pH. Cuando el
OD deseado de 0.5 a 600 nm se alcanzdé, el fermentador
intermedio  se inoculé con el caldo de fermentaciédn

proveniente del fermentador de semilla.

El medio a base de soya se transfirié al fermentador
intermedio y se esterilizé. Luego una solucidn de dextrosa al
50%/sulfato de magnesio 1% volumen se agregd al fermentador.
El pH vy la agitacidén del fermentador intermedio se
monitorearon y controlaron (pH 6.7 a 7.4). La temperatura se
mantuvo a 36° + 2°C. Los contenidos del fermentador de
semilla se transfirieron al fermentador intermedio. E1
fermentador se mantuvo en control de pH y las muestras se
removieron periddicamente y se probaron para OD y pH. Cuando
el OD deseado de 0.5 a 600 nm se alcanzd, el fermentador de
produccién se inoculéd con un caldo de fermentacidn

proveniente del fermentador intermedio.

)
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El medio a base de soya se transfiridé al fermentador de
produccidén y se esterilizéd. Luego se agregd un volumen de 50%
de dextrosa/l% de solucién de sulfato de magnesio. El pH y la
agitacién del fermentador de producciép se monitorearon vy
controlaron (pH 6.7 a 7.4). La temperatura se mantuvo a 36° *
2°C. El fermentador se mantuvo en control de pH y 1las
muestras se removieron periddicamente y se probaron para OD y

pH, hasta que se completé la fermentacidn.

Se agregd desoxicolato de sodio al fermentador a una
concentracién final de aproximadamente 0.12% p/v. El cultivo
se mezclé durante un minimo de treinta minutos y el punto de
ajuste de la temperatura se redujo a 10°C. El cultivo se
incubdé durante toda 1la noche y luego de confirmacidn de
inactivacién, el pH del cultivo se ajustd a entre 6.4 y 6.8,
segun fuera necesario, <con 50% de 4cido acético. La
temperatura del fermentador se incrementd a 20° * 5°C y 1los
contenidos se transfirieron al tanque de mantenimiento de

clarificaciédn.

Los contenidos del tanque de mantenimiento de
clarificacién (incluyendo los desechos celulares) se
procesaron a través de una centrifuga a una tasa de flujo
entre 25 y 600 litros por hora (excepto el Serotipo 4, en
donde los desechos de célula fueron descartados y la tasa de
flujo ajustada a entre 25 y 250 1litros por hora). Las
muestras del sobrenadante se removieron y se ensayaron para

OD. El1 OD deseado durante la centrifugacién fue <0.15.

X
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Inicialmente, el sobrenadante fue recirculado a través
de un montaje de filtro profundo hasta que se logré un OD de
0.05 £ 0.03. Luego el sobrenadante pasé a través del montaje
de filtro profundo y a través de un filtro de membrana de

0.45 pum al tanque de mantenimiento de filtrado.

Posteriormente, el producto se transfirié a través de

tubos cerrados al &rea de purificacidn para procesamiento.

Todas las operaciones anteriores (centrifugacidn,
filtracién y transferencia) se desarrollaron entre 10°C a

30°cC.
Para wuna fermentacidén alternativa vy un proceso de
cosecha para los serotipos 4 y 6B, ver el proceso alternativo

descrito en el Ejemplo 1.

Purificacidn

La purificacién de cada polisacarido neumocdcico
consistid de varias operaciones de
concentracién/diafiltracién, precipitacién/elusidn,
cromatografia de columna, y etapas de filtracién profunda.
Todos los procedimientos se desarrollaron a temperatura

ambiente a menos que se especifique otra cosa.

El caldo clarificado proveniente de los cultivos del

fermentador del serotipo de S. pneumoniae deseado se
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concentrd y se diafiltrd utilizando un filtro MWCO de 100
kDa. La diafiltracidén se logrd utilizando amortiguador de
fosfato de sodio a pH < 9.0. La diafiltracién removid los
componentes medios de peso molecular bajo provenientes de
biopolimeros de peso molecular mayor tales como 4&cido

nucleico, proteina y polisacérido.

El polisacdrido se precipitd de la solucidn concentrada
y diafiltrada al agregar HB proveniente de una solucidén madre
para dar una concentracién final de 1% de HB (p/v) (excepto
el Serotipo 23F, que tuvo una concentracién final de 2.5%).
El polisacédrido/precipitado HB se capturd sobre un filtro
profundo y el filtrado se descartd. (Nota: el Serotipo 14 no
se precipitd; por lo tanto el filtrado se retuvo). El
precipitado del polisacédrido se resolubilizé y se eluyd al
recircular una solucién de cloruro de sodio a través de un
filtro profundo que contiene precipitado. Los filtros fueron
entonﬁes enjuagados con una solucidén de cloruro de sodio

adicional.

Se agregd vyoduro de sodio (NaI) a 1la solucidn de
polisacdrido proveniente de una solucidén de Nal madre para
lograr una concentracidén final de 0.5% para precipitar HB
(excepto para el Serotipo 6B, que tuvo una concentracién
final de 0.25%). El precipitado se removié mediante
filtracién profunda. E1 filtrado conténia el polisacarido
objetivo. E1 filtro se descartdé. E1 polisacarido fue luego

filtrado a través de un filtro de 0.2 pm.

=R
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La solucién de polisacarido se concentrdé sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y se diafiltrd con una solucién de

cloruro de sodio.

La solucién de polisacdrido parcialmente purificada se
purificé adicionalmente mediante filtracidén a través de un
filtro profundo impregnado con carbono activado. Después de
la filtracidén, el filtro de carbono se enjuagd con una
solucién de cloruro de sodio. El enjuague se combind con la
solucidén de polisacdrido, la cual fue entonces filtrada a

través de un filtro de 0.2 pm.

La solucién de polisacdrido se concentrd sobre un
ultrafiltro MWCO de 30 kDa y el filtro se enjuagd con una
solucidén de cloruro de sodio. El pH se revisdé y se ajusto a

7.0 £ 0.3.

La columna de hidroxiapatita cerdmica (HA) se equilibrd
con amortiguador de fosfato de sodio que contiene cloruro de
sodio hasta que el pH es 7.0 £ 0.3 y la conductividad era 26
t 4nS. La solucidén de polisacarido fue entonces cargada sobre
la columna. Bajo estas condiciones, las impurezas unidas a la
resina y al polisacarido se recuperaron en el flujo pasante
desde la columna. La solucidén de polisacarido se filtrd a

través de un filtro 0.2 um.
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La solucién de polisacdrido se concentré utilizando un
filtro MWCO de 30 kDa. El concentrado fue entonces

diafiltrado con WFI hasta que la conductividad era < 15pS.

La solucién de polisacdrido diafiltrada fue filtrada a
través de un filtro de membrana de 0.2pm en recipientes en

masa y almacenados a 2-8°C.

Ejemplo 14

Preparacién de Conjugados de Sacarido Neumocécicos — CRMje;

para los Serotipos 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F

Proceso de Activacién

Los sacaridos de serotipo diferente luego de diferentes
sendas para activacién (hidrélisis o no hidrélisis antes de
activacidén) y conjugacién (reacciones acuosas o DMSO) como se

describidé en este ejemplo.

El polisacdrido se transfiridé desde los recipientes de
masa al recipiente de reactor. El polisacdrido fue entonces
diluido en WFI y fosfato de sodio a un rango de concentracidn

final de 1.6 -~ 2.4 mg/mL.

Etapa 1

Para los serotipos 6B, 9v, 14, 19F y 23F, el pH se

ajustd a pH 6.0 £ 0.3.
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Para el serotipo 4, se agregdé 4&cido clorhidrico
(concentracidén de &cido final 0.01 M) y la solucidn se incubd
durante 25 - 35 minutos a 45° £ 2°C. La. hidrdélisis se detuvo
y se enfrid a 21 - 25°C y se agregd fosfato de sodio 1M a un
objetivo de pH 6.7 £ 0.2. Un ensayo en proceso fue hecho para

confirmar el nivel apropiado de la despiruvilaciédn.

Para el serotipo 18C, se agregdé acido acético glacial
(concentracién de acido final 0.2M) y la solucidén se incubd
durante 205 - 215 minutos a 94° + 2°C. La temperatura fue
entonces disminuyendo a 21 - 25°C y se agregd 1 - 2M de

fosfato de sodio a un objetivo de pH 6.8 + 0.2.

Etapa 2: Reaccién de Periodato

Los equivalentes molares de periodato de sodio
requeridos para la activacidén de sacdrido neumocdcico se
determinaron utilizando el contenido de sacdrido total
(excepto para el serotipo 4). Para el serotipo 4, se utilizé
una proporcién de 0.8-1.2 moles de periodato de sodio por mol
de sacarido. Con una mezcla completa, a la reaccidédn de
oxidacién se le permitid proceder entre 16 a 20 a 21 - 25°C

para todos los serotipos excepto 19F para el cual la

temperatura fue < 15°C.

Etapa 3: Ultrafiltracién

G\
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El sacdrido oxidado se concentrd y se diafiltré con WFI
(0.01 M amortiguador de fosfato de sodio pH 6.0 para el
serotipo 19F) sobre un ultrafiltro MWCO de 100 kDa
(ultrafiltro 5 kDa para 18C). E1 permeado se descartd y el

retenido se filtrd a través de un filtro de 0.22 um.

Etapa 4: Liofilizacidén

Para los serotipos 4, 9V, y 14 el sacarido concentrado
se mezcldé con una proteina portadora CRMj;s;7, se llend en
botellas de vidrio, se congeld.en cubierta y se almacend a <
-65°C. El1 sacarido concentrado congelado - CRMig; se liofilizd

y luego se almacend a -25° * 5°C.

Para los serotipos 6B, 19¢F, y 23F una cantidad
especifica de sucrosa se agregd la cual se calculd para
lograr una concentracidén de sucrosa de 5% + 3% en la mezcla
de reaccidén de conjugacidén. E1 Serotipo 18C no requiere
adicién de sucrosa. El sacadrido concentrado fue entonces
llenado en botellas de vidrio, congelado en cubierta vy
almacenado a £ -65°C. El sacarido concentrado congelado se

liofilizd y luego se almacend a -25° + 5°C.

Proceso de Conjugacidn

Se utilizaron dos procesos de conjugacién: conjugacidn
acuosa para los serotipos 4, 9V, 14 y 18C, y la conjugacidn

DMSO para los serotipos 6B, 19F y 23F.

2B
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Conjugacidén Acuosa

Etapa 1: Disolucién

Para los serotipos 4, 9V y 14, lé mezcla de sacéarido
activado liofilizado - CRM;g97 se descongeld y se equilibré a
temperatura ambiente. El1 sacarido activado 1liofilizado -
CRM;97 fue entonces reconstituido en un amortiguador de

fosfato de sodio 0.1M a una proporcidén tipica de:

e 11, de amortiguador por 16 - 24 g de sacarido para el

serotipo 4 y 9V

e 1L de amortiguador por 6 - 10 de sacarido para el serotipo

14

La mezcla de reaccidén se incubd a 37° + 2°C hasta una
disolucidén total para el serotipo 9V y a 23° + 2°C para 1los

serotipos 4 y 14.

Para el serotipo 18C, el sacarido 1liofilizado se
reconstituyd en una solucidén de CRM;97 en fosfato de sodio
dibdsico 1M a una proporcién tipica de 0.11 L de fosfato de
sodio por 1 L de solucidén CRMig7. La mezcla de reaccidén (8-12
g/L concentracién de sacarido) se incubdé a 23° + 2°C hasta

disolucidn total.

El pH se probé como un control en proceso en esta etapa.
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Etapa 2: Reaccién de Conjugacidn

Para los serotipos 4 y 9V, la reaccidédn de conjugacidn se
inicié al agregar la solucién de cianoborohidruro de sodio
(100 mg/mL) para lograr 1.0 - 1.4 moles de cianoborohidruro
de sodio por mol de sacadrido. La mezcla de reaccidn se incubd
durante 44 - 52 horas a 37° + 2°C. La temperatura se redujo
entonces a 23° * 2°C y se agregé cloruro de sodio 0.9% al
reactor. La solucidén de borohidruro de sodio (100 mg/mL) se
agregd para lograr 1.8 - 2.2 equiyalentes molares de
borohidruro de sodio por mol de sacarido. La mezcla se incubd
durante 3 - 6 horas a 23° + 2°C. La mezcla se diluydé con
cloruro de sodio 0.9% y el reactor se enjuagd. La mezcla de
conjugacién diluida se filtrd utilizando un pre-filtro de 1.2

pm en un recipiente de soporte.

Para los serotipos 14 y 18C, la reaccidén de conjugacidn
se 1inicidé al agregar la solucidén de cianoborohidruro (100
mg/mL) para lograr 1.0 - 1.4 moles de cianoborohidruro de
sodio por mol de sacérido. La mezcla de reaccidn se incubd
durante 12 - 24 horas a 23° + 2°C. La temperatura se
incrementd a 37° t 2°C y la reaccidén se incubd durante 72 -
96 horas. La temperatura se redujo entonces a 23° * 2°C y se
agregd cloruro de sodio 0.9% al reactor. Se agregd una
solucién de borohidruro de sodio (100mg/mL) para lograr 1.8 -
2.2 de equivalentes molares de borohidruro de sodio por mol
de sacarido. La mezcla se incubdé durante 3 - 6 horas a 23° +

2°C. La mezcla se diluydé con 0.9% de cloruro de sodio y el
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reactor se enjuagd. La mezcla de conjugacidédn diluida fue
entonces filtrada utilizando 1.2 pm de pre-fitro en un

recipiente de soporte.

Etapa 3: Ultrafiltracidén 100 kDa

La mezcla de conjugacidén diluida se concentrdé y se
diafiltrdé sobre un ultrafiltro MWCO de 100 kDa con un minimo
de 15 volumenes (serotipo 4) o 40 volumenes (serotipos 9V,

14, y 18C) de cloruro de sodio 0.9%.

El perneado se descartd.

Para el serotipo 4, el retenido se filtrdé a través de
0.45 pm de filtro.

Un control en proceso (contenido de sacérido) se

desarrolld en esta etapa.

Etapa 4: Purificacién de Columna HA

Esta etapa fue solamente desarrollada para el conjugado

serotipo 4.

La columna HA fue neutralizada primero utilizando
amortiguador de fosfato de sodio 0.5M (pH 7.0 + 0.3) y luego
equilibrada con cloruro de sodio 0.9%. El1 retenido filtrado
(serotipo 4) se cargd sobre la columna  a una proporcidén de
flujo de 1.0 L/min. La columna se lavd con 0.9% de cloruro de

sodio a una tasa de flujo de < 2.0 L/min. El1 producto fue
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luego eluido con amortiguador de fosfato de sodio 0.5M a una

tasa de flujo de £ 2.0 L/min.

La fraccién de HA fue entonces concentrada y diafiltrada
sobre una membrana MWCO de 100 kDa con un minimo de 20

volumenes de cloruro de sodio 0.9%. El permeado se descartd.

Etapa 5: Filtracién de Estéril

El retenido después de diafiltracidén MWCO de 100 kDa se
filtrdé a través de un filtro de 0.22 um. Los controles en
procesos (contenido de sacarido, proteina libre, sacarido
libre y cianuro) se desarrollaron sobre el producto filtrado.
Los controles en proceso sobre el retenido filtrado se
desarrollaron para determinar si la concentracién adicional,
diafiltracién, y/o dilucidn eran necesarias para cumplir los
objetivos FBC. Estas y pruebas adicionales se repitieron en

muestras FBC.

Seguin fuera necesario, el conjugado filtrado se diluyd
con cloruro de sodio 0.9% con el fin de lograr una
concentracién final de menos de 0.55 'g/L. Las pruebas de
liberacién para el contenido de sacarido, contenido de
proteina y proporcién de sacadrido:proteina se desarrolld en

esta etapa.

Finalmente, el conjugado se filtrdé (0.22 pm) y se llend

en tarros de acero inoxidable de 10 L a una cantidad tipica
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de 2.64 g/tarro. En esta etapa, el rendimiento, contenido de
sacarido, contenido de proteina, pH, proporcidn
sacdrido:proteina y contenido de lisina se desarrollaron como
controles en proceso. La prueba de liberacién (apariencia,
proteina libre, sacarido libre, endotoxina, determinacién de
tamafio molecular, cianuro residual, identidad de sacérido,

identidad CRMiy7) se desarrolld en esta etapa.

Conjugacién DMSO

Etapa I: Disolucidn

Los serotipos de sacarido activado liofilizado 6B, 19F,
23F y la proteina portadora CRMj;g; liofilizada se equilibraron
a temperatura ambiente y se reconstituyeron en DMSO. La
concentracién de disolucién tipicamente varidé desde 2-3

gramos de sacérido (2-2.5 g de proteina) por litro de DMSO.
Etapa II: Reaccidén de Conjugacién

El sacéarido activado y la proteina portadora CRMig; se
mezclaron durante 60 - 75 minutos a 23° + 2°C a un rango de
proporcién de 0.6 g - 1.0 g de sacdrido/g CRMyg7 para los
serotipos 6B y 19F o 1.2 a 1.8 g sacarido/g CRM;y; para el

serotipo 23F.

La reaccidén de conjugacidén se 1inicidé al agregar la

solucidén de cianoborohidruro de sodio (100mg/mL) a una
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proporcidn de 0.8 - 1.2 equivalentes molares de

- cianoborohidruro de sodio a un mol de sacdrido activado. E1

WFI se agregd a la mezcla de reaccién a un objetive de 1%

(v/v) y la mezcla se incubd durante 40 horas a 23° = 2°C.

La solucién de borohidruro de sodio, 100 mg/mL (tipica
1.8 - 2.2 equivalentes molares de borohidruro de sodio por
mol de sacidrido activado) y WFI (objetivo 5% v/v) se
agregaron a la reaccidén y la mezcla se incubd durante 3 - 6
horas a 23° % 2°C. Este procedimiento redujo cualquiera de
los aldehidos no reaccionados presentes sobre los sacaridos.
Luego la mezcla de reaccidn se transfiridé a un tanque de

disolucidn que contiene 0.9% de cloruro de sodio a < 15°C.

Etapa III: Ultrafiltracién 100 kDa

La mezcla de conjugado diluida se filtré a través de un
filtro de 1.2 pm y se concentré y diafiltrd en una membrana
MWCO de 100 kDa con un minimo de 15 voluUmenes de cloruro de
sodio 0.9% (fosfato de sodio 0.01M/amortiguador de NaCl 0.05M
se utilizd para el serotipo 23F). El permeado se descartd. El
retenido se filtré a través de un filtro de 0.45 upm. Una
muestra de contenido de sacarido en proceso se tomd en esta

etapa.

Etapa IV: Purificacién de Columna DEAE

Esta etapa se desarrolld solamente para el serotipo 23F.
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La columna DEAE se equilibré con fosfato de sodio
0.01M/amortiguador de cloruro de sodio 0.05M. El1l retenido
filtrado (serotipo 23F) se cargd sobre la columna y se lavd
con fosfato de sodio 0.01M/amortiguador de cloruro de sodio
0.05M. La columna fue 1luego lavada con fosfato de sodio
0.01M/amortiguador de NaCl 0.9%. El producto fue entonces
eluido con fosfato de sodio 0.0l1M/amortiguador de cloruro de

sodio 0.5M.

Etapa V: Ultrafiltracién 100 kDa

El retenido de 6B y 19F se concentrd y se diafiltrd con
por lo menos 30 volumenes de cloruro de sodio 0.9%. E1

permeado se descartd.

El eluido del serotipo 23F se concentrd y se diafiltrd
con un minimo de 20 volumenes de cloruro de sodio 0.9%. El

permeado se descartbd.

Etapa VI: Filtracién Estéril

El retenido después de diafiltracidén MWCO de 100 kDa se
filtrd a través de un filtro de 0.22 um. Los contrcles en
proceso (contenido de sacarido, proteina 1libre, sacéarido
libre, DMSO residual y cianuro residual) se desarrollaron
sobre el producto filtrado. Los controles en proceso sobre el

retenido filtrado se desarrollaron para determinar si la
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concentracién adicional, diafiltracidén, vy/o dilucidén eran
necesarias para cumplir con los objetivos FBC. Estas y

pruebas adicionales se repitieron en muestras FBC.

Seguin fuera necesario, el conjugado filtrado se diluyd
con cloruro de sodio 0.9% para lograr una concentracién final
de menos de 0.55 g/L. Las pruebas de liberacidén para el
contenido de sacarido, contenido de proteina y proporcidn de

sacarido:proteina se desarrollaron en esta etapa.

Finalmente, el conjugado se filtrdé (0.22 pm) y se llend
en tarros de acero inoxidable de 10 L a una cantidad de 2.64
g/tarro. En esta etapa, el rendimiento, contenido de
sacarido, contenido de proteina, pPH, proporcidén
sacarido:proteina y contenido de lisina se desarrollaron como
controles en proceso. La prueba de liberacidén (apariencia,
proteina libre, sacdrido libre, endotoxina, determinacidén de
tamafio molecular, cianuro residual, DMSO residual, identidad

de sacarido e identidad CRM;g7) se desarrolld en esta etapa.

Ejemplo 15
Formulacién de una Vacuna de Conjugado Neumocdcica

Multivalente

Los concentrados de masa finales de los 13 conjugados
contienen 0.85% de cloruro de sodio. Los concentrados en masa
del tipo 3, 6A, 7F y 19A también contienen amortiguador de

succinato de sodio 5 mM a pH de 5.8. Los volumnes requeridos
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de los concentrados en masa se calculéron con base en el
volumen de tanda y las concentraciones de sacarido en masa.
Después del 80% del cloruro de sodio 0.85% (solucidén salina
fisioldgica) y la cantidad requerida de amortiguador de
succinato se agregaron al recipiente de formulacidén pre-
marcado, se agregaron concentrados de masa. La preparacién
fue entonces filtrada estéril a través de una membrana de
0.22 pm en un segundo recipiente al utilizar una unidad de
filtro de membrana Millipore Durapore. El primer recipiente
se lavd con el restante 20% del cloruro de sodio 0.85% y la
solucidén se pasd a través del mismo fil£ro y se recolectd en
el segundo recipiente. La masa formulada se mezcld suavemente
durante y luego de 1la adicidén del fosfato de aluminio en
masa. El pH se revisd y se ajustd si era necesario. EIL

producto de masa formulado se almacendé a 2-8°C.

El producto de masa formulado se llend en jeringas de
vidrio de boresilicato Tipo 1 obtenidas de Becton Dickinson.
La vacuna se monitored a intervalos regulares para turbidez
para asegurar la uniformidad de la operacién de llenado. La

vacuna llenada (Producto Final) se almacend a 2-8°C.

Ejemplo 16

Inmunogenicidad de la Vacuna de Conjugado 13-Valente

A la fecha, los estudios preclinicos desarrollados sobre
una vacuna 13vPnC han sido en conejos. Los estudios #HTO1l-

0021 y #HT01-0036 se disefiaron para examinar
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independientemente el efecto de la conjugacidédn quimica de los
polisacdridos capsulares (PS) de S. pneumoniae a CRMjgy y el
efecto del adyuvante de fosfato de aluminio (A1PO4) sobre la
respuesta inmune a la vacuna 13vPnC en conejos. Estos efectos
se caracterizaron por el ELISA especifico de antigeno para
las concentraciones IgG de suero y para la funcién de

anticuerpo por ensayo opsonofagocitico (OPA).

Estudio #HT01-0021

El estudio #HTO01-0021 examindé la capacidad de la vacuna
13vPnC con el adyuvante AlPOy; para elicitar las respuestas
inmunes especificas del serotipo de la vacuna. Los serotipos
neumocd]cicos representados en la vacuna 13vPnC incluyen los
tipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19A, 19F y 23F.
Los objetivos secundarios incluyeron una evaluacién de las
cinéticas y la duracién de 1la respuesta del anticuerpo.
Conejoé Blancos de Nueva Zelanda se inmunizaron
intramuscularmente en la semana 0 y en la semana 2 con la
dosis clinica humana planeada de cada polisacarido (2 pg de
cada PS, excepto 4 pg de 6B) formulada con o sin AlPO, (100
ng/dosis). Se recolectd suero en varios puntos de tiempo. El
IgG especifico de serotipo se midié mediante ELISA vy se

evalué la actividad funcional mediante OPA.

La Tabla 3 muestra el titulo medio geométrico (GMT)
logrado en muestras de suero agrupadas, luego de dos dosis de

la vacuna 13vPnC. Una proporcién del IgG GMT se utilizd para
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comparar las respuestas durante la semana 4 a la semana 0.
Estos datos demuestran que la inclusidén del AlPO, en la
formulacidén 13vPnC elicitd mayores niveles del anticuerpo IgG
en comparacidén con la misma vacuna sin adyuvante. Aunque las
respuestas de anticuerpo fueron mayores cuando AlPO;, se
incluyd en la formulacién, estos incrementos no fueron

estadisticamente significativos.

Las respuestas de anticuerpo funcional también se
evaluaron en conejo 1luego de la inmunizacién con las dos
formulaciones 13vPnC (Tabla 4). Cuando se compara las
formulaciones de vacuna con o sin adyuvante, los GMT de OPA
mayores se observaron en el grupo de tratamiento de vacuna
13vPnC + AlPO4. Los titulos OPA se detectaron en grupos de
suero en la semana 4 a todos los serotipos de vacuna en ambos
grupos. Para la mayoria de los serotipos, los titulos de OPA
medidos en la semana 4 fueron por lo menos 4 veces mayores

que aquellos en la semana cero (linea base).

Las respuestas cinéticas de cada uno de los serotipos de
vacuna 13vPnC se evaluaron de 1os grupos de suero de ambos
grupos de tratamiento. Los titulos IgG-de cada serotipo se
midieron de muestras de sangre en la semana 0 y en las
semanas 1, 2, 3, 4, 8, 12, 26, y 39 y luego comparadas. Con
la excepcidn del serotipo 1, las respuestas de anticuerpo en
animales que recibieron vacuna adyuvada fueron superiores a
aquellas que recibieron vacuna no adyuvada y el pico en la

semana 2 del programa de inmunizaciédn (datos no mostrados).
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En total, los datos indicaron que 1la vacuna 13vPnC
formulada con fosfato de aluminio es inmunogénica en conejos,
elicitando respuestas de anticuerpo sustanciales a los
polisacaridos capsulares neumocdcicos contenidos en la vacuna
y estas respuestas estdn asociadas con actividad funcional.
Las respuestas observadas a los siete serotipos nucleo luego
de inmunizacidén con 13vPnC + AlPO,; son ‘consistentes con las
respuestas histéricas de los conejos a la formulacidn

heptavalente.
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Tabla 3. Respuestas Inmunes IgG en Conejo (GMT) Luego de Inmunizacidn con Dos Dosis de Glicoconjugado

Neumocdcico 13-Valente

Diluyente con ALPO,* 13vPnC® 13vPnC + ALPO,®
Proporcién Semana 4 Proporcidn Semana 4 Proporcidén

Serotipo Semana 0 Semana 4 Wk4:Wk0 Semana 0 (95%Cl) Wk4 :Wk0 Semana 0 (95% Cl) Wk4:WkO
1 < 100 < 100 1.0 50 (2,7;gf¥;i733) 119 50 (5,32%1223093) 222
3 < 100 < 100 1.0 50 (2,7;gfzgi932) 133 58 (7,0;21§g?106) 284
4 < 100 < 100 1.0 50 (8,0;?L;2?875) 271 50 (15,;fgj§§i508) 584
5 134 < 100 0.4 50 (2,4§Bf¥11009) 117 50 (6,922123?140) 334
6a 141 < 100 0.4 74 (11’;§?:2€i914) 303 83 (21,1j§:zg§,146) 768
6B < 100 < 100 1.0 57 (3,55Xjf§i444) 142 54 (11,;22f§%i955) 435
7% 3,859 579 0.2 171 (26,5%?52%{557) 444 143 (16, 445100 151) 496
oV 289 995 3.4 205 (7,122123?616) 125 208 (23,§§é§$%f510) 217
14 437 177 0.4 61 (3,4;2:i%ﬁ962) 113 70 (9,622122?785) 322
18C < 100 < 100 1.0 50 (15,;265323725) 426 50 (24,;§gfzgi692) 701
19a < 100 < 100 1.0 121 (54,§g§?£22%707) 939 144 (119,2231223,167) 1,951
19F < 100 < 100 1.0 50 (7,312122?090) 287 50 (9'22§i2$?141) 498
23F < 100 < 100 1.0 50 5,323 106 50 15,041 301

(1,894-14,962)

(4,711-48,018)

a: Los GMT de

suero agrupados consistieron de volumenes iguales de suero de
b: Estadisticamente diferente

(p=0.022)

del grupo de tratamiento sin ALPO,

cada conejo individual con un grupo
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Tabla 4. GMT OPA de S. pneumoniae para Grupos de Suero de
Conejo NZW luego de Inmunizacidén con Dos Dosis de

Glicoconjugado Neumocdcico 13-Valente

13vPnC? 13vPnC + ALPO,®
Serotipo Semana 0 Semana 4 Pi;if;;ifn Semana 0 Semana 4 Pz;Sﬁigifn

1 <8 64 16 <8 64 16

3 <8 8 2 <8 16 4

4 <8 16 4 <8 32 8

5 <8 128 32 <8 512 128

6A 8 128 16 8 512 64

) 6B <8 256 64 8 1,024 128
. F 8 64 8 8 128 16
169V 8 64 8 8 128 16

14 16 32 2 16 32 2

18C 8 256 32 <8 256 64
19A <8 256 64 <8 1,024 256

19F <8 128 32 <8 512 128

23F 8 64 8 <8 256 64

a: Los grupos consistieron de volumenes iguales de suero provenientes de
conejos individuales dentro de un grupo de tratamiento (n=12)

Estudio #HT01-0036

El estudio #HT01-0036 compardé las respuestas inmunes de
conejo con los polisacdridos (PS) contenidos en la vacuna,
después de 1inmunizacién con la wvacuna 13vPnC con o sin
conjugacidén a la proteina CRMjg7. Los conejos Blancos de Nueva
Zelanda se inmunizaron intramuscularmente en la semana 0 y la
semana 2 con una dosis de 2.2 pg de cada PS (excepto 4.4 ng
de 6B). Los animales recibieron una de tres preparaciones de
vacuna: (a) 13vPnC (PS directamente conjugado a CRMig7), (b)
13vPnC, (PS 1libre) o (c) 13vPnC + CRMjg7 (PS libre mezclado
con CRM;q7). Todas las preparaciones de vacuna contenian AlPO,

como el adyuvante en 125 npg/dosis.
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Las respuestas 1inmunes especificas de serotipo para
todas las preparaciones de vacuna se evaluaron en un ELISA
IgG y un anticuerpo funcional que mide el OPA mediado por
complemento. Las respuestas inmunes se compararon entre los

grupos de tratamiento.

La Tabla 5 presenta los datos GMT obtenidos desde los
sangrados en semana 4 analizados en los ELISA de IgG
especifico de antigeno. Analisis adicionales muestran la
proporcidén de los valores GMT en la semana 4 a la semana O.
Los datos indican que la preparacién de vacuna de conjugado
elicitdé mayores titulos IgG de suero que el PS libre o la
vacuna PS + CRMjg7 libre. Con la excepcidén del S. pneumoniae
tipo 14, la vacuna 13vPnC fue capaz de inducir 1los
anticuerpos funcionales para las cepas representativas de S.
pneumoniae en un OPA (Tabla 6). Después de dos inmunizaciones
con cualquiera de las vacunas 13vPnPS o 13vPnPS + CRMg7,
ninguno podria inducir titulos OPA 2 8 veces en la semana 4
con relacién a la semana 0 para 10 fuera de los 13 serotipos

medidos (Tabla 6).

En conclusiédn, estos resultados indican gue la
conjugacién de los polisacaridos de vacuna neumocdcica 13-
valente produce titulos IgG de suero mayor y una activiad de
anticuerpo funcional mayor total qué la wvista <con el

polisacadrido libre solo o mezclado con el CRMjy; no conjugado.
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Tabla 5. Respuestas IgG de Conejo (GMT) al PnPs por ELISA Luego de Inmunizacidn con Dos Dosis de

Glicoconjugado Neumocdcico 13-Valente

13vPnPS = CRM,,

3vPnPS (PS libre) (PS mezclado con CRM;g) 13vPnC

Semana 4 Proporcidn Semana 4 Proporcidn Semana 4 Proporcién
Serotipo Semana 0 (95%C1) Wk4:WkO Semana 0 (95%C1) Wk4 :WkO Semana 0 (95%C1l) Wk4 :WkO
1 378 (84?»2,9390) 5.8 395 (BOé:Z?339) 5.0 472 (29,133501—94740,417) 6.2
3 7 (642—49008) 4.2 89 (741—63358) 1.8 50 (10,41104,—41164,676) 208.3
4 50 (1533259) 7.6 50 (313337178) te.d 50 (9,1%5123?224) 257.8
5 343 (11§f§50) 4-3 50 (14’373:7[01) 6.4 50 (24,43657,~256O4,824) 705.3
6a 154 (312?288) 3.0 o8 (952—14064) 2.1 163 (167&22:?;2,283) 1,437.1
68 63 (384157375) 1.6 62 (384z§?440) 12.0 131 (22,93334’—54999,222) 256.5
E 50 (35-05) i-2 50 (@12111) 1.4 50 (24,350-55,347) 7140
v 50 (481—01495) 2.1 55 (741—63990) 3.0 50 (34,752\%955?007) 1,000.7
14 66 (113?357) 4:5 50 (711—95535) 3.9 50 (12,02807,—13221,138) | 402.4
18c 89 (65éi§?288) 17.5 66 (300j]6.}935) 1.5 o1 (32,712,—?;1,641) 707.4
192 50 (44?279) 1.8 50 (39§263) L6 50 (12,82537,—44825,723) 469.7
i 6L (55;:2,6517) 22.3 61 (370?2}654) 16.3 67 (12,51593,—33538,173) 288.9
23F 73 (48%12?45120) 14.9 121 (311§i?311) 5.3 68 (25,14354,—98742,089) 676.1

PVA
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Tabla 6. OPA de S. pneumoniae para Grupos de Suero de Conejo
luego de Inmunizacidén con Dos Dosis de Vacunas Neumocédcicas

13-Valentes

Titulos OPA

Sin 13vPnPS + CRM; g,
tratamiento 13vgnPS (PS (PS libre 13vPnC
libre) mezclado con
- CRM, 5,
Serotipo Semana 0° Semana Proporcién Semana Eroporcién Semana Proporcidn
4 Wk4 :WkO 4 Wk4 :WkO 4 Wk4 :WkO
1 4 16 4 16 4 8 32
3 4 4 1 4 1 4 8
4 4 4 1 4 1 4 64
5 4 32 8 16 4 16 64
6A 8 64 8 32 4 32 664
6B 8 64 8 32 4 32 32
’ F 16 32 2 16 1 16 16

ov 16 16 1 32 2 32 8
14 16 16 1 16 1 16 2
18C 4 16 4 16 4 8 64
19a 8 8 1 8 1 16 64
19F 4 4 1 4 1 8 64
23F 16 32 2 16 1 32 32

a: Utilizado como valores de semana 0 para todos los grupos

- Se debe entender que la discusidén anterior vy 1los

ejemplos simplemente presentan una descripcién detallada de
ciertas modalidades. Por 1lo tanto debe ser evidente para
aquellos expertos en la técnica que varias modificaciones
equivalentes se pueden hacer sin apartarse del espiritu vy

alcance de la invencidn.

Todos los articulos de revista, otras referencias,
patentes y solicitudes de patente que se identifiquen en esta
solicitud de patente se incorporan como referencia en su

- totalidad.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmunogénica multivalente que comprende 13 diferentes de
conjugados de polisacarido-proteina junto con un vehiculo fisioldgicamente aceptable, en
donde cada uno de los conjugados comprende un polisacarido capsular de un serotipo
diferente de Steptococcus pneumoniae conjugado a una proteina portadora y los polisacaridos
capsulares se preparan de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F, en

donde la proteina portadora es CRMyg7 Iy _donde la conjugacion se afecta por aminacion

. \08(6-
\reductiva.’
2. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1, comprende, ademas un adyuvante.
3. La composicion inmunogénica de la reivindicacidon 2, en donde el adyuvante es fosfato
de aluminio.
4. La composicidén inmunogénica multivalente que comprende 13 diferentes conjugados de

polisacarido-proteina, junto con un vehiculo fisiolégicamente aceptable, en donde cada uno de
los conjugados comprende un polisacarido capsular de un serotipo diferente de Steptococcus
pneumoniae conjugado a una proteina portadora y los polisacaridos capsulares se preparan de
los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F, en donde la proteina
portadora es CRMyy; vy en donde cada dosis de 0,5 mL se formula para contener: 2,2 ug de
cada sacarido, excepto para 6B a 4,4 ug; aproximadamente 29 pug de la proteina portadora
CRMyg7; 0,125 mg de adyuvante de aluminio elemental (0,5 mg de fosfato de aluminio), y

cloruro de sodio y amortiguador de succinato de sodio como excipientes.

5. Una jeringa de dosis tnica llenada con una formulacion liquida esteril de polisacaridos
capsulares neumocdcicos de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F,
individualmente conjugada a CRM,g;, en donde cada dosis de 0,5 mL se formula para contener:
2,2 yg de cada sacarido, excepto para 6B a 4,4 ug; aproximadamente 29 ug de la proteina
portadora CRM,g7; 0,125 mg de adyuvante de aluminio elemental (0,5 mg de fosfato de

aluminio), y cloruro de sodio y amortiguador de succinato de sodio como excipientes.
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6. Una jeringa de dosis unica llenada con una formulacién liquida esteril de polisacaridos
capsulares neumocaécicos de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F,
individualmente conjugada a CRM;g;, en donde cada dosis de 0,5 mL se formuia para contener:
2 pg de cada sacarido, excepto para 6B a 4 ug; aproximadamente 29 ug de la proteina
portadora CRM;g7; 0,125 mg de adyuvante de aluminio elemental (0,5 mg de fosfato de

aluminio), y cloruro de sodio y amortiguador de succinato de sodio como excipientes.
7. La jeringa de dosis Unica de la reivindicacién 5 u 6 para administracion intramuscular.

8. Un proceso para preparar una composicion inmunogénica que comprende 13 diferentes
conjugados de polisacarido-proteina junto con un vehiculo fisiolégicamente aceptable, en
donde cada uno de los conjugados contiene un polisacarido capsular diferente conjugado a la

proteina portadora CRMyg¢7, en donde:

los polisacaridos capsulares se preparan de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14,

18C, 19A, 19F y 23F de Steptococcus pneumoniae,

los polisacaridos individuales se purifican a través de centrifugacion, precipitacion,

ultrafiltracién y cromatografia de columna; .

los polisacaridos purificados se activan quimicamenté} para hacer los sacaridos capaces

de reaccionar con la proteina portadora CRMg7;

una vez activado, cada polisacarido capsular se conjuga separadamente a la proteina

portadora CRMg; para formar un glicoconjugado;

los glicoconjugados individuales se purifican y son compuestos para formular la composicion

inmunogénica:.

_—

I .
9. El proceso de [a reivindicacion 8 en donde la conjugacién se afecta por aminacion

reductiva.
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10. Un proceso para preparar una composicion inmunogénica multivalente que comprende
13 diferentes conjugados de polisacarido-proteina junto con un vehiculo fisiolégicamente
aceptable, en donde cada uno de los conjugados comprende un polisacarido capsular de un
serotipo diferente de Steptococcus pneumoniae conjugado a una proteina portadora y los
polisacaridos capsulares se preparan de los serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A,
19F y 23F, en donde la proteina portadora es CRMyy;, en donde después de que son
S ello‘s__,sgnnggnlgljestosr para formular la composiéién '

. . /-
inmunogénica. )
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