






Estados Unidos y Europa (Jones D., an "Meningococcal Disease", 

John Wiley & Sons, Nueva York, 1995). 

El polisacÆrido capsular meningococico grupo B (referido aqul 

coma polisacÆrldo capsular NmB o "NmB PS") se compone de u.n 

5 pollmero homolineal do Æcldo alfa(2-+8)N-acetll-neuramlnico (poll-

Æcido siÆtico; referido posteriormente an la presente como "P5K): 

Este polisacÆrido capsular se conserva entre todas las cepas NmB, y 

tambiØn se encuentra en la KI patOgena de Escher!chia co/i. El NmB 

PS as quimicamente idØntico at poII-Æcido siÆlico quo as expresado 

10 ab u n d a ntemente por los tejidos fetales i ncluyendo&cerebro,& 

corazOn yet rinón. 

La capsula. del Grupo .B as un Importante determinante do la 

virulencia. Por ejempl.o los mutantes qua son deficientes an la 

expresiOn capsular son. sensibles al suŁro .y no patogenos (Stephens 

15 1991, Infect. tmmun. 59: 4097). La evidencia tamblØn Indica qua el 

anticuerpo do suero para el polisacØrido del Grupo B tambiØn 

confiere protección contra las enfermedades mediante la activaciôn 

de la bacteriOlisis ylu opsonización modiada por el com.plemento 

(Griffiss, J. M., on "Meningococcal Disease," John Wiley & Sons, 

20 Nueva York, 1995). 

Sin embargo, los esfuerzos para emplear el polisacÆrido 

capsular NmB . como Un componente de vacuna han sido opacados 

por su poca inmunogenicidad (Wyte y colaboradores, 1972, J. Infect. 

Dis. 126: 514-522; Zollinger, y colaboradores, 1979, J. C/in. Invest. 

25 63: 836-834) aun cuando se conjuguen con una protelna portadora 

(Devi .y colaboradores, 1997, Infect. Immun. 65: 1045; Jennings y 

colaboradores, 1981, J. Immunol. 127: 1011). La baja 

inmunogenicidad se atribuye a la tolerancia inmunolOglca inducida 

por la exposicion fetal a las glicoproteirias polisiatadas do reacción 

30 cruzada expresadas an una variedad do tejidos de huØspedes, tales 

como la molØcula do adhesion de cØlulas neurales ("NCAM") (Finne y 

colaboradores, 1983, Biochem. Biophys. Res Commun. 112: 482; 

Hayrinen y colaboradores, 1995, J. Infect. Dis. 171: 1481). Se han 
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preparado anticuerpos monoclonales anti-NmB PS (rnAbs) mediante 

la inmunización de ratones con bacterias muertas del Grupo B 

(Mandrell y colaboradores, 1982, J. Immunol. 129: 2172; Moreno y 

colaboradores, 1983, J. Gen. Microbiol. 129 (Pt 8): 2451; Shin y 

5 colaboradores, 2001, Infect. Immun. 69: 3335), o mediante la 

inmunizaciôn de ratones NZB con un polisacÆrido o. una bacteria 

simple(Frosch y .colaboradores, 1985, Proc. Nati. Acad. Sd. E.U.A., 

82: 1194; Hurpin y� colaboradores, 1992, Hybridoma 11: 677). 

TamblØn se han descrito anticuerpos monoclonales de 1gM o para-

10 protelnas quo rØacc.ionan frente a los NmB PS humanos (Raff y 

colaboradores, 1988, J. Infect, Dis. 157: 118; Rohr y colaboradores, 

1980, J. Biol. Chem. 255:2332; Azmi y colaboradores, 1994, Infect. 

Immun. 62: 1776; Mandrell y colaboradores, 1995, J. Infect. Dis. 172: 

1279). Estos anticuerpos monoclonales 0 para-protein.as provocân 

15 una actividad bactericida mediada por el complemento. Por 

consiguiente, of desarrollo de vacunas basadas en los polisacÆridos 

como aætlgeno, pero con una mejor inmunogenicidad, han sido el 

enfoque particular en el campo. 

En Is dØcada de .1980, Jennings y colaboradores investigaron 

20 la inrnunogenicldad de varios derivados de NmB PS (Jennings y 

colaboradores, 1981, supra, Jennings 1985, J. Immunol. 134: 2651; 

Ashton y colaboradores, 1989, Microb. Pathog. 6: 455; Pon y 

colaboradores, 1997, J. Exp. Med. 185: 1929). Las vacunas 

conjugadas.que contienen polisacØridos en los cuales los grupos N-

25 acetilo de NmB PS se reemplazaron con una variedad de grupos 

acilo mÆs hidrofóbicos, particularmente propionilo (N-Pr) fueron 

inmunogenicos y produjeron anticuerpos bactericidas protectores. El 

polisacØrido modificado resultants se conjugó con un portador de 

proteins (Jennings y colaboradores, 1986, J. Immunol. 137: 1708, 

30 1986; Jennings y colaboradores, 1987, J. Exp. Med. 165: 1207; 

Jennings y colaboradores, 1981, supra; Jennings y colaboradores, 

1985, supra; Asthon y colaboradores, 1989, supra; Pon y 

colaboradores, 1997, supra; Patente de los Estados Unidos de 



NorteamØriôa Nümero 4,7271136), y se encontrO que era 

inmunogØnico en animales experimental.es, produciendo anticuerpos 

do lgG que activaron la bacteriólisls medlada .por ØI complemento in 

vitro, y que confir!eron una .prote.cción pasl.va on los animates 

5 experimentales infectados con NmB. Esta vacuna fue in.munogenlca 

en primates sub-hurnanos, induciendo los .aflticuerpos de suero que 

activan la bacterióllsls mediada por el complemento (Fusco y 

col.aboradores,1997.,J.. Infect. Dis. 175:364-372), En hurnanos, se 

sabe que los anticuerpos bactericldàs confieren protección contra la 

10 enferm.edad meningocôcica on  desarrollo (Goldschheider y 

colaboradores, 1969,.J. Exp. Mcd, 129: 1307). . 

Sin embargo, un subgrupo de anicuerpos inducidos por las 

vàcunas actualmente disponibles, tienen ac.tividad do auto-anticuerpo 

contra el. huesped para el NmB PS no modificado (as declr,.N-acetil-

15 NmB PS) .(Hayrinen ycolaboradores, 1995, J. Infect. Dis. 171: 1481; 

Granoff ycola.boradores,1998,J. ImmunoI:; 16.0: 5028-5036). Debido  

a que el poll-Æcido siÆlico. Os expresado abundantemente en el tejido 

fetal y del reciØn nacido, especialmente en; las molØculas de 

adhesion do cØlulas neurales ehcontradase.n el tejido cerebral, este 

20 mØtodo provoca serias preocupaciones sobre la seguridad. 

�Notoriamente, un sub-grupo de anticuerpos bactericidas producidos 

por N-Pr y otros derivados do NmB PS, se enlazaron especlficamente 

con bacterias y no con los tejidos dot huØsped, y no so fueron 

absorbidos por las matrices. do afinidad a NmB PS (Jennings y 

25 colaboradores, 1989, J. Immunol. 142: 3585; Pon y colaboradores, 

� . . 1.997, supra). Granoff y colaboradores inmunizaron ratones con N-Pr 

NmB PS conJugados.. con toxolde tetØnico, y prepararon un panel de 

� anticuerpos. . monoclonales.. (mAbs) anti-NPr NmB PS (Granoff y 

colaboradores, 1998, J... Imrnunoi, 160: 5028). Un �nümero do los 

30 anticuerpos monoclonales produjeron una aôtividad bactericida. 

rnediadapor el complemento in vitro, y confirieron prótecciOn pasiva 

contra Is bàctere.mia en un modelo de rata infantil. Los anticuerpos 

mOnoclonales protectores so subclasificaron en. cuatro difererites 

Ii 
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grupos de especificidad antigØnica fine, basÆndose.en là presencia 0 

ausencia .de reactividad cruzada con los NrnB. PS nativos, y en Is 

capacidad de. los ollgosacaridos N -Pr-MB .(grado promedio do 

polirnerizaóión [Dp] =3.8) pare inhibirel enlace del anti-N-Pr-NrnB 

5 PS .en Un EL.ISA. Los an.ticuerp.os monoclonales, represØntativos de 

cada uno de. los cu.atro grupos. de especi.ficida.d antigØnica fine, 

mostraron una auto-rØactividad minima o no detectable con el poll-

âcldo siØlico del huØsped, basÆndose en los estudios..de �citometrla. 

de � flujô  con la IlnØa celular humane � CHP-134 (Granoff y 

10 colaboradores, 1998, supra), quo expresa el poll-Æcido siÆllco do 

cadena larga, y en. I   irnunohlstol.ogla con tØjidô humano fetal. Los; 

anticuerpos monocloneles se enlazaron a� là superficie do bacterias 

encapsuladas vivas del Grupo 8, .pero no a. Un mutante deficiente 

capsular. No se definieron los epitopos do las bacterlas reconocidos 

15 porestos anticuerposm ono clonates anti -N-Pr NmB PS 

las desventajas d.e los La presente. invenciôn supera metodos V° 

do aaner,or pare iavuna.cioWTaT5porcionar 

mposicl  quo prod ucenuna 

Inmune,___ 

20 contra las cepas de Neisserla rneningtttdisdel Grupo B, mientras quo 

61 mismo tiempo no producen auto-an 

Tifi c atiyoco n 
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de un Æcido siÆlico o de un derivado de Æcido siÆlico, en donde el 

primer residuo estÆ N-acetilado y el segundo residuo comprende un 

grupo amina libre, el primer residuo comprende un grupo amIna libre 

y el segundo residuo estÆ N-acetilado, o los primero y segundo 

5 residuos comprenden grupos amine libres. 

En otra modalidad la invenciOn proporciona una composicion 

que comprende un derivado de polisacÆrido qua comprende una 

estructura representada por Ia fOrmula: 

10 

15 

en donde el derivado de polisacÆrido se conjuga con una proteina 

portadora o ademÆS comprende un residuo de Æcido siÆlico que tiene 

una aIquiIamina secundaria en un extremo no reductor del derivado 

20 de polisacÆrido. Los derivados de polisacÆrido en esta modalidad 

generalmente tienen una o mae estructuras colocadas dentro del 

poll me ro. 

En otra modalidad, la invenciOn proporciona una composiciOn 

qua comprende un derivado de polisacÆrido que comprende una 

25 estructura representada por la fOrmula: 

30 

saturacio, con ia conclicion cia que cuanclo menos uno cle X, Y, y L es 

H, cuando menos uno de X, Y, y Z es un grupo acilo saturado, en 



donde el derivado de polisacarldö estÆ opcionalmente conjugado.con 

una proteins portadora, . a adernÆs comprende un residuo de Æcldo 

siÆlico que .tiene .una aiquil-amina.. socundaria en un extremo. no, 

reductor delderivado do potisacârido.  Los derivados do poiisacªrido 

5.. en esta modalidad gerieratmente tienen. . una . o mils de esas 

�estructuras colocadas. dentro del poilmero. . 

En [as . modalidades retacionadas, la estructura do la 

compbsición inmediatamente anterior es tat quo, cuando dos de X, V, 

y Z.son grupos acilo, los grupos acilo son grupos acilo diferentes. En 

10 otras modalidades relacionadas la estructura de la composiciOn Os 

tat que., cuando menos uno de X, Y, y Z es un grupo acetilo, y 

cuando menos unö do X, Y, y Z es un grupo propionilo. En todavla 

otras modalidades relacionadas, la estru.ctura do la composiclón  Os: 

tat que, cuando X es H, V y Z son grupos aciIÔ diferentes; cuando X 

15 es ungrupo acito, YyIZson fracci ones. diferentes, y son 
ya 

sea H o 

un grupo acilo; y cuando X es un grupo acilo, V y Z son fracclones. 

diferentes, y son ��ya  sea H o un grupo ac!Io. En todavia otras 

modalidades relaclonadas, Is estructüra do la composictón  es tal. 

quo, cuando X es H, V y Z son grupos acilo difŁrentes seleccionados 

20 a partir do acetilo y proplonilo; cuando X es un grupo acetilo, V.y Z 

son fracciones diferentes, y son ya sea H ô  un grupo propionhlo;y 

cuandoX esungrupo propionilo, V .y Z.son fracciônes diferentes, y 

son ya sea   a un grupo ace.tUo. . 

En todavia otras modalidades retacionadas, el derivado de 

.25 polisacÆr.ido comprende un residuo de Æcido siÆ.Il:co amidado que 

tiene una alquil-arnlna s.ecundarla, que so produce en untØrmino no 

reductàr del derivado .de poliSacØrido. Entodavia otras modalidades 

relacibnadas., el derivado dc poiisacÆrido se conjuga a una proteins 

portadora. En otras . modalidades relaclonadas el derivado. do 

30 polisacØrido comprende un derivado do un residuo de Æcido .Siâlico 

quetiØne unafracciôn do lactonao una amina secundarla ciclica.En 

otras modalidades, ØI derivado do poflsacØrido es un cómpuesto 

heteropolirnØrico. . 

’’1 
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En otra modalidad, la invención proporciona una composiciOn 

que comprende un derivado de polisacÆrido que comprende una 

estructura representada por la formula: 

1 

en donde X e Y son independientemente un grupo de 

15 protecciOn de emma, o un grupo acilo saturado o insaturado, y en 

donde el derivado de polisacÆrido ademÆs comprende opcionalmente 

una protelna portadora conjugada con un residuo de Æcido siÆlico del 

derivado de poisacÆrido, u opcionalmente ademâs comprende un 

residuo de Æcido siÆlico amidado que tiene una aiquil-amina 

20 secundaria en un extremo no reductor del derivado de polisacÆrido. 

Los derivados de polisacÆrido generalmente tienen una o mªs de 

Østas estructuras colocadas dentro del poilmero. En las modalidades 

relacionadas, el grupo acilo es un grupo acilo saturado y acetilo o 

prop ion I 10. 

25 En las modalidades relacionadas, el derivado de polisacÆrido 

30 

comprende una estructura representada por la fOrmula: 

en donde X, Y, y Z son independientemente un grupo de protecciOn 
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tratamiento del derivado do polisacÆrfdo protegido bajo condiciones 

quo retiran 
el 

grupo do proteccio.n de amine para producir un 

derivado do polisacÆrido En otras modalidades relaclonadas, los 

mØ.todos ademÆs incluyen conjug.ar el de.rlvad.o de polisacÆrido 

protegido con una protelna portadora pars producir un derivado do 

polisacÆrido protegido conjugado, y tratar el derivado de polisacarido 

protegido conjugado bajo condiciones para retirar el grupo do 

protección de amina, de tat forma quo so produce un derivado 

conjugado de polIsacÆrldo. En otras modalidades relacionadas, los 

mØtodos ademÆs incluyen hacer reaccionar et derivado de 

potisacarido protegido con un reactivo do N-acil-amina pars producir 

un derivado do pollsacÆrido protegido amidado que tiene un residuo 

do Æcdo siÆlico amidado quo tiene una alquil-amina secundaria, y 

tratar el derivado do polisacÆrido protegido amidado bajo 

condiciones pars retirar at grupo do protección do amina, de tat 

forma. quo so produce un derivado do polisacÆrido que tiene un 

residuo do Æcido sialico amidado quo tiene una aiquit-amina 

secundaria. La invenciôn tamblØn contempia derivados de 

potisacaridos gene rados por medio de estos metodos 

La invenclOn tambiØn proporciona mØtodos para puclrun 
derivado de polisacÆrido (PS) mediante of cultivo de bactertas del 

Grupo Bde Neisseria meningitidis æmedio do cultivo que 

comprende N-acil-mano_mjnay__un-a 

amina, do tat forraqueet cuitwo propcIona Ia producción de un 
- - - 

Of de  protegido que.ti n god ri proteccio  

de amina y un grupo N-acilado En las modalidades relacionadas, Ia 

bacteria  en la produccion de poltsacânido do capsulas 

en ausencia do manosamina complementaria En las modalidades 

relacionadas, el mØtodo ademÆs Incluye conjugar of derivado de 

polisacârido protegido con una protelna portadora, para producir un 

derivado de poitsacarido protegido conjugado, y tratar at derivado de 

potisacØnido protegido conjugado bajo condiciones para retirar el 

grupo de protección do amina, con el fin de producir un derivado de 





� BREVE OESCRIPCIÔN  DE LOS DLBUJOS �. 

La figura I proporciona la estructura de NmB PS despuØs de la 

de-NacetiIaciôn dŁacue.rdo con la invención. R es H en la rnayoria 

de los residuos para . proporcionar una amine lIbre (0 un .grupo 

5 desacetilado). En uris peque.fla fracciôn..  do los . residuos en of 

� �producto de-N-aóetilado, R puedeser CH30=0 (un g.rupo ace.tlIo) "na 

representa un nüme.ro do residuos do: Æcido slÆlico en ell polimero, 

quo pueden tener al valor do an" en otras formulas descritas en la 

presente. . 

10 La figura 2 es: una table qua describe los anticuerpos SEAM� 

usados en los ejemplos para..facilitar la identificaciOn delo do los 

epitopos do un deriva.do do NmB. PS especificarnente enlazado. por 

meWo do los .anticuerpos bactericidas anti.-NmB PS, y no .por medlo 

do los anticuerpos qua reaccionan do forma crüzada con at po)i-Æcido 

15 siÆlico delhuŁsped. . 

La figure 3 proporcion.a la estructura do una fraccin do lactona 

formada ante eI:grupo carboxilo CI y of grupp. hidroxilo C9 del 

residuo anterior en of NmB PS, des.puØ�s del tratamiento con acido 

del NmB PS. : .. 

20 La figura 4 proporclona to .estructura do, un derivado do 

�polisacÆrido. quo tiene un grupo aldehido en of rŁsiduo terminal del 

extremo no reductor. . . 

La figure 5 es una tàbla que proporciona un resurnen de los 

resuttados do los eæsayos de inhibiciôn ELISA para determlnar la 

25 acUvidad. inhibidorà do varios derivados do NmB PS despüØs do 

enlazar los anticuerpos monoclonales SEAM a los N -Pr NmB PS. 

La figure 6 es. una tabla quo proporciona un resumen do los 

resultados do los eæsayos para determinar Ia actividad do varios 

derivados do NmB PS en la inhi.bición do la acti.vidad bactericide 

30 mediada por of complemento, do los anticuerpos monoçlonales  anti -

N -Pr. NmB PS, .m.edlda contra la cepa 8047 del. Grupo B de N. 

� men/n gitidis. � 

� La figura 7 es una graflc.a que muestra los datos do la 

11, 
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inhiblciôn .de  la actividad bactericide mediada por el comptemento, 

para el anticuerpo monoclonal SEAM 3, en ta presencia . de verbs 

derivados de’ NmB PS. . . 

La figura 8 muestra el espectro de .rnasas de los derivados de 

5 poUsacàrido..seleccionad.os  . y protegidos de la disociaciOn de la 

neuraminidasa par medlo del SEAM 3. .. 

La .figura 9 Cs una tabla qua resume las . macas observadas 

� para cada muŁstra y las mesas �teóricas de los bones 

correspondientes que son consistentes con las masas observadas.. 

10 Las figuras .10-19 proporcionan estructuras do los derivados de’ 

polisa:cÆrid.o de-N-acetilados identificados en la figure 9. 

� 

Las figuras 2022:proporcionan.astructuras de los derivados do 
� . NmB PS preparados e idontifi.cados en of Ejemplo 1. 

Las figuras 23-37. proporcionan estructuras de los derivados de. 

15 polisacÆrido de ä.cil-amina de-N-acetilados deja invenciOn. 

Lafigura 38 as una tabla qua resume los resultados.det enlace 

del anticuerpo monoclonal a los derivados de.: MBPS de dode.cil-

amina medidos por medio de ELISA de enlace directo. Los 

anticuerpos monoclonales SEAM-2, 3, 12., y 18 se dØscribØn en la 

20 Patents .de los Estados Unidos de. Norteamerica Nürnero US 

6,048,527. El. anticuerpo monoclonal SEAM 38 se describe en 

Granoffycolaborädores.,.1998, J. Immunol.  160:.6028. 

� . �Lafigura39 as una table que resume los resultados del enlace: 

del anticuerpo monoclonal a los conjugados de BSA-derivado de 

25 MBPS, mØdido por medlo de E.LISA do enlace directo. Los 

anticuerpos monoclonales SEAM-2, 3, 12. y. 18 se describen en la 

Patents de los. Estados Unidos de N.orteamerica Ntrnero 6,046,527. 

El. anticuerpo monoclonal SEAM 38 . so describe en Granoff y 
colaboradores, 1998, J Immunol. 180: 5028. � � 

30. Antes der qua Se describa ia presents Invención y las 

modalidades de ejempbo especlficas dela invenciOn, se debe 

� ehtOnder qua. esta invencin no estÆ limitada a las modatidades 

particulares descritas, pues par supuesto, Østas pueden variar. Debe 
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tamblØn entend.erse que Is terminologla usada an Is, presents, tiene 

el ’propósito de describir las modalidades particulares solamente, y 

no pretends ser limitante, puesto qua el alcance de Is presents 

Invenciôn�serª Iimitàdo solamentepor las reivindicaclones adjuntas. 

Cuando se �proporcione un intervalo de VaJores Se entiende 

que cada valor participante, at dØcimo de la unidad del limits mÆs 

bajo, a menos qua el contexto diets clarame.nte otra cosa, entre el 

ilmite superior elnferior de ese intervalo., yque cuaiquier.otro valor 

participants an el  intervalo m.encionado, estÆ abarcado dentrode Is 

invencióæ. Los lirnites superiores einferiores de los inte.rvatos rnâs 

pequeæos so pueden IflCIUi.r independientemente an log iætervalQs 

mÆs pequenos qua tamblØn se Incluyen an Is  In.vención, aujeto a 

cualquier limits es.peclficamente exciuldo del intervalo mencionado.. 

Cuando el. intervalo ind.icado incluya uno o ambóslEmites, tambiØnse 

incluyen an Is invención los intervalos qua excluyan a cualquiera.uno 

o ambos limites incluidos. 

A menos que.se definan. de otrarnanera todos los tØrminos 

tØcnicos y clentifIcos .usados an Is presents tienen e:l mismo 

sig.nificado comnmehte entendido. .por alguien. con e.xperiencia 

ordinaria an Is tØcnicaa Is cual perten.ece est.a invenciôn. Aunque an 

Is practica a prueba cIa Is .presente invenclØn tamblØn Se pueden 

emplear cualesquierÆ mØtodos y materiales sirnilares o equlvalentes 

a los descritos an. Is presents, ahora se describeæ los mØtodos y 

m.ateriales preferidos. Todas las publicaciones rnenôionadas  an Is 

presents se incorporan como referenda para divulger y describir los 

mØtodos y/o. materiales an reiaciôn con los cuales se citan las 

public a ci ones. . . . . 
Dabs obsØrvarse qua, como se use an Is presents y an las 

reivindleacionesadjuntas, las formas singulares "un""una" y "effla" 

incluyen referenclas at plural a menos qua el contexto claramente 

dicta !o contrario. Asi, por ejemplo Is referenda a "Un antlgenó" 

incluye una pluralidad esos antigenos, yla referenda a "eIpØptido" 

incluye Is referenda a uno 0 mÆs pØptidos y sus equivalentes 
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inmunogØnicos y producen anticuerpos que son reactivos con la 

cØpsula NmB pero son minimamente reactivos o reactivos de forma 

no detectable con los antigenos del poll-Acido siÆlico humanos Este 

planteamlento proporciona un mØtodo seguro y eficaz pars la 

S prevenclØn de la enfermedad causada por NmB AdemØs, debido a 

que el polisacÆrldo capsular de KI de E colt es qulmica a 

inmuno)ogicamonte identico a aquel de NmB, Ia invenclôn tarnbiØn 

as aplicable a la producciôn de derivados de polisacØrido para 

usarse en La prevención de enfermedades provocadas por K1 de 

10 E coil 

EF epitopo de polisacÆrido NmB de-N-acetilado Se identificó 

usando un panel de los mABs (anticuerpos monoclonales) de 

polisacØrido anti -N -Pr NmB de murino desritos por Granoff y 

colaboradores, 1998, J Immunol 160 5028 (Anti -N -Pr NmB PS 

15 mAbs), y an las Patentes de los Estados Unidos de NorteamØrica 

Numeros US 6,048,527 (Anti-NmB antibodies), y US 6,350,449 (Anti-

NmB antibodies) Estos anticuerpos monoclonales (denominados 

posteriormente en la presente como anticuerpos monoclonales 

"SEAM") se usaron para purificar los derivados de polisacØrido NmB 

20 La lnvenclón presenta de esta manera epitopos de polisacarido 

N-acettlados, y formulaciones de aquellos apropiados pars la 

administraciOn a un huŁsped con elfin de producir una respuesta de 

anticuerpo anti-poIsacªrido NmB AdemÆs, debido a qua el 

polisacarido capsular de KI de E colt tiene la misma estructura que 

25 at polisacØrido capsular del N mernngitidis, Ia Invenciôn tambiØn 

proporciona los epitopos de polisacarido de-N-acetilados, y las 

formulaclones de aquØllos adecuados para la administraciôn a un 

huØsped, con at fin de producir una respuesta de anticuerpos anti-

polisacÆrido KI de E colt 

30 La invencion tambtØn incluye conjugados de compuestos qua 

contienen epitopos de polisacÆridos de-Nacet;lados en 

composiciones antigØnicas adecuadas para administrarse a un 

huØsped 
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La invenciOn tamblØn incluye composiciones que comprenden 

un derivado de poli-Æcldo siÆtico de-N-acetilado de la invención, 

como una unidad monomØrica o una unidad polimerica (par ejemplo 

dos a mØs residuos, cuyo poll-acido siâlico puede proporcionarse en 

5 las composiciones coma una estructura homopolimØrica o 

heteropolimØrica) de la composiciôn.  La-.composición  puede 

comprender residuos adicionales unidos en el tØrmino no reductor, 

en el tØrmino reductor, o tanto at tØrmino no reductor como reductor 

de un poll-Æcido siâlico de-Nacetilado de Ia invención. 

10 La invenciôn tamblØn proporciona mØtodos para hacer, el 

polisacÆrido de-N-acetilado, los cuales comprenden poner en 

contacto un polisacªrido  deN-acetiIado con un agente acilante, tal 

como anhidrido de acilo, bajo condiciortes tales que los residuos N-

acilados del derivado de polisacÆrido de-N-acetilado representen 

15 menos del 90 por ciento, menos del 85 par ciento, menos del 84 por 

ciento, menos del 80 par ciento, menos del 75 par ciento, menos del 

70 por ciento, menos del 60 par ciento, o menos del 55 por ciento o 

menos del 50 por ciento de los residuos totales del compuesto (por 

ejemplo, cuando los residuos totales en el compuesto son 

2() generalmente cuando menos de aproximadamente 10 a.20 residuos) 

y los residuos de-N-acetilados (residuos con aminas libres) son 

cuando menos el 10 por ciento, cuando menos el 15 par ciento, 

cuando menos el 16 par ciento, cuando menos el 20 par ciento, 

cuando menos of, 25 por ciento, cuando menos el 30 par ciento, 

25 cuando menos ci 40 par ciento, cuando menos el 45 por ciento, o 

cuando menos el 50 por ciento de los residuos totales en el 

compuesto (por ejemplo, cuando los residuos totales en el 

compuesto son generalmente de cuando menos aproximadamente 10 

a 20 residuos). En este aspecto, Ia invenciôn proporciona ’la ventaja 

30 de controtar el nivel de acitaciôn del producto final, pare 

proporcionar un derivado de polisacÆrido de-N-acetilado que tiene el 

nivel deseado de acilación. 

La invenciOn ademªs proporciona mØtodos para producir el 
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polisacÆrido de-Nacetilado, los cuales consisten �. en poner en 

contacto of polisacÆrido deN-acetilado con una mezcla do agents 
� .. acilante y �reactivo de protecciOh do arnina. En este aspecto,  la 

invención..proporciona  Is ventaja de próteger elgrupo amino C-5 do 

� 5 reacciones secundarias. .indeseables que . se. presenten durante Ia 

preparacicn de los d.erivados de cônjugado de p.olisacÆrido, y so 

retiran fÆ.cilmente del producto final, para proporci.onar un derivado 

do polisacarido de-N-acetilado quo tiene un nivel deseado de 

acilación.  
10 ’La � invenciôn Ædemàs proporciona mØtOdo.s . para prodücir of 

poiisacÆrldd.de-N-acetilado por medlo do biosintesis on una .cepa do 

� NmB ai s.uplernentar los medios äØ cultivo con una mezcla do una 

manosamina protegida con amlna (por ejemplo N-trihaioacetll-D-

manosamina) . y N-aoetiID-manosamina �. En este Æspecto, la 

15 in.vención proporciona  Is, .ventaja do producir eflclenternente el 

polisacrldo con el grupo amino C-5protegido de las. reacciones 

secundarias indeseables quo se presentan durante Ia preparacion.de 

derivados de conjugado de polisacÆrido, y se retira fÆcilrnente del 

� � producto final, para proporcionar.el derivad.o de polisacÆrldo. do -N-

20 acetilado que tiene of nivel desea.do de acilaciön. � 

La invención proporciona adernâs mØtodos . para produôir  una 

� respuesta do anticuerpo anti-polisacârido . NmB en Un huØsp.ed, 

medianto Is administraciôn  do una 0 mâs dosis inmuno.gØnicas del 

� poiisacarido a c.onjugado do NmB de-N-acetflado (tamblØn referido 

.25 en Is. presente como "conjugado PS"). Las admi.nlstraciones son 

efectivas para: prod uclr una respuesta do änticuerpo  anti -polls acÆrido 

capsular NmB, con una:producciOn do auto-anticuerpo del huØsped 

insignificante o indetectable. � . � � � 

La irivención  ademØs próporciona mØtodos para .. ideritificar 

� 30 epltopos do pofl-Æcido slØRco quo producenluna respüesta  Inmune, 

� por ejemplo quo protege contra un patOgono bacteriano, talcomo 

� NmB a KI de E,coIi, pero no anticuerpos anti-PSA quo son rectivos 

� con los antigenos do PSA normates del huesped, los cuales 

12-
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iflVeflCiOfl. . . . . . . 

"Derivado de PS" como se usa en Ia presente, se refiere a un 

polisacªrido . (P$) módiflcado, . generalmente modificado 

qulmicamente, en. particular un pollsacÆrido del Grupo B de Neisser!a 

S mehingitidis, 0 de KI.. deEscherichia coil, Siendo de particular interØs 

los derlvados de pOIlSäOÆridO que tienen Una amina libre (es decir, 

una amino prirnaria) en tugar de uno a mÆs grupos N-acetilo.. En 

general, los derivados; de polisacÆrido no incluyen gangliOsldos ° 

derlvados de gangliosidos. . . . . . . 

10 .."El derivado de PS de-N-acetilado" corno se usa en Is presentØ, 

se refiere a un derivado de pollsacarido que tiene uno 0 mÆs 

residuos de-N-acetilados, por ejemplo uriao mªs arnlnas libres en Is 

poslcion 0-5 de uno o rnªs residuos del derivado de polisacÆrido. El 

tØrmino "derivado de PSde-N-acetil.ado" no se pretends que implique 

15 que los derivados dØ. PS de-N-acetilados se. limiten a los derivados 

de polisacarldo generados par unproceso .que involucre retirar un 

grupo acetllo de una molØcula de polis.acÆrido, Sino contrØriamente, 

a menos que so indique especlficamente otra case, se pretends que 

implique aloe derivados de PS de-N-acetif.ados’generados.por rnedio 

20 de: cualquier mØtodo adecuado (por ejemplo por media de tin mØtodo 

biosintØtico on elcual las aminas libres se generan en un derivado 

de PS de-N-acetil.ado por media del retire do ungrupo de proteccion 

de trihaloacilo Incorporado en Is molØculade polisacÆrido.dura.nte Is 

biosintesis del �polisacarldo). Ademâs el "residuo de-N-acetilado".se 

25 usa en Is presente en el contexto .de un derivado de po!Isacrido 

pars rØferirse a un residuo de .Æcido siÆlico on Is molecule que tiŁne, 

en lugar de un grupoacetilo nativo, una 
emma 

pr!maria. 

"Amino libre" . y. "amino prirnaria" se usan do forma 

intercambiable pars referirse a un grup.o NI-12, comô por ejemplo 

30 RNH2, en donde"R" es un residuo de ÆcidosiÆllôo de un derivado de 

polisacØridode Is invenciOn. . . 

"Conjugado- PS" coma se usa aqul se refiere a un conjugado 

de un portador molecular (talcomo proteIna portadora) y unpolimero 
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�tieneuna mayor i.rrmunogenicidad on re.laciôri con, et poli.sacÆ:rido de-

N-acetilado no conjugado 

5 El tØrmino "inmunidad protectora" significa quo un esquema de 

vacunaciOn o inmunizacion qua se adminstra a un mamifero induce 

una respuesta inmune 
que previene, 

retarda el desarrolto, o reduce 

la severidad de una enfermedad qua es causada por un patogeno 

(por, ejemplo Neisseria meningitidis), o disminuye o elimina por 

10 completo los sintomas de la enfermedad En este caso do N 

meningitidis, la inmunidad protectora puede predecirse basØndose en 

la capacidad del anticuerpo sØrico para. activar la actividad 

bactericda mecliada por at complemento (Gotdschneider 19691 J 

Exp. Med. 129 1307-26) a conferir protecclón pasiva contra (a 

15 bacteremia meningocOcica en un modelo do estimulo de animal 

adecuado (por ejemplo at modelo de rata infantil (Welsch y 

colaboradores, 2003 J Infect Dis 188 1730)) 

La frase "una enfermedad provocada par una cepa del Grupo B 

de Neisseria meningitidis" incluye cualquter sintoma cllnico o 

20 combinaciOn de sintomas clinicos qua estÆn presentes en una 

infecciOn con un miembro del Grupo B do Neisseria meningitidis 

Esos sintomas incluyen, pero no so limitan a Ia colonizacion del 

tracto respiratorio superior (par ejemplo mucosa de la nasofaringeo y 

leis: amlgdalas), por media de una cepa patOgena del Grupo B do 

25 Noisseria meningitidis, penetraciôn do las bacterias en la mucosa y 

en at lect’o vascular submucoso, septicemia, choque septico, 

inflamación, lestories hemorrÆgicas en Ia piel, activacion do 

fibrinOlisis y do la coagulación sanguinea, disfunción organica tal 

como falla renal, pulmonar, y cardiaca, hemorraga adrenal e infarto 

30 muscular, fugas capilares, edema, isquemia de los miembros 

perifØricos, sindrome do insuficiencia respiratoria, pericarditis y 

meningitis 

La frase "enlazado especificamente a un anticuerpo" 
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cØlulas-B en (as protelnas, los. polisacÆridos, u otrOs biopoUmeros, 

se pueden componer de fracciones de diversas partes de (a 

macromolØcula quo han sido reunidas por medlo de plegado. Los 

epitopos de esta clasp se refieren como epitopos conformacionates o 

5 dis.continuos, puesto quo el sitlo se compone de los segmentos de 

polimero que son discontinuos en la secuencla lineal pero continuos 

en Is conformación plegada. Los epitopos quo so componen �de 

segmentos individuales de los biopollrneros o de otras molØculas so 

Ilaman epitopos continuos o lineales. Los epitopos. de cØluias-T so 

10 restringen generalmente a los pØptidos lineales Los anticuerpos que 

reconoceri al mismo epftopo se pueden identificar en un 

inrnunoensayo simple quo muestra Ia capacidad do �un anticuerpo 

pars bloquear el enlace de otro anticuerpo a un antigeno objetivo 
uSerogrupoI o "Grupo" como so usa en Is presente, so refiere a 

15 Is clasificacion do Neissena meningitidis en virtud de las variaciones 

Inmunológicarnente  detectabtes en el polisacÆrido capsular. 

Aproximadamente so conocen 12 serogrupos: A, B, C, X, Y, Z, 29E, 

W-135, Hj, I, K, y L.  Cualquier serogrupo puede incluir multiples 

serotipos y mültiplesserosubtipos. 

20 "Serotipo" como so usa en Is presente, se rofiere a la 

clasificaciOn de cepas do Neisseria meningitidis con base en las 

diferencias antigenicas definidas por el anticuerpo monoclonal en la 

proteins de Is membrana exterior Porina B. tin ünico serotipo puede 

encontrarse en multiples serogrupos y multiples serosubtipos. 

25 "Serósubtipo" como so usa en Is presente, so refiere a (a 

clasiflcaciOn de cepas do Neisseria meningitidis con base en las 

variaciones antigØnicas definidas por of anticuerpo sabre una 

- protelna do Is membrana exterior. Ilamada Porina A, o despuØs de Is 

tipif.i.caciOn VR de las secuencias do aminoÆcidos de.ducidas de Is 

30 secuenciaciOn del ADN (Sacchi y colaboradores., 2000, J, Infect. Dis. 

182: 1169; ver tambiØn of sitio de Internet Multi Locus Sequence 

Typing). La mayor variabflidad entre las proteinas PorA ocurre en 

dos (lazos 1 y IV) do ocho lazos supuestos expuestos 
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� superficialmente. Los lazos. variables I y IV han .sido designados. 

.com.o VRI y VR2, . respectivamonte. Un serosubtipo ctnico puede 

encon.trarSe en multiples serog.rupos y multiples serotipos. 

"Aislad.o" signifies quo un compuesto estÆ separado de todos. 0 

5 de lalgUnôs de  Jos. componentes que lo acOrnpaæän en Ia nat.uraleza, 

� "AisIadot puede tamblØn referirse al- estado do un compuesto 

separado � do todos o. de algunos do los componehtes que lo 

acompanan durante Ia fabrlcaciOn (por ejemplo, laslntesls.qulrnica). 

"Purificado" significa quo Un. compuØsto de interØs so ha.. 

10 � separado do los.cornponentes quo to acompaflan en Ia naturaleza. 

."Purlficado" puede tamblØn � util.izarse pars referirse a un compuesto 

� do interØs .separado de los componentes que pueden. acompaf%arlo 

durante la. fabricactAn (por ejemplo en la sintesis qulmica). 

T1.picamente, un. compuesto es substancialmen.te puro cuando estÆ 

15 por 10 menos el -50 por clentóal 6.0 pot ciento.en peso, Ubre do las 

molØculas orgÆnlcas con las cualeS estØ asociado naturalmente, a 

con las cuÆles estØ asociado durante Ia fabricaciÔn. GeneralmØnte, 

Is preparaoión consists por lo m,enos en. el 75 por ciento, 

prefer! biemente par 10 menos el 90.porciento, y mÆs preferiblemente 

20 por 10 menos el 99 par ciento en peso, del compuesto do inters. Un 

compuesto substancialmØnte puro se puede obtener, por ejemplo,. 

por la extracciOn do una fuente natural (por ejemplo, . bacterias),.. 

sintetizando qulmicamente un compuesto, o mediante una 
� . comblnaciön de Ia modIficaclØn quirnica. y . Ia :purifiCaciOfl. Un 

� 25 compuesto substancialmente puro so puede tambiØn obtener, por 

� ejemplo, enriqueciendo. una muestra quo tenga un compuesto quo so 

enlace a un antiGuerpô del InterØs; La pureza se puede medir 

� mediante cualquier mØtodo apropiado, porejemplo cromatografla, 

espoctroscopla de masas, anUsis de HPLC, etc. . � . . 

30 . . "Enriquecido" significa que una sustancia (por: ejemplo, 

anticuerpo 0 antlgeno) en una composicl:On, Os manipulada por un 
� 

S expertó o un medico,. de modo . quo estØ presente en por lo menos 
� � una concentraciôn tres veces mayor on relaciôn  al peso total, 
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.preferiblem�ent�e .por to menos una.concentrac.iOn do diez veces 

mayor, preferiblemente par to menos una. concentrac.iôn. de clan 

veces mayor, 
y 

muy preferiblemente por to menos una concentraciOn 

100.0 veces mayor qua Ia concentraciOn de. esó  antigeno en lacepa 

5 do lacual so obtuvo Ia .composlciôn del antigeno. ASI, por ejemplo, at 

iaconcentraciôn deun antigeno particular es dc 1 microgramo por 

gramo de Ia prØparación bacterlana total. (0 do Ia protelna bacteriana 

total), una preparaciôn enriquecida contendria par to menos. 3 

miorograrnos por gramo de Ia preparaclOn bacteriana total. (a do La 

10 bacteriana total). . . 

El tØrmino "inmunolôgicamente timpio con raspecto a un 

derIvado do polisacØrido ’ denote :Ufl individuó (par ejemplo, un 

marnifero, tat coma un paciente humano) qua no so haya expuesto al. 

derivado do poflsàcÆrido do Ia invenciOn;ya Isea solo a en el 

15 contexto do unamolØcula mAs grande; en suficientes cantidades 

para causer una respuesta inmune (par ejemplo, para of estfmulo). Si 

han expuesto al individuo a una vacuna conjugada del potisacªrido 

(en u.na o. mØs d.osis), at Indivlduo tlØne una propensión pare la 

produ.cciOn de anticuerpos protectores 
y 

anticuerpos auto-reactivos . .. 

20 . (por. . ejemplo, una vacuna conjugada del polisacÆrido tiene una 

propensión a desarrottar una mezcla de anticuerpos protectores 
y 

auto-reactivos).. . . . .. . 

Un sujeto "estImulado se refiere a un sujeto qua he sido 

expuesto (par ejemplo, pormedlo do Ia administracton) aün antIgeno 

25 (por. ejemplo unpolisacàrido de-N-acetilado do Ia invención) en una 

cantidad suficiente pare producir una respuestainrnure que,despues 

de Ia subsecuenteexposlción at mlsmooaunsegundo antlgeflo(por 

ejemplo un conjugado depolisacØrido), proporcionauna respuesta 

inmune do protecciOn, cuya respuesta no tiene auto-anticuerpos 

30 impor.tantes (por ejemplo clinicamente relevan.tes) o dØtectables. 

Con "respuesta de anticuerpo clfnióaæiente irrelevante" se 

quiere decirque:ta producciOfl do tosauto-anticUarposse reduce en 

cuando mØnos 25 par ciento, cando menos 40 por ciento, cuando 



menos 50 por ciento, cuando menos 60 por ciento, cuando menos 75 

por ciento, cuando menos 80 por ciento o mÆs, usando los mØtodos 

do Is invención, en comparaclØn con Is producciôn do auto-

anticuerpos despuØ�s do Is inmunizaciOn del sujeto natural con una 

5 vacuna do polisacÆrido convencional (por ejemplo una vacuna de 

conjugado do polisacarido, tat como se describe en Is Patents do los 

Estados Unidos do NorteamOrica Nimero US 4,727,136 (N-Pr-NmB 

conjugate vaccine)). 

"Excipiente farrnacØuticamente aceptable" como se usa en Is 

10 presente, so rofiere a cualquier sustancla adecuada que proporcione 

un vehiculo farmacØuticamente aceptabte pars Is administración de 

uno o varios compuesto(s) do interØs a un �sujeto. "Excipiente 

farmaceuticamerite aceptablo" puede incluir sustaricias referidas 

como diluyentes farmacØuticamente aceptables, aditivos 

15 farmacØuticamente aceptables, y portadores farmacØuttcamente 

ace ptables. 

DERIVADOS V CONJUGADOS DEL POLISACARIDO 

Como so observa antes, Is invenciôn so bass en el 

20 descubrimiento de quo el epitopo minimo reconocido por los 

anticuerpos monoclonales capsulares bactericidas anti-NmB Grupo B 

no auto-reactivos, es un dImero do los residuos do Æcldo slØlico 0 

derivado do Æcido siÆlico, en donde el dimero contiene cuando 

menos tin reslduo de Æctdo slalico de-N-acetilado adyacente a un 

25 residuo do Æcido slØlico N-acilado (par ejemplo, acetilado 0 

propionilado),o un residuo de derivado de âcido siÆlico. Este epitopo 

dimØrico puede estar colocaclo dentro do un derivado do potisacarido 

de-N-acetitado en et extremo reductor, el extremo no reductor, o 

dentro del interior del compuesto (por ejemplo, a 1, 2, 3, 4, 5, 10 6 

30 mÆs residuos del extremo rØductor 0 del extremo no reductor dot 

compuesto) El epitopo dimØrico puede estar presente como una a 

mas unidades dimericas dentro de un derivado do polisacarido de-N-

acetilado (par ejemplo como unidades ropetidas dimØricas 

32) 
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consecutivas o no coriseoutivas), a puede ester presents dentro de 

otras unida des, presentes on el derivado de polisacÆrido de-N-

acetilado, por ejemplo dentro de una unidad trimØrica, quo puede 

ester presents en forma de unidades repetidas consecutivas o no 

consecutivas) Las molecules do ejemplo dentro del alcance do la 

invenciôn Se describen en las figures 10-19,. 20-22, y 23-37. 

Los derivados do polisacaridos de-N-acet,Iados de Is invenciOn, 

y utiles on lo  mØtodos do la invención, generalmente incluyen 

cuando menos un epltopo dimØrico, quo puede ester presents en un 

polisacarido completamente de-N-acetUado a un polisacarido cuando 

menos parcialmente de-N-acetilado, y pueden ester presentes en una 

molØcula homopolimØrica a heteropolimerica Por ejemplo, un 

derivado de polisacØrido do La Invenclón puede contener una o mØs 

estructuras tal coma se describen mØs adetante (ver, par ejempto, 

las formulas I-Vil que se encuentran mØs adelante) Los derivados de 

pol,sacªndo pueden contener 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 

15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 a mØs residuos 

de Æcido siÆlico a derivados delos mismos,y pueden toner un grado 

do polimerizaciOn (Dp) do aproximadamente 2 a aproximadamente 

60, de aproximadamente fO a aproximadamente 50, de 

aproximadamente 30 a aproximadamente 50, de aproximadamente 10 

a 20, o de aproximadamente 12 a aproximadamente 18, stendo un Dp 

de aproximadamente 2 a aproxifliadamente 10 de un interes 

particular. Los derivados del polisacÆrtdos de tamafo mas pequeæo, 

pueden comprender otras modificaciones (por ejemplo, conjugaciOn a 

un portador, lipidacion, y similares) pars proporcionar las molØculas 

del tamatSo y/o de la inmunogeniciclad convenientes Los derivados 

del polisacarido de Is invenciOn pueden comprender ademas 3, 4 5, 

6, 7 8, 96 10 ó mas residuos de-N-acetilados adyacentes, on donde, 

en algunas modalidades, particularmente cuando el derivado de 

polisacØrido eats compuesto sOlo do residuos N-acetilados y de-N-

acetilados ya no se modifica adicionalmente (por ejemplo, par medio 

do conjugacion a un portador o medlante la modificaciOn do un 
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residuo de ªcido siÆlico en at extrerno reductor para que contenga 

una aiquil-amina secundaria.), los residuos de-N-acetilados del 

derivado de polisacÆrido pueden ser 30 por ciento 0 menos de los 

residuos totales de la molØcula, y los residuos N-acetitados pueden 

ser aproximadamentØ. 70 por ciento o mÆs de los residuos totales de 

Pa molØcula. 

Los derivados de polisacarido de-N-acetilados de la invenciôn, 

cuando se administran a un sujeto, promueven Pa produccion de 

anticuerpos .que se enlazan a una bacteria (por ejemplo, una 

respuesta anti-NmB a anti -K1 de E co/i) Esos anticuerpos, que 

pueden ser bactericidas en el caso de los anticuerpos anti-NmB o 

anti-KI de E. coil, no son auto-reactivos de manera si.g.nificativa o 

detectable con el poll-Æcido siÆlico del sujeto (per ejemplo, el poll-

Æcido siällco humano). 

En general, los derivados de polisacÆridos do-N-acetllados de 

la invenciOn son cuando menos parcialmente de-N-acetilados, de tal 

forma que los derivados de potisacØridos son compuestos 

zwitteriônicoscompuestos de residuos potisacàridos o sus derivados, 

y contienen uno o mÆ.s dimeros y/o uno o mas trimeros, qua 

presentan una apitopo coma se describe anteriormente Los 

derivados de polisacridos . de-N-acetilados en general contienen 

cuando menos un epitopo dimØrico, en donde el epitopo dimØrico se 

caracteriza porque tiene (1) primero y segundo residuos de-N-

acetilados; (2) un primer residuo N-acilado, y un segundo residue do-

N-acilado adyacente (esto as, un residuo que tiene un grupo amina 

libre), enclonde at residue N-acilado no as un grupo N-propionilo (N -

Pr), o (3) un primer residuo de-N-acifado (esto as, un residuo que 

tiene un grupo emma libre), y un segundo residuo N-acila.do 

adyacente. En ciertas modalidades at resid.uo N-acilado comprende 

un grupo acilo insaturado, en otras modalidades, at residuo N-acilado 

no contiene un grupo N-proplonilo (N-Pr) (esto es, el residuo .de 

Æcido siÆlico en at dimero no estâ N-propionhlado). 

Como se usa en la presents, un "grupo acilo" incluye un grupo 

,34 
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acilol saturado. O insaturado, usuatrnente.:un .grupo, a.cilode 2 a.18 

atomos de carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2:a 16 

Ætomos de.carbono saturado o insaturado,u.n grupo acilo de 2 a 12 

atomos de carbono saturado a Insaturado, un grupo acilo de 2 a 10 

5 atorno.s.de carbono saturado o insaturado un grupo acilo de 2. a 8. 

Ætórnos de carbono saturado o insaturado, un. grupo acilo de 2 a .8 

itomos de carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2 a 4 

âtomos.de carbono�saturado o in?aturado, a un grupo acilo de 2a 

Ætomos de carb.ono saturado. Un grupo acilo saturado, comb se 

10 utiiiza en la presents, se refiere a un car:bonhlo unido. .a un.grupo. 

aiquilo saturado; urt..grupo. acilo Insaturado coma se usa on. la, 

presents, pretende .rŁferirse a un carbonHo u.nido a un grupo aiquilo 

insaturado. En algunas modalidades, los grupos ado. insatUrados 

son de interØs.en particular. Los residuos deldfmero pueden ser un 

15 Æc.idó siÆlico o un derivado de äcido siÆllco, tal:como. unaiactona. 0. 

un ÆcldosiÆlico d1cIico . . . . . 

Deacuerd.o con to anterior, los derivados de polisa�cÆrido de la 

invenclOn : côntlenen unio o mâs residuos de-N-acetilados de una 

�fracción de Æcido siÆtico o sus derivados (porejemplo, una lactona, 

� 20 un âcido siÆllco ciclico, y similares), cuyos residuos de-N-acetllados 

pue.den estar . coloôados dentro del derivado, de ..potisacÆrido en ci 

extremo reductor. el �extre.mo no reductor, o dentro del interior del 

derivado de polisacÆrid.o (esto es, entre los extremos reductores 
y 

no. 

reductores),.siendo los derivados de. polisacÆnidoque tienen residuos 

25 N-acetilados en et extremo reductordeun interØs particuIat 

Los derivados de potlsacÆnidode-Nacetilados de la, invención 

pueden ser provistos como una estructura que presenta un solo 

epltopo.dimerico, o una unidad poilmØrica quo presenta dos o mÆs 

epltópos  dimØnicos Los derivados de pousacªrido  de-N-acetitados 

30 pueden ser. estructuras homopolimØnicas ó heteropollrnricas, las 

cuales pueden estar compuestas de una o mÆs de las estructuras 

qua se encuentran mÆs ade.lante, asi como, en alguhas modatidades, 

los residuos de Æcido siÆlico de-N-acetilados 0 N-acetilados 

I . . . . 
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adiconales. Cuando una fOrmula so provea mÆs adelante con una 

referenda a "n" unidades (por ejemplo, unidades de una estructura 

dimØrica o trimØrica), el derivado do polisacÆrido puede conterter un 

mültipio do esas "fl" unidades. Por ejemplo, un derivado de 

5 polisacØrido de Ia invenciOn puede coritener 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 

o mÆs unidades consecutivas o no consecutivas de una estructura 

dimØrica o trimØrica, en donde "n" so refiere al nümero de 

estructuras dimØricas o trimfricas consecutivas dentro cada unidad. 

Esas unidades dimØricas y trimØricas pueden separarse por medlo de 

10 residuos siÆlicos. 

Los derivados de polisacÆridos de la invenciOn pueden ademÆs 

contener fracciones adicionales unidas al residuo de Æcido siÆlico o 

su derivado en el tØrmino no reductor, en ci tØrmino reductor, 0 tanto 

en el tØrmino no reductor como reductor del polimero de 

15 polisacÆrido. 

En una modalidad los derivados do polisacÆrido do-N-

acetilados de la invenciôn incluyen aquellos que comprenden una 

estructura representada por la fOrmula: 

ME 

25 

30 

en donde: 

X e V son independientemente H, un grupo de protecciOn de 

3’; 
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En una modatidad de interØs, X on ta formula I es un grupo 

� . acilo saturado, e V esH o un grupo do protØccion de amina En una 

modalidad do interØs particular, X en la fOrmula I es un grupoacetilo, 

e V es H o un grupo de. protección do am.ina (por ejemplo, un .grupo 

5 trihaloacilo (por ejemplo, un grupo trihaloacetilo)). En otra modalidad 

de interOs,X en la formula I. Os un grupo acilo saturado ö V es H;  ’o 

X es un grupo .acetllo,.e V es H. . 

Cuando X o V. son grupos do protecciön de amino (por ejemplo, 

� . un grupo trihaloacflo), estos derivados de poiisacÆrido so refieren 

10 aqul como "derivados de potisacØrido protegidos"., en donde el grupo 

de prOtecciOn do amina actia para. impedir, quo: of grupo amina sufra 

una reaccion durante to posterior modiflcaciOn del derivado de 

polisacØrido protegldo,por ejemplo conjugaciOn do lamolØcula a un 

portador . (por ejempto, una protelna portadorà), adiclOn .de .una 

15 fracciOn Ilpida (por ejemploadlciOn do una acil-amina en un extremo 

no reductor dot derivacto do polisacØrido protegido), y simitares. El 

grupo do proteccion de amino puede subsecuentemente modificarse 

para proporcioæar una amino libre on 
el 

residuo. Los derivados do 

polisacØrido protegidos en general son ejemptificados por las 

20 estructuras descrltas en la presente, cuando un grupo de protecciOn 

de amino estØ presente en una posiciOn variable on lugar, de un 

hidrOgeno. Estd es, cuando podria desearse un hidrOgeno en un 

derivado do polisacÆrido para proporcionar una amino libre, los 

derivados do ....olisacØrido protegidos contienen un grupo de 

25 protecciOn de amina ’en ese residuo en vez del hidróg.eno do la amina.. 

libre. . .. . . . . 

Como se usa en la.  presente, "grupo, deprotección do amina" se 

refiere 
a. 

un radical o grupo de Ætomos quo estØ unido a un Ætomo de 

nttrOg.eno de amino de una molØcula para impedir quo of Atomo do 

30 nitrOgeno participe on reacciones queocurran en otras fraccJones do 

la motØcula. El tØrmino "protegido COfl amina" . denota la 

caracteristica estructural de una molØcula quo ccntlene un Ætomo do: 

nitrOgeno de amina,. por medio del cuat se evita quo of :âtomo do 

.. . . . . . 
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nitrogeno participe an reacciones que ocurran en.. otras1racionesde 

la rnôlØcua. 

Los grupos de.p.rotecciOn ;de.amIfla ejemplares para usarse an 

Ia .invencióri inciuyen pero no se limitan necesariameæte. a, 

5 . carbamatas, amidas, Naiquii- 
y 

Naril-amLnas, derlvado:s dØ Imina,. 

derivados de enamina, �N-sulforiilos, y,similares. Otros grupos de 

protecclon de amina ejemplares inclu.yen, pero no so limitari 

necesariamente a: tipos do acUo tales como forniilo,trifluoroacetilo, 

ftalilô, 
y 

p-toluensulfonilo; tipos .de .carb.amato aromÆtico, tales como 

10 benc!loxicarbonilo (Cbz) 
y 

benciloxi-cärbonilos . sustituidos, 1-(p.-

bifenil)-1-.metiletoxicarboiillo, 
y 

9-fluorenii-rnetUoxi-carbonilo (Fmoc); 

tipos de carbamatos alifÆticos tales como terbutiloxi-carbonilo .(tfloc), 

etoxi-carbonilo,. di-isópropil-metoxi-carbonilo, y aliloxi-carbonilo; 

S. . 

tipos do carbamatos do aiquilo ciclicos, tales como ciclopentiloxi 

15 carboniloy adamantiloxi-carbonilo; tipos de. aiquilo tales coma 

trifenilmŁtilo y bencilà; trialquilsilano. tales -coma trimetilsilano; y 

tipos quo coritien an. tiol tales como feniltlocarbonilo.y ditlosuccinoilo. 

Los grupos do protecciOn do amina y los grupos amina protegdos 

son descritos., par ejeræ plo1 por C. B. Reese ::y E. Haslam, "Protective 

20 Groups in Organic Chemistry," J.. G. W. McOmle, Ed., Plenum Press, 

Nueva York, N. V., 1973. Capltulos 3 
y 

4, respectivamente, y,1, W. 

Greene y P. G. M.. Wuts, ’Protective Groups in Organic Synthesis," 

segunda EdiciOn, John Wiley & Sons, Nueva York, N.  Y., 1991, 

:Capitutos2yS. . .. . . . . 

25 
: 

Otros grupos do protecciön do amina ejernplares de ln:terØs 

:. particular in.cluyen grupos trihaloacilo, tales como trihaloacØtilo 
y � . . 

trihalopropionilo (por . ejemplo, .. tricloroace:tiio, trifluoroacetilo, 

tricloropropionilo, trifluoropropioniio), y sirnilares, siendo de interØs 

losgrupos trihaloac;etllo. 

30 . En . una modalidad do interØs particular, el derivado do 

poJisacrido quo presen-ta una estructura de Ia. fOrmula I, so conjuga 

a un portadór, par ejemplo por media de una union covalente a 

travOs de una cetona C2 un aldehido C6, un aldehido.C7, o un. 



aldehido Ca, como so describe mâs adelante (par ejemplo, una 

protelna portadorØ C2-NH a una proteina portadora 06-NH), en 

donde el portador pu.ede estar presente ya sea on 
el 

extremo 

reductOr o no .reductoro ambos (por ejemplo.por medlo do un enlace 

5 a un reslduo en :el oxtrernoreductordel derivado a un reslduo en el 

extremo no reductor del derivado, a ambos). En otra modaildad do 

interØs particular, el derivado de .polisacÆrido comprende cuando 

menos un dimero do :Ia fOrmula 1, 
y presenta, en el extremo no 

reductor, un reslduo do Æcido siÆ.U�co N-acilado a de-N-acil.ado, 

10 sustituido con una .acil-amina (par ejemIo un.a acH-aminasaturada 0 

insatu.rada, genoralmente una acll-amina . grass saturada a 

insaturada, usuàlmente una aciI-.amlna 
. saturada (por ejemplo 

NHC18, NHC242, NHC2..10, NHC28, NtiC412.,:9 simflares) (var, por. 

ejemplo, là fracclôn. 
en 

el extremo no red.Uctor do las fOrmulas IVa y.� 

15 lVb). Estas ültimas modalidades quo comprenden u.n portador y/o una 

acil-arnina son de .inters particular cuando 01 derivado do 

pollsacÆridó comprende :una estructura do la f6rmullai I, en donde X 

as H, e Y es un grupo acetilo, a en dondeX as ungrupo acetilô a Y 

es H. En otra modÆlidad especifica en Is cual el . derivado de 

20 polisacârido presenta una�estructura dela fOrmula  1, en la cual Xes 

H. a Y es ungrupo acetilo, a cuando X esun grupo acetilo e   as H, 

et derivado de. polisacÆrIdo se proporciona en combinaciOn con un 

Mdyt8n1t0 tal como se describe rngs adelante, en donde el derivado 

de pOiisacÆridoy el adyuvante se proveen preferanternente en un 

25 portador farmacOuticamenta aceptable (dituyente seco o acuoso). 

. En una modalidad el dlrner.o. as un disacÆrido, en donde el 

disacÆrido comprØnde uno o mÆs residuos en los cuales el grupo N-

acetilo en el grupo amino 0-5 ha sido retirado, a cuando uno do los 

dos residuos son de-N-acetuados, at segundo residuo contiene un 

30 grupo N-acetilo (poro .en algunas modaltdades no as un grupo N-

propionilo) La unidad disacÆrlda quo define este epitopo minimo 

puedeencbntrarse en el extremo reductor, en el extremo no reductor, 

o dentro del polisacâridO. Cuando el derivado do polisacÆrido de-N-
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acetilado se provee como un disacÆrido, la composiciOn puede tener 

la estructura: 

/146 HO’ HO 
x V 

10 
FORMULA II 

an donde X e Y son independientemente H, un grupo de 

protecciOn de amina (por ejemplo, un grupo trihaloacilo), 0 Ufl grupo 

10 acilo saturado o insaturado; preferentemente ademÆs an donde, 

15 cuando X as un grupo acilo (preferentemente diferente a un grupo 

propionilo), Y as H 0 Ufl grupo de protecciOn de amina; y cuando Y es 

un grupo acilo (preferentemente diferente a un grupo propionhlo), X 

as H 0 Wi grupo de protecciOn do amina. En una modalidad do 

interØs particular, X as Ufl grupo acetilo, e Y as H. Cuando X y/o Y 

20 son un grupo do protecciôn de amina, el compuesto as referido an la 

presente como un derivado de polisacÆrido protegido, an donde los 

grupos de protección pueden explotarse como se describe 

ariteriormonte. Los grupos de proteccion de amina ejemplares son 

aquellos descritos an lo anterior. tin derivado de polisacÆnido de la 

.25 fOrmula II pUede ser modificado posteriormente para iricluir un 

0 portador y/o una acil-amina, coma so describe anteniormente para los 

derivados do polisacÆrido de la formula i, an particular cuando X as 

H e V as un grupo acetilo; a cuando X as un grupo acetilo e Y as H. 

Los derivados de polisacÆrido de-N-acetilados de la invención 

30 tambiØn inclUyen aquØllos qua comprenden una estructura 

representada por la fOrmula: 

FORMULA UI 
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5 

en donde X, Y, y n son como se definen anteriormente, y R1 y 

R2 son independientemente H 0 un grupo de protecciOri de amina 

(por ejemplo, un grupo trihaloacilo); 0 un grupo acilo (por ejemplo, 

10 un grupo acetilo) como se describe en lo anterior. Un derivado de 

potisacÆrido do la formula III puede modificarse posteriormente para 

incluir un portador y/o una acil-amina, siendo la modificaciôn de los 

derivados de polisacÆrido protegidos de un interØs particular, como 

se describe anteriormente para los derivados do polisacØrido do las 

15 formulas I y II, particularmente cuando X es H e Y es un grupo 

acetilo, y en donde X es un grupo acetilo e Y es H. 

AJ 

CTI 

En otra modalidad el derivado de polisacØrido de-Nacetilado 

presenta una estructura representada por las fOrmulas: 

FORMULA IVa 

FORMULA IVb 





como se describe en Ia presente. En una modalidad, R2 es un 

polimero de residuos de Æcido siÆlico de-N-acetilados y residuos de 

Æcido siªlicos acilados (usualmente un residuo de Æcido siÆlico que 

tenga un grupo N-acilo saturado, por ejemplo residuos do Æcido 

5 siÆlico acetilados, residuos de 6cido siÆlico propionhlados, y 

simi I ares). 

En las modalidades do InterØs particular, los derivados de 

polisacÆrido do las fOrmulas IVa y lVb comprende cuando menos uno 

de cada uno de: una amina libre (o un grupo do protecciOn de 

10 amina), un grupo acetilo, y un grupo propionilo. En esta modalidad, 

el derivado de polisacÆrido puede tener Is estructura do la fOrmula V, 

en donde, cuando X as H, Y y Z son diferentes grupos acilo y son un 

grupo acetilo o un grupo propionilo; cuando X es un grupo acetilo, Y 

y Z son diferentes fracciones y son ya sea H (o un grupo de 

15 protocciôn de amina) o un grupo propionilo; y cuando X es un grupo 

propionilo, Y y Z son diferentes fracciones y son ya sea H (o un 

grupo de protecciOn de amina) 0 Ufl grupo acetilo. Las modalidades 

ejemplares se describen en las figuras 23-37. 

En otra modalidad, los derivados de polisacÆrido de-N-

20 acetilados de Is invención  pueden describirse conteniendo cuando 

menos un trimero quo tiene una estructura representada por la 

formula: 

25 

30 

FORMULA V 

amine (por ejemplo, un grupo trihaloacilo), o un grupo acilo saturado 

’V. 
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o insaturado. (usualmente un grupo acilo saturado); usualmente an 

donde X, Y., �y Z son independientemente eritre sI: 1) H o un grupo de 

prötecciOn de amino, o 2) un grupo acilo., saturado’ o insaturado, 

usualmente un grupo acilo saturado; con la.condición de qua cuando 

5 meno-s uno de .X, Y, y Z as H o Un grupo de .protecciônde amino;  y 

cuando menos.. uno de X, Y, y Z as un grupo:.acilo saturado o 

insaturado, usualmente un grupo acilo saturado; siendo las 

� modalidades. de particular inte.rØs a.quellas an. las cuales cuando. 

� menos uno de X,� V, y .Z as H a. un .grupo de pr.otecclón.de amine; 

10 cuando menos uno de X, V, y Z as un grupoacetllo; y cuando menos 

� uno de X, Y, y Z as un grupo .propiönilo; 

n.es.cuando menos 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8, 9,10,11, 12, 13, 14, 

15, 16, .1.7, 18., 19, 20 25, 30, 35, 40, 461 50, 55, 60 o mÆs, 

generalmente 4 residuos o mÆs, rnÆs generalmente aproximadamente 

15 .10 reslduos.Ô rnÆs (par ejemplo con un gradode pollmerizaciô.n (Dp) 

de aproximadamente .2 a aproximadamente 60, de. aproximadamente 

10 a aproximadamente 50, de � aproximadamente. 30 a 

aproximadamente. 50, de aprôxim.adamente 10 a :20, o .. de 

� aproximadamente 12 a aproximadamente 18,  slendo un Dp de 

20 aproximadamente 2 a aproximadamente 10 deuninterØs particular). 

En las. modalidades de interØs particular, at derivado de 

polisacØrido tiene un.a estructura de echo. .rnixta, on donde cada 

trlmerocomprende cuando menos una de cada uno de; una-amina 

tibre, un grupo acethlo, y un :grupo proplonhlo. En esta modalidad, el 

25 derivado de pohisacrido tiene la estructura de la formula: V, an 

donde X as. H., Y   Z sonIdiferentes grupos aciloy sonyasea un 

� grupo acethlo. .ô un grupo propionilo; cuando.Z as un ,grupo acetilo, V 

y Z son diferentes fracciones, y son ya sea H 0 un grupo propionilo; y 

cuando Xes.un grupo propionhlo, V y Z son fracciones diferentes,. y 

30 son ye sea H a ungrupo aôetllo. . 

Los derivados de polisacaridodaNacetilados: de talnvenciOn 

incluyen los derivados de acilo: qua tienen grupos atqullo de I a4 

Ætomos de carbono, usualmente de 1 a 3 ªtornos. de carbono, 

� . . .. 
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saturados o irisaturados, generalmente saturados, incluyendo, par 

ejemplo, acetilo, propionilo, isopropilo, butionilo, y similares. Los 

derivados de polisacÆrido de-N-acetilados ademÆs incluyen 

derivados de acilo mixtos que contienen uno o mas sitios de -N-

5 acilados, en donde los derivados de polisacârido de-N-acetilados 

incluyen diferentes grupos acilo saturados o insaturados, usualmente 

saturados. 

Los derivados de polisacÆrido de-N-acetilados de Ia invenciOn 

adems incluyen aquØllos qua contienen una fracciOn de lactona, una 

10 fraccjón de Æcido siÆlico ciclico, u otro derivado de ªcido siÆlico, 

ademªs o en lugar de una 0 mÆs fracciones de âcido siâlico de Un 

derivado de polisacÆrido de-N-acetilado descrito en la presente. Por 

ejemplo, los derivados de polisacÆrido que tienen una fracciOn de 

lactona, pueden presentar la estructura: 

15 

20 

ILI 

25 

en donde X, Y, y n son como se definen anteriormente. Los 

derivados de polisacÆrido que tienen una fracciôn de lactona pueden 

estar presentes en un heteropoilmero que presente uno a mÆs 

polimeros (por ejemplo, d(meros, trimeros) que tengan una 

30 estructura descrita en la presente. 

En otro ejemplo, el derivado de polisacÆrido deNacetiIado 

comprende una imina cclica y/o se reduce hasta una fracciOn de 

amina secundaria ciclica (por ejemplo I -(4hidroxi-5-hidroximetil-
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Los derivados de polisacarido de-N-acetilados de Ia irivencidn. �. 

ademÆs incluyen aquelto.s que tienen uno o mÆs...residuos quo tienen 

fracciones lipidas unidas (tales como las descritas en Ia Patente de 

los Estados Unidos de NorteamØrica Numero US 6,638,513) Los 

5 derivados de polisacÆrido de-N-acetilados do 11a InvenciOn tambiØn 

incluyen�aqueIlos quo. tienen uno 0 mØs residuos que tienen grupos 

acilo N-grasos unidos(por ejemplo, N-laurollo, N-bleolloysimilares). 

Do interØs particular son los derivados de.polisacÆrido en los cuales 

los residuos que contienen. acilo N-grasos, constituye�n, por ejemplo, 

10 el 50 por ciento do los residuos del derivado do polisacØrido do Ia; 

� invención 0 menos, de tal maneraque los derivados do polisacarido 

resultantes tbdavIa son solubles en agua. Los derivados do 

poilsacØrido de-N-acetilados. do Ia invencôn tamblØn incluyen 

aquØllos quo tienen uno o mØs residuos de ªciçio siÆlico amidados, 

15 cuyos residuos tienen una aiqUil-arnina secundaria, usualmente en 

un extrerno no reductor del derivado do póIisacrido.  Los derivados 

de poIisacÆrIdo que tienen uno a rns residuos do Æcido slÆllco 

amidadós..puedón.prepararse, por.ejØrnplo,rnediante el acoplamiento 

de . aminas grasas (par ejemplo, dodecil-amina, oleôil-arnirla, 
y 

20 similares), a un grupo carboxilo Cl por medlo de sustltuclón 

nucle6fila. Do iæterŁs particular son los derivados de polisacØrido en 

los cuales estos derivados do amida C1 cönstituyen, par ejemplo, 

aproximadarneæte el 50.por ciento do los residuos menos del 

derivado 
. do polisacÆrido.. Los d.erlvados de. polisacÆridS do-N-

25 acetilados ademds incluyen aquellos conjugados a un portador ya 

sea en el extrerno, reductor a no reductor o ambos (por ejemplo, a 

travØs del enlace con un residuo en el: extremo reductor del derivado, 

a un residuo en et extremo no reductor del derlvado,oarnbos). 

Los derivados de polisacØrido de-N-acetllados. de Ia irivención 

.0 pueden serhomopollmeros a heteropolimeros con. 2 3, .4, 5, 6-1 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40,45, 50, 

55, 60 .0 ms unidades de. epitopos di,nricos (definiendo: at epitopo 

minimo) tal como 
� so describe anterlormente, cuyas unidades 
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dimØricas puedØn estar aclyacentes o separadas por monômeros 0 

poilmeros de residuos de Æcidos siªllcos a sus derivados En:algunas 

modalidades, los residuos N-acilados del derivado do pofisacârido 

� 

de-N-acetiladorepre.sentan menos del 90 par ciento, menos del 86 

5� par ciento, menos del 84 por ciento, mends del 80 por ciento., menos 

del 75 par clento, menos del 70 par ciento, menos del 60por clento, 

o menos del 55 par ciento de los residuos totales del compuesto. 

En otras madalidades la proporcion de los residuos de-N-

acetilados alas residuos N-acilados as de1:1, 2:1, 3:1,4:1., o 5:1 0 

10.1 mas. En ]as modalidades especlficäs,  la .proporciôn do los residuos 

de-Nacetilados abs residuos N-acetiladô.ses  dØ 1:11 2:1,3:1, 4:1, 

� .0 5:1 o mÆs. En: otras rnodalidadesespeclficas, la proporción do los 

residuos de-Nacetilados 
a 

los residuos.N-propionflados as de 1:1, 

2:1, .3:1, 4:1, .0 5:1 a. mao. En otras rn.odalldädes especrficas, Is 

15 proporción de los residuos de-:N-acetilados a los residuos N-

aiquilados as do 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, ô .5:1 o mÆs. En otras 

modalidades especificas, la proporciön . do los residuos do-N-

acetiladosalös residuos N-acetilados as de 1:1, 2:1, 3:1,4:1, a 5:1 

o mØs. : 

20 Las derivados do polisacØrido de-N-acetilado do is Invención 

pueden proporcionarse coma una composición quo es hornogØnea 0 

heterogenea con respecto a los derivados do polis.acÆrido do-N-

acetilados contenidos.. Par ejemplo la invenciOn contempla las 

composiciones quo contlenen los. derivados de polisacÆrido de -N-

25 acetflados qua son homogØneos o heterogeneos con respecto a. una 

ornÆs do lasestructuras do epitopo dimØrico, laposiciôn del epttopo 

dimØrico dehtro � del derivado do polisacÆrido de-N-acetilado, la 

presencia 0 ausencla do una proteina portadora conjugada, la Dp, el 

peso  molecular, la proporciôn do los residuos de-N-acilados a N-

30 acilados, 
& 

grado de N-acllación (par ejemplo, at grado de N-

acetilaclôri o N-propionilación), 
y 

Similares. . 

S.eentenderÆ quo el polisacØrido de-N-acetilado de la presente 

Invenciôn pue.de modificarse para proporcionar una variedad do 

41 
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atributos desØa.dos, por ejemplo, mejores caracteristicas 

farmacolOgicas, mientras que aumenta a cuando menos 

substancialmente refine toda la antigenicidad o inmunogenicidad de 

los polisacaridos de-N-acetilados no modificados Por ejemplo, los 

5 polisacÆridos pueden modificarse al extender, disminuir el numero de 

residuos en of polimero (por ejemplo, para proporcionar diferentes 

grades de polimerizacion (Dp)) Con "Dp" se implica el numero de 

residuos de un polimero 

Las sustituciones con diferentes residuos, ya sea naturales 0 

10 no, pueden realizarse por ejemplo como resuttado de la, modiftcación 

qulmica durante Is de-N-acetilaciOn, Is Nacrlación, 
y similares Por 

ejemplo los derivados de poIIsacarido de Ia invencion pueden 

modificarse per medio de una fracción lipids (como se describe par 

ejemplo, en los Ejemplos I y 5 que Se encuentran mÆs adelante, 
y 

en 

15 la Patente de los Estados linidos de NorteamØrica N(imero US 

61638,513 (Seid)), corijugados a un portador (par ejemplo, ya sea en 

el extremo reductor como en el no reductor) 
y 

pueden contener 

lactona, acido sialico cclico, imina 
y estructuras de imina reducidas 

En otro ejemplo, los derivados de polisacªrido de  la invencron 

20 pueden modificarse par medio de Is uniOn de grupos acilo N-grasos 

(par ejemplo N-fauroilo, N-oleoilo, 
y 

simitares) En otro ejemplo, los 

derivados de polisacÆrido de la invencion pueden inctuir uno a mas 

residuos de Æcido siÆtico que tienen una alquil-amina secundaria (par 

ejemplo, derivados de amida Cl), que pueden prepararse, par 

25 ejemplo, mediante el acoplamiento de aminas grasas (par ejemplo, 

Akdodecti-amina, olsoil-amina, 
y 

similares) a un grupo queto Cl par 

medio de sustitucion nucleOfila 

Los polisacaridos de-N-acetilados empleados on la presents 

invenclOn no necesitan ser  ldLsntiCoSr a los descritos en Ia secciOn de 

30 Ejemplos que se encuentra mÆs adelante, siempre y cuando los 

polisacØridos de-N-acetilados en cuestiOn puedan Inducir una 

respuesta inmune en un huesped que provoque la producciOn de 

anticuerpos que se enlacen de rnanera selectiva at polisacØrido 
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capsular de N meningitidis, con poco o ningun enlace significativo a 

los antigenos del huØsped (por ejemplo, at poli-acido siâlico del 

huØsped (PSA)) Por consigwente, alguien experto en la tØcnlca 

reconocerÆ que un numero do derivados (descritos en mâs detalle a 

5 continuacion), pueden realizarse sin afectar do manera sustancial la, 

actividad de los polisacªridos de-N-acetllados 

MØtodos para hacer los derivados do polisacartdo de-N. 

acetitados 

10 En general, los derivados do polisacÆrido de-N-acetilados de a 

invenciOn pueden producirse por medlo de do-N-acetilacion do un 

polisacàrido de N meningitidis o KI de E co/i u otra fuente 

adecuada de polisacârido bacteriano, seguida por la re-N-acilaciôn 

parciat La re-N-acilacion parcial promueve la produccion de un 

15 derivado do polisacarido de-N-acetilado quo tiene menos del 90 por 

ciento menos del 85 por ciento, menos del 84 por ciento, menos del 

80 por ciento, menos del 75 por ciento, menos del 70 por ciento, 

menos del 60 por ciento, a menos del 55 par ciento, generalmente 

aproximadamente 10 par ciento, aproximadamento 15 por ciento, 

20 aproximadamente 18 par ciento, aproximadamente 20 por ciento, 

aproximadamente 25 por ciento, aproximadamente 30 por ciento, 

aproximadamente 40 por ciento, a aproximadamente 45 par ciento de 

residuos N-acila.dos en relaciôn con los residuos totales del 

compuesto A este respecto, la invenctOn proporciona el control del 

25 nivel do acilacton del producto final, de tal forma quo so proporciona 

un polisacarido de-N-acetilado quo tiene el nivel deseado de 

acilactôn En general la re-acilaciOn so controla a se previene al 

ll.m�ita.r la cantidad del reacti.vo acilan.te. 

Los derivados do pIlsacÆrido de-N-acetilados de la invención 

30 pueden producirse tambiØri por media do la de-N-acet,tación do un 

potisacÆrido do N meningitidis a KI do E co/i, u otra fuente 

adecuada de polisacÆrtdo bacterano, seguida par (a re-N-aci(aciôn 

con una mazda de grupo protegldo con amina y grupos acilo (par 
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ejemplo, grupos. .trlhatoacetiio y acetUo) an una .proporciôn de.seada, 

de tal forma qua el derlv.ado .de polisacarido contenga menos del. 90 

� �. par ciento, menos. del 85. por .ciento, menos del 84 por ciento, menos 

del .80 porcientó, menosdet.75 par ciento, menos del’70 par ciento, 

5 menos . del 60 por ciento, menos del .55. par clento de resid.uos 

protegidos con amina,.usualmente.apróximadamen.te 10 por ciento, 

aproximadamente 15 par ciento, aproxlrnadamente. 16 por ciento, 

aproximadamente 20 po.r, ciento, aproximadamente 25 por ciento, 

aproximadamente 30 .por ciento, aproxlmad.arnente40 por ciento  .o 

10 aproxlrnadamŁnte45:por ciento residuos.p.rotegidos can amine (por 

ejemplo, residuos N-trihaloacilados) an relación a los residuo8 

totales del. � compuesto (en dohde . el compuesto generairnente 

contiene cuando. menos .10 a cuando menos 20 residuos). A sate 

respecto la Invención proves e!control. . del nivel de acilaólón  del 

15 producto final despuØs deretirar el grupo..de protecciOn de amine .y 

evitar las reacciones sŁcundarias indØseables. con los grupos amIno 

libres, para proporcianar un polisacrido deN-acetilado qua tiene Un 

nivel deseado de acilación. El retiro de los.grupos de protecclónde 

amine para una amina., libre del residuo desprotegido. En general, la 

20 proporclón del los. residu.os de-N-acetitados. se controls al limitarla 

cantidàd de reactivo. de �proteccióæ de amine (par ejemplo, to 

cantidad de reactivo trihàloacil ante) . .. . .. . 

Los. derivados de polisacÆridó1  de-N-acetllados de la invenclôn.. . 

puede tambiØn producirse par 
. medlo.. de biosl.ntesis de Ui): 

25 polisacÆrido de N. meningitidis ô KI de. E coil, u otra fuente 

� adecuada de pollsacÆrldo bacteriano:., an la cual los medios de 

crecimiento bacterianos se suplementa con una mazda :de una 

manosamina protegida con. amina (par ejemplo, N-trihaloacil-

manosamina) y acil-manosarnina (por ejemplo N-trlhaioacetil- y N-. 

30 acetil-manosamlna)., an una proporclón  deseada tat que el derivado: 

de polisacârido expresado par las bacteria’s. contenga rnenàs del 90 

por ciento, menos. del 85 por ciento., menos del 84 par ciento, menos 

del 80 por ciento, menos del 75 por clentd, menos del 70 pot ciento, 



50 1,’t 

menos . del 60 por ciento, a mØ.nos d& 55 . por clento do residuos 

protegidos con amina (par. ejemplo, N-trihalo-acilados) en relaciôn al 

total de Jos residuos producidos de .poli.sacÆrld.o. . 

A este respecto, Ia invenclôn provee el. control del nivel do 

.5 �acUacion : del producto final despuØs: del . retiro del grupo do 

protección do amina y evitar las indesØables.reacoionØs secundarias 

con los grupos amino libres, pare proporcionar u n- polisacÆrido do-N-

acetilado quo tenga unnivel deseadó de acilaciOn. En general, la 

proporciónde los residuosde-N-acetiladossecontrola at limiter La 

10 cantidad do �reactivo de manosamina protegido con amina (par 

ejemplo, 

N-trihalo-acetil-manosamina). . 

Los pollSacâridos, incluyendo NmB PS y. K   do E.co!i, son 

molØcülas ejemplares adecuadas. para usarse en los derivados y 

conjugados do polisacªrldos y otras molØculas en Ia invenciOn, y. 

15 estos materiales do partida son cönocldos en Ia tØcnlca, asi como los 

mØtodôs para su aislamiento 
y 

conjugaçiO.æ.  con un portador. 

Las derivados de poflsacÆrido de-N-acetilados pueden 

generarse. a travØs de.cualquler media: convencional Por ejemplo en 

una modalidad Ia de-N-acetilación de unpolisacÆrid.o.’puede lo:grarse 

20 al poner en contacto un rp.Olisacàrido nativo con un medlo acuoso 

bÆsico a .temperaturas elevadas, par ejemplo. de aproximadarnente 
900 C a 110° C y a un pH do aproximadamente 13 a 

aproximadamØnte 14 (por ejemplo, en hidrOxldo do sodlł a una 

coricentraciOn de aproxlmadamente 2M). Alternativamente, puede 

25 usarse hidrazina en sóluciôn acuosa. El grad  dede-N-acetllacion. en .5 

esta etapa . puede variar, siendo do 
. interØs cuando menos 

aproximadamente 85 por ciento,. aprOxlmadàmente 90 par ciento, 

aproxirnadamente 95 por clento, o aproxlrnadamente 99 por ciento, 

hasta aproximadamente 100 par ciento do de-N-acetilación, El 

30 producto de-N-aäetilado puede recuperarse, por ejemplo, mediante 

enfriarniento, neutralizaóión, purifiôaciôn else dºsea,yliofilIzaciOn. 

Los mØtodos do produccion no acuOsos y. blosintØticos so 

describen mØs detalladamente mÆs adelante, asf como en los 





usualmente un solvente o.r9Ænico polar prôtico o aprótico. Ejemplos 

de estos solventes ihcluyen� formÆrn.ida, dimetilformarnida,. 

formamida/dimethformamida mixtas, y. similares o mezclas de 

solvonte orgänico 
y 

Un pequero porcentaje de ague (tFpicamen.te 

5 cuando menos aproximadamente el 2 porcionto o el 2.5. por ciento 

do agua, pero generalmente menos de 10 por ciento, a menos del 5 

por.c.iento). Seagrega el ag.ua necesaria para..asegürar lasolublildad 

de los componŁntes, particularmerite del poilsacArido. . 

Los grupós amina do . Is molecule so .protegen at rnodificarks 

10 con.. un grupo de protección de ’amina adecuado, Los grupos.de 

pr.oteccion de amiha de ejemplö so describen anteriormente, e. 

incluyen., sin limitación, un carbarnato a an ida, inclUyendo. N-aiquii- y 

N-aril-.aminas, derivados do :imina, derlvados do enamiha, N-

sUlfonilo,. y srnilareS. En una. modatidad ’de lnterØs particular, los 

15 gru.pos de.protección de amina sonunatrlhaloa.cil-amida, .usualmente 

�grupos trih.aloacilo con 2 a 12 atom os do carboAo, mÆs usualmente 

con .2 a 10 ªtomos de:ca.rbono, mÆs usualmente don 2 a 8 Ætomos do 

carbono, mae usualmente con 2 a .6 Ætomos de carbóno, 
y 

muy 

� generalmento un gr.u.po protector do trlhaioaceti.l.o 0. trihalopropionilo. 

20 Esos gru.pos de protección so .selecci.onan preferentemen.te pare Is  

estabilid.ad a . un pH de 8 o menor, Is estabilidad en. Is ;presencia do 

peryodato, y la. facilidad de retiro co.mo se describe rnÆs adelan.te. 

En general, el.grupo de proteccion de amina prevlene.Ia N-oxidación 

en Is presencla do peryodato. La forma dot derivado de polisacÆrid.o 

25 producido despUØs do este paso. do protŁccion. se reftere .aqul como 

. et "derivado do polisacÆrido protegido" a at "derivado do polisacarido 

acilado protegido", en el cual el derivado do polisacÆriclo comprende 

uno o mae grupos do protecciôn do. amina (por ejernplo, grupos 

amine protegidos por trih.aloaciIo). . . . 

30 En general, Is producción do un derivado do polisacÆrido 

protegldo se logra al poner en contacto Una molØcula de poIisacÆrido.. 

cuando. menos parcialmente de-N-acetilada con un grupo do 

protecclôn  de . arnina :y un reactivo acilante en la presencia do un 
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solvente orgÆnico�tal coma se desôribe �anterlor.mente. ELre.activo do 

protección de amina puode �ser, par ejemplo, Un reactivo 

trihaloacilante, p.or ejemplo son de: interØs particular 
ei 

anhldridó 

tr:ih.aloacØtläo. o los .Østeres alquil-trlhatoaOeticos (par ejemplo, 

5 anhidrido trlcloroacØti.co, anhidrido trifluoroacØtico, etil-trifluoro-

acetil-Øster, �0 Øtil-trlclor.o-acetil-Østor, y .simllares). Los reactivos 

acilantes proporcionan :un grupo acilo activado, en el cual el .grupo 

acilo activado es generalmente un grupo acetilo .0 un grupo 

propionito, rns generatmente un grupo acetilo. PreferØnternentØ, el 

.10 reactivo tritialoacilante y los reactivos acilantes se ponen en 

contacto con la rnolØcula.de polisacÆrldo de-N-acetilado en forma de 

mezcla. 

Las cantidades relativas de reactivo triha.loacilante 
y 

de.. 

reactivo. acflarite en la mazda se proveen de tal forma que el 

15 producto final del paso de proteccón contenga  la proporciôn 

deseada de reslduos trihaloacilados y .residuos acilados en el 

derivado do .polsacØrido, en el cual los grupos trihaloacilados 

norm.alment.e se . retirarÆn para proporcionar una amine libre en el 

próducto final. Por ejemplo, cuandola proporciOn de las aminas 

20 libres a. los residuos acilados en el producto final del derivado de 

poUsacØrido de-N-acetilado es do aproxlmadamente 1:10, 1:4o 1:1 

la .pr.oporciOn del reaôtivo trihatoacUante.. al reactivo acilante estØ 

presente en la mazda en una proporcIn de aproxirnadamente 1:10, 

1:4 o 1:1. Dicho de otra manera, la ..cantidad de reactivo 

25 .trihaloaci.lante en la mazda as casi igual ala fracció.n de los grupos 

� 
N-acetilo deseados en el prod.vctoderivado de polisa.cÆrido de-N-

acetitado final, desp.uØs de la desprotecciOn (por. . ejemplo, 10 p.or 

ciento, 25 par clento, 50 par diento, y similares).El reactivo:aciIante 

tamblØn puede prOporciOnarso como unamezela de diferentes grupos 

30 acilo. activados (par ejemplo acetilo, propionhlo) para propo.rcionar 

una proporcton d.eseada de. dlferentes .grupos .àcilados en at dØrivado 

do polisacrido Por ejernpl.o, cuando el. derivado do polisâc.Ærido 

deba tener una proporción do residuos . acetila.cios a residuos = 
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proplonhlados de 2:1 o 1:1, los agentes achlÆntes para los grupos 

acetilo y propionhlo activados se proporcionan en una proporciOn 

igual o similar en la mezcla de agentes acilantes. 

DespuØs del paso de protecciôn, el derivado de pollsacÆrido 

5 protegido puede entonces modificarse segün se desee. Por ejemplo, 

el derivado de polisacÆrido protegido puede conjugarse a un portador 

deseado, por ejemplo por medio de peryodación seguida por la 

ariimaciôn reductiva. Los grupos protectores pueden entonces 

retirarse (por ejemplo, por medio de hidrôtisis 0 reducción) para 

10 dejar un amina lhbre, proporcionando de esta manera el producto 

derivado de polisacªrido deN-acetilado final. Los grupos de 

protecciôn de amina pueden retirarse ya sea mediante hhdrôlisis 

usando uria base acuosa fuerte (por ejemplo pH de 9 o mayor), 

medhante reducciôn (por ejemplo, con �borohidruro de sodlo), o por 

15 medio de la amina agregada.durante la preparación de conjugados 

por medio de aminación reductiva (por ejemplo, ver el Ejemplo 5). El 

derivado de polisacÆrido puede entonces ahslarse de acuerdo con los 

mØtodos bien conocidos on la tØcnica. 

Los mØtodos de producciôn no acuosos tienen varias ventajas. 

20 Primero, al realizar las reacciones de acilaciOn en un solvente 

orgÆnico, se proporciona mayor flexibhlidad en el tipo de grupos acilo 

que pueden usarse. Por ejemplo, el uso de un solvente orgªnico 

facilita el uso de grupos de acilo grasos mayores a 4 carbonos que 

representan problemas con respecto a la solubilidad en sistemas 

25 acuosos, as[ coma grupos acilo activados altamente reactivos (por 

ejemplo, trifluoroacetilo y tricloroacetilo). La reacciOn en solvente 

organico tamblØn proporciona Un mayor control sobre el grado de 

acilaciôn, ya qua no existen reacciones de competencia 0 Sl existen 

son mlnimas, con el agua y Oft, para agotar el reactivo. Como 

30 resultado, las reacciones de acflaciOn con el pohisacØrido pueden 

diseæarse de tal forma que avancen hasta completarse. 

El planteamiento no acuoso tamblØn permite el uso de grupos 

amina protegidos. Cuando se dejan sin proteger, los grupos amina de 
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polisacÆridos püeden participar en. otras reacciones indeseadas tales 

coma oxidacin en :Is presencia do  p6ryodato y reacciones 

intram.olecuiares can grupos carbbxilo activados, a con aldehidos 

introducidos on el extremo no reductor 
y 

Is cetona del extremo 

5 reductor. Trtfluoroacetilo o tricloroacetilo son grupos do protecciôn 

prØferidos ya que Son eatables a un pH menor a aproximadamente 8, 

estabIes en Is presencia de peryodato, 
y 

pueden fÆcilrnente retiràrse. 

en una base acuosa a par medio de reducclôn con borohidruro de 

sodlo pars producir derivados do NmB PS que contlenen residues do 

10 de-N-acetIlo, en donde of porcentaje de residuos do de-N-acetilo se 

controls por medio de Ia cantidad do amina derivada con grupos do 

protecôion . .. . .. 

Mtodos blosntØticos do roduccl6n de derivados do 

15 pplisprarldo. . . . . . . . 

En otra modalidad, los derivados de pollsacàrido so generan al 

cultivar bacterias do N meningitidis, en particular bacterlas del 

Grupo B on Is, :presencia de uno b mao derivados de . N-acil-

manosamina,y :ba a condicioneSpara promovór  Is producción do 

20 derivados do polisacarido quo tengan residuost do Æcido N-acil-

.siÆIico. .Esto puede tograrse al Incluir on . medlo de cultivo 

bactertario, un derivado do manosamina quo tenga un grupo N-acito 

deseado. �. . . . . . . . 

En una modalidad el derivado de N-acil-manosamina es una 

25 manosamina quo contiene wi grupo de protecclôn do amina (una 
umanosamlna protegida" o 0manosamina protegida con amma") 

ejemptificados aqul por las N-trihaloacil-manosamlnas, para lo. grar Is 

"Is aiimentacióndel  derivado de manosamina a las bacterias’. Las: 

manosaminas protegidas con amma ejemplares quo son adecuadas 

30 pars usarse en Is invenctón  Ancluyen cuslqufer manosamina 

protegida con amina quepueden Incorporarse en In sends sintØtica 

del pOlisacÆrido.dŁ Is bacteia pars proveer la, producciOn de un 

derivado de polfsacÆrido plrotegido. Los reactivos do manosamina 
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protegidos con amina .ejemptares N-trihaloacil-manosamina, por 

ejemplo N-trihaioacetil-rnanosamIna (por. ejemplo, N-tricloroacetil-

manosamina, triflUoroacetil-manosamina),. N-formil-manosamina, 
y 

sirnilares). En adición. a la .manosamina protegida con amina, el 

5 medio de. cultivo generaimente tamblØn incluye .una N-acetil-

m.anosamlna, pare proporcionar un derivado do pollsacÆrido que 

tenga tanto residuos do Æcido siÆlico p.rotØgidos coma residuos do 

Æcidb siâUco n-acetllados. 

Sin querer apegarse a una teorla, cuando se �cultivan on la 

10 presencla do Ia manosamina protegida con amina, las enzimas 

bacterianas involucradas en la biosintesis de. cÆpsula incorporan la 

manosamina protagida. con amina on & Æcido siÆl.lco, que entonces 

se inco.rpôra on of polisacÆrido de la cªpsula. Los mØtodos do 

fermentaciön 
y 

p.urificaclón estandar pueden usarse para generar un 

15 derivado de . NniB PS protegido qüe contenga una fracción deseada 

de . monómeros. que tengan grupos de protecciOn unidos. Ls 

derivados do potisacØrido quo contienen estos gruposde prote.cción 

pueden tenor las estructuras descritas anteriormente. 

En;una modalidad relacionada, en dôndØ  se desee un derivado 

20 do polisaóÆrido quo tenga residuos mixtos ... de ªcido N-acil-siâlico 

mixtos, of medlo do cultivo incluye reactivos mixtos. de N-acll-

manosamina.. For ejemplo, Is N-acil-manosamina puede c.ornprender 

grupos echo �saturados o insaturados, �usualmente grupos ecHo. 

saturados con do I a. 5 ªtomos do carbono mØs usualmente con 2 a 

25 . 5 Ætomos de carbono, rnÆs usualmente con 2 a 4 Ætomos de carbono,. 

mÆs usualmente con 2 a $ Ætomos do carbono, siendo los grupos 

acetilo o propionilo de un interØs particular. El cultivo de las 

bacterias en la presencia de estos reactivos mixtos de .N-acil-

manosamina puede proveer is produccion de . un derivado de 

30 polisacÆrido. quo: tiene residuos mixtos de Æcido N-acIl-siÆlico, por 

ejemplo ÆcIdo N-acetil-siÆlico, Æcldo N-propionil-siÆlico 
y 

similares. 

En una modalidad do interØs particular, las bactØriasse cultivan en 

la presencia do una mØzcla do una manosamina protegida (por 
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ejemplo una 
: 

ttlfi al oacima nos a min ) :y: .N-aoiI-m.anosaminas (pot 

ejemplo, una mazda do N-acetil-rnanosamina y N-propiontl 

manosarnina). .. . . .. . 

En una módalidad do Inter particular, una bacteria do N 

5 m.eningitidis, preferentemente una :cepa del Grupo B, so cultiv.a en Is 

presencia do una �rnezcla do unaN-acil-manosamina (por..ejernplo N-

acetil-manosarnina) 
�. y 

una N-trihalóacitmanosarnina. En. las 

modalidades do InterØs particular, lasbaôterias son de. una cepano 

encapsulada, 
y 

p.uede sØr una cepa quo presente �Una siætesis do 

10 caps.ula de polisacÆrldo defectuosa en ausencia de N-acetil-

aminosarnina complementariä on el medlo: dØ c.ultivo (par ejemplo, 

debido a  dØfecto on una o mÆs enzirna.s do tat forma qua Is :un 

bacteria no pueda sinterizar. el polisacÆrido de.Ia cÆpsula a menos 

quo el medlo de crecimiento to coptemente con N-acetil-

15 manosamina). Por:ejernplo, Is cope puede estar defectuosa en N-

acetil-D-glucosamina-6-fosfato-2-e:pime.rasa, tat coma en Is cepa M7. 

deNmB. � .. . . . 

Las cantidades relatives do reactivos do manosamina, en at 

cultivo (par ejemplo, Is proporciôn do N-trlhaloacll-manosamina 
y 

N-

20 
. 

acetil-manosamina) so proveen do tat forms.. que el producto 

biosintØticô final contiene Is proporctón deseada . do . residuos yb 

derivados. do Æcido slÆlico diferentesen et derivado do pollsacÆrido 

(por ejemplo residuos trihaloacilados 
y 

residuos acitädos en el 

derivado do .polisacârldo). En general los grupos  de. protección (por 

25 ejemplo los grupos trihaloacilados) 
so 

retiran para proporcionar una 

0 amina libre en el producto dØrivado. de polisacªrido  final. Par 

ejemplo, cuando Is proporclón do las arnirias libres a lOs residuos 

aCIladOS en el producto derivado final do potisacÆrldo de-N-acetilado 

debe. ser de 1:10, 1:4, 0 1:1, Is proporción dc N-trIhaioaci.i 

30 manosamina a manosamina es de aproximidamente 1:10,1:40 1:1. 

Dicho do. otra manors Is cantidad de N-trihaloacil-manosamina en el 

cuttivo es casi igual a Is fràcclônde Ios.gruposde âcido de-N-acetil-

siÆlico deseados en el producto final do derivado de polisacØrido de-
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� N-acetllado despues..de Is despro.tecciOn (pot ejern.plo 10 pr ciento, 

� 25 por eiØnto, 50 por ciento y� similares). � � 

De man ere- similar,. se � pueden �propo.rcionar las cantidades 

� relativas de N-aciI-rnanosaæilnas. "no protegidas" .(manosarn�inas qua 

5 no contienenun .� grupo de protección de.. am.Ina, parc que puedeæ 

comp render, por :ejemplo, un grüpo acetilo a propionilo como el grupo 

N-aciio) en el cultivo, pars propórcionar una proporcion deseada de 

residuos de acido siÆllco diferentemente acliados en at derivado de 

polisacarido Par ejempto, cuando at derivado de polisacarido deba 

10 tener una proporción de residuos acetilados, a residuos propionilados 

de 21 a 1:1,.. se proporcionan Ia N-aôetil-manosamina 
y 

Is N-

propionil-manosamina on una proporcion igual a similar en el :cuJtivo. 

Los derivados de pousacÆrido puederi entonces aislarse de las 
bacterlas.: usahdo mØtodos conockios . en la tØcnica. Cuando el 

15 derivado de polisacarido oontlene un grupode protecciónde arnina, 

� estos derivados de . poUsacØrido son especialmente adecuados pare 

generar un dervado de poIisacrido que tongs una mod.Ificación 

adicional, por ejemplo un conjugado (pór.. ejemplo por oxidación de. 

peryodato del extrernono. reductor) a pars modificarun residuode 

.20 âcido siÆlico pars’ proporcienar una alquilamina secundarla, 

particularrnente una amida CI, an Un extremo no reductor y del 

derivado de pofisacarido. DespuØs de qua setermine Ia mo.d:ificación, 

los grupos dØ.protecciôn de trihaloaclló pueden serretirados segiTh 

� to descrito. anteciormente. Por ejemplo, los grupos. de protecclOn 
� � 

25 pueden ser retlradôs mediante. Ia arnlnación reductora (por :ejemplo, 

0 con cianobörohidruro de sodia) o Ia reducción adicional (por ejemplo, 

con el bOrohidruro de sodlo ô el tratamiento con una base a un p:H de 

.o mayor) para prôporcionar una amine Iibre 

30 

Fragmentos, reaclIaclôn. v otras modlflcaclon 

Los fragmentos de poIiSacfridos generatmente se : prod ucen 

Sr � 
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àomo resultädo. de . la N-des.acetilaôión, cuyos fragmentos 

gene.ralmente �tlenen un peso molecular . en  at iætervalo de 

aproxirnadamente 3,000 a aproxlrnadamente,. 50,0.00 DÆltones. 

Aunque la ihyenciôn  contØmpla at uso de los derivados’ de longitud 

5. completa de .polisacÆrido asi como susfragmento’s, los derivados de 

fragmentosde poflsacªrido puedØn ser de iæterØs particular. 

Cuando se desee, se puedØ Ilevar 
a 

cabo 
!a 

re.-acllaciOn para 

proporcionar los derlvados de polisacàrido de-N-acetltados de ía 

invenciOæ, at resuspØnder el polisacÆrido de-N-acetilado en un media 

10 acuoso a aproximadamente unpH de 8.a 9 (par ejemplo, enhidróxido 

de sodlo), seguida por:ta adición. de un anhidrido do acilo apropiado. 

En una modalidad, tanto at polisacªrido  Como el agente actlante (por 

ejemploanhidrido. de acetito a anhIdrido.propionico) so proveen en 

una mezala �de solvente organico/agua (par ejemplo,. 2. por ciento 

15 (vblumen/volumen) de agua en formarnida ó dimÆtilformam.ida). Eats 

modalidad en particular proporclona niveles mÆs controlados ..d.e re-

acUaciOn.. El mØtodo dŁ la invenclOn in.cluy.e at uso de menos de I 

equivalente.motar, .menos do 0.75 equivalente molar, menos do 0.5 

�equlvalente molar, menos de 025eqWvaIente molar, menos do .0.1 

20 equtvalente molar, menos do 0 05 equivalente molar, menos de 0.025 

equivalente molar, a hasta .0.02 equiv..aleæte 
molar 

do anh.Idrido do 

�acido.o ageri.teacilante (par ejemplo, el ester activo do acilo tat 

como Q-acil-hidroxisUccinirnida). : 

Los grupos. 
. O-EHo. pueden . retirars.e a . aumentar of pH a 

25 aproximadamente. 12. El pH entonces so reduce a aprOximadamente 

8 (por ejemplo par media de Is adlciOn de Æcid’o clo.rhtdrico.), y at 

derivado se purifica gUn se disee, "par’ ejemplo por medlo do 

dlÆlisis, Los productos do reacciôn pueden, ademas purificarse y 

liOfilizarse segón se desee. 

30 El grado de N-aOitaciOn de los derivados do pollsacârido do-N-

acetilados resultantes es generalmente manor at 90 por ciento, 

menor at 85 por ciento, manor at 84 par ciento; menor at 80 por 

ciento, manor at 75 por ciento, menor at 70 por ciento, menor at 60 
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par clento, a menor al 55 par ciento, generalmente: mayor at 10;por 

ciento, 15 porclento, 16 par ciento, 25. par, ciento, 30 par .ciento, 40. 

porciento, ó 45 par ciento. El peso molecular de Jos derivados de 

polisacªrido de-N-acetilados puede varlar, estando los derivados de 

5 polisacÆrido de-N-acetilados descr.Itosenta presente, en at intervato 

.de pesos, . moleculares de desde aproximadamente 0.5. kDa. (por 

ejempi.o, un dis.acÆri..do). a 80 kDa, de aproxirnadamente I kDa a 

aproximadamene 7.0 kDa, de aproxlmadamente 2 kDa a 

aproximadamene 60 kDa, de aproximadarnente 3  

10 aproximadamene 50 kDa, de aproximadamente7 5 .kDà a 

aproximadamenle 25 kDa, .de aproxi.rnadamente 10 kDa a,80 kDa, de 

aproximadamene 20 kDa a 60 kDa, de aproximadam.ente30 kDa a 

aproximadamene .50 kDa, general.mente de .aproxrnadamente 0.5 

kDa a.äprOximaamente1.0 kDa... . 

15  

Conluaados depoHsacÆrldo de-N-acetllados 

El polIscârIdo de-N-acetilado. .o . preferenternente un 

.potisacÆrido de amine protegida, puede conjugarse a un portador 

para . p.roporcionar un comptejo de ’potisacªrido  de-N-acetllado-

20 portàdor. El complejo �conjugado de potisacÆ.rldo-portÆdor. puede 

compren.der.müttiples motØculas porta.doras, mOltiples m.olØcutas de 

polisacÆrldo,.o. ambds.. . . . .. . . 

Como se observa anteriormente,  of derivado. de 
. poiisacÆrido 

del conjugad.o uede proporcionarse on forma de un dimero que 

25 define un epitoo minimo corno se describe anterlormente, o coma 

una unidad polimØrica (par ejemplo, :dos o. mØs unidades dimericas 
quodefinen: el eplto.po descrito anteriormente). Cuando el derivado 

de. polisacÆrido as una estructura potim.ØricÆ, at derivado de 

potisacØrido. puede ser homopolimØrico 0:. heteropolimØrlco. La, 

30 composiclón puede comprender residuos adicionales unidos at 

tØrmino no reductor,: al tØrmino reductor, 0 ambos trminos reductor 

o no. reductor de un polisacÆrido de-N-acetitado o prefere.ntem.ente 

un derivado depolisa.cÆrido protegido con amino. 
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En una. modälidad, el portadores una  protein.a, un pØptido, un 

auxiliar.de cØlulas-T, o cualquier otro compuesto capaz de mejorar la 

.respuesta inmune. La protelna puede seleccionarse del �grupa 

consistente on, pero. no limitado a, protefnas. viral es, ba.cterianas, 

5 parasitarias,animales, 
y 

rnicóticas En unàmodalidad, el portador es 

albCamina.. Atternativamente, el portador es el toxoide tetØnico, of 

� toxolde diftØrico, complejos de protelna de la membrana exterior 

meningocócica (ver, .por ejemplo, las Patentes de los Es.tados Unidos 

de NorteamØrica Nümeros US 4,707,543; US 6,476,201; US 

10 6,558,677), o una proteina. exterior bacterian.a (tat como porina B 

� recombinante de N. meningitidis).Esos portadores pueden obtenerse 

de compaælas proveedoras bioqulmi.cas P. farrnacØuticas o se.p.ueden 

preparar por medic de. metodologla estØndar. .(C.ruse, J. M. (ed.) 

�1 Conjugate Vaccines In Contributions to Microbiology .and Immunology 

15: vol. 1:0 (1989)). Los pŁpti.dos sintticos que contienen epltopos de 

� �cØiula-T adecuados .apara usarse come portadores pueden incluir 

� epItopos de cØlulas-T "unlversales" (Panina-Bordignon y 

�àotaborado.res, 1989 Eur. J. Immunol. 19: 2237) a pØptidos de 

epitopos Pan Dr no natura!es (PADRE) (del Guerclo y colabóradores, 

20 1997 Vaccine 15: 441). Otros agentes incluyenotras prótelnas  quo 

pueden.funclonar comó portadores, los cuales serlan corioc.idospor 

aquØllos con experien.ci.a normal on la tØcnica inmunológica.. 

Los mØtodos ejemplares. de conjugación do los derivados de 

polisacÆrido de la invención lncluyen, pero no se ilmitan 

� � � � 25 necesariamente a, los polisacØrido conjugados., tales como los 

descritos en las Patentes de los Estados Unidos de NorteamØrica 

Nirneros 4,727,136; 5,811,102 (qua describe un conjugado de 

polisacØrido derivado de N-acilo de 3 a 5Ætornos de carbono, 

� insaturado, :rnenlngocôcico,  del Grupo B).; r US 5,969:,130; 
y 

US 

30 6080,589. P:Or. ejemplo, la cónjugaclôn püede lograrse al iTitroducir 

un grupoaldehido on el extrØmo no reductor, en of extremo reductor, 

� oenambos, del derlvadä:de poflsacÆridode-N-acetilado, parausarse 

en union covalente do una o mØs proteiæas portadoras. Esto puede 
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obtenerse. par medlo de Is peryOdación at poner on contacto at 

polisacÆrido o at derivado de potisacÆrido con, por ejemplo, mete-

� 

peryodato do sodlo. 

Cuan.do el .derivado de polisacarldo de-N-aceti.lado comprende 

5 un grupo amino no derivado, clertas rostricciones pueden imponerse 

a los procedimlentos quo pueden ser lusados pars acoplar el derivado 

de polisacrldo de-N-acetilado a  un portador, tat comó una proteins 

portadora. En Æta modalidad, el po.rtador generalmente so modifi.ca 

para contener, uno a mâs grupos azida (hidrazida o dihldrazida 

10 adlpica) por media de Is .reacciOn de hidrazida 0. dihidrazids. adipica 

con. el Is proteins portadora activada en los grupos carboxilo con 

� EDAC � (ver;: par ejemplo, Is PatentØ do los Estados U.nidos. do 

Nort:eamØrlca .Nürnero 8,632,437). Ya quo: at pKa del grupo amino de. 
� . hidrazida es de aproxlmadamente .2.5, y. ya qua las hidrazidas son 

15 
. fuertemente nUcleOfilas, la, reacciOn de oonJugack5n do imina puede 

reaIizarse a un pH do a.proxlmadarnØnte. 5.5-’a 7.5 en Is cual las 

aminas primarlas en Is protelna portadora y� of polisacÆrldo son 

� sustancialmente co.mpletamente protonthdas y .por to tanto: no 

reactivas. � . . . . 

20 . Las vacunas do conjugado de derivado do polisac.ârido-protelna  

so purifican por media do cromatografla por exclusion de tarn.aæos 

(ToyoPerl HW-45.F). ’La concentraciOn do protelna so determine por 

media del ehsayo do proteins do Lowry, 
y 

ta cantidad do potisacarido 
� � conjugado por media del ensayô de resorcinol (Svennerholm 1957 

25 .Biochim �biop.hys Acta 24: 604). Para asegurar quo Is protetna y el 

potisacÆrido seenlacende forma covàlente, las vacunasconjugadas. 

so resuelven en SDS-PAGE, 
y 

Is protelna 
y los .polisacÆridos se 

detectan por separado mediante Western blot usando antisuero 
� . policlonal anti-protelna portadora y antibuerpos anti-polisacÆrido, 

30 pare detectar 01 componente do poIisacrido. . � . .. 

En. un :ejemploi en eU cual at derivado de polisacÆrido de-N-

acetilado presenta epitopos dimØricos., losderivados de polisÆcarido 

� . 

de-N-acetiladOs puŁden modlficarse pars, proporclonàr uniOn a un 
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portador, y tienen la siguiente estructura: 

5 

FORMULA Vill 
10 

an donde X e Y son como se definen anteriormente, y R1 as H o 

un grupo acilo (por ejemplo un grupo acetilo). En otras modalidades, 

15 R1 se selecciona independientemente a partir de H, un grupo acilo 

saturado o insaturado (por ejemplo un grupo acilo de 2 a 18 Ætomos 

de carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2 a 16 Ætomos 

de carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2 a 12 Ætomos 

de carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2 a 10 Ætomos 

20 de carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2 a 8 Ætomos de 

carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2 a 6 Ætomos de 

carbono saturado o insaturado, un grupo acilo de 2 a 4 Ætomos de 

carbono saturado o Insaturado, o un grupo acilo de 2 a 4 Ætomos de 

carbono saturado); un grupo acilo N-graso (por ejemplo, N-IauroFlo, 

25 N-oleoilo, y similares); o una amina grasa (por ejemplo dodecil-

amina, oleoll-amina, y similares). En una modalidad, R1 as un grupo 

echo de 4 a 8 âtomos de carbono, tat como n-butanollo, isobutanoIlo, 

n-pentanollo, n-hexanoIlo, n-heptanoIto o n-octanoulo (como se 

describe an, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos do 

30 NorteamØrica N(Imero US 5,576,002), o un grupo echo insaturado do 

3 a 5 Ætomos de carbono, tat como los descritos an la Patente do los 

Estados Unidos do NorteamØrica NOmero US 6,350,449. 

En otra modalidad an la cual el derivado de polisacªrido do -N -



mo 

acetilado comprende repeticiones trimØricas, el derivado de 

polisacÆrido de-N-acetilado puede modificarse para proporcionar la 

union a un portador, y tiene la siguiente estructura: 

M., 

10 

ORivIUL.A IX 

X, Y, y Z son independientemente H o un grupo do proteccion 

do amina; o un grupo acilo saturado o insaturado (usualmente tin 

15 grupo acilo saturado), con la condición de que cuando menos uno de 

X, Y, y Z sea H un grupo trihaloacilo; y cuando menos uno do X, Y, y 

Z sea un grupo acilo saturado o insaturado, generalmente un grupo 

acilo saturado, siendo las modalidades de interØs particular aquØllas 

en las cuales cuando menos uno do X, Y, y Z es H (0 un grupo de 

20 protecciôn de amina), cuando menos uno do X, Y, y Z as un grupo 

acetilo, y cuando menos uno de X, Y, y Z Os un grupo propionhlo; 

n es cuando menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 

15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 o mÆs, 

generalmente aproximadamente 4 residuos o mÆs, mØs generalmente 

25 aproximadamente 10 residuos o mÆs (por ejemplo, con un grado de 

. polimerizaciOn (Dp) de aproximadamente 2 a aproximadamente 60, 

de aproximadamente 10 a aproximadamente 50, de aproximadamente 

30 a aproximadamente 50, de aproximadamente 10 a 20, o de 

aproximadamente 12 a aproximadamente 18, shendo un Dp do 

30 aproximadamente 2 a aproximadamente 10 de un interØs particular); 

y 

R1 es H, un grupo do protecciOn de amina, 0 un grupo acilo 

(por ejemplo un grupo acilo saturado, tat como un grupo acetilo). En 
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otras modaldades, R, se selecciona independientemente de H, un 

grupo de protecciOn de amina, un grupo acilo saturado o Insaturado 

(por ejemplo un grupo acilo de 2.a 18 Ætomos de carbono saturado o 

insaturado, un grupo acilo de 2 a 16 Ætomos d.e. carbono saturado o 

5 insaturado, un grupo acilo de 2 a 12 Ætomos de carbono saturado o 

insaturado, un grup.o acilo de 2 a 10 â.tomos de carbono saturado o 

insaturado, un grupo acilo de 2 a 8 Ætomos de carbono saturado a 

insaturado, un grupo acilo de 2 a 8 Ætomos de carbono saturado 0 

insaturado, un �grupo acilo dØ 2 a 4 Ætomos de carbono saturado o 

10 insaturado, 0 Ufl grupo acilo de 2 a 4 Ætomos de carbono saturado), 

un grupo acilo N-graso (por ejemplo N-taurollo, N-oleollo, y 

similares), o una amina grasa (por ejemplo dodecil-amina, oleoji-

amina, ysimitares). En una modatidad, R1 es un grupo acilo de 4 
a 8 

Ætomos de carbono, tat como n-butanoflo, isobutanolio, n-pentanollo, 

15 n-hexanolto, n-heptanoflo 0 n-octanollo (como se describe en, por 

ejemplo, la Patente de los Estados Unidos de NorteamØrica Numero 

US 5,576,002), o un 9UPO acilo insaturado de 3 a 5 atomos de 

carbono,talcomo los descritos en Ia Patentede.los Estados Unidos 

de NorteamØrica NCimero US 6,350,449. 

20 

iniiiunoqencjdad de oollsacÆridos de-N-acetilados y coniuciados 

de poUsacâridos de-N-acetltados 

El polisacÆrido de-N-acetilado aistado, con o sin posterior 

conjugacion a en la presencia o en Ia ausencia de una estructura de 

25 presentacion, puede ser inmunogenico o alternativamente la 

inmunogenicidad puede surgir de la conjugaclôn. Los mØtodos para 

medir la inmunogerilcidad son bien conocidos para los expertos en la 

tØcnica, e incluyen principalmente la medición del anticuerpo serico 

incluyendo mediciones de la concantracion, avidez, y distribuciOn de 

30 is.otipos en varios momentos despuØs de la lnyección de la 

construcción La mayor inmunogenicidad puede reflejarse por una 

mayor concentración y/o mayor tiempo de vida de los anticuerpos La 

inmunogenicidad puede medirse usando ensayos bactericidas in vitro 
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as[ como la capacidäd del suero de los animates inmunizados para. � � . . 

conferir protecciôfl.  pasiva a la InfecciOn 0 enferrn.edaden.un modelo, 

animal ade.cuado. Lalnmun.ogenicidad puede medirse en tapoblación 

de pacientes qua vayan aser tratados o en una poblaciOn que !mite 

5 la respuesta Inmune dela población  do paciŁntes. . 

Un medic particularmente preferido para determiner. .la 

Inmunogenicidad de unÆ sus.tancia dada es la do primero obtener los 

sueros de: un animal (por ejemplo ratón) . tanto antes de la 

inmunizaciôn coma .despuØs deestimular con of pollsacàridode-N-

10 acetilado 
y 

reforzar con dosis � adicionales del conjugado. de 

polisacÆrido de-N-acetilado� DespuŒs do esto La fuerza de lossueros 

.despuØs de la Inrnunizaclón, qua se enlazan ’al polisacàrido  do-N-

acetilado, se determine usando un ELISAI y se compare con los 

resultados :co rrØs pond ientes con ahimales de control . fatsamente 

15 inmunizados.: . .. . .. . . . ... 

El polis.acªrido de-N.-acetitado do I  irivenciOn pueden 

� estimularse para. ’una respuesta inmune a un conjugado do 

pollsacàrl:do  quo evitä los auto-anticuerpos y puede proporcionar una 

mejor. re8.puesta. de los anticuerpos al conjugado de polisacÆrido, por. 

20 ejemploel conjugado. .de.NmB PS, vacuna, comparÆndose con una 

respUestade un individue ’no Østimuladocon of polisäcÆrldo de-N-

acetilado 
y quo haya sldo vacunado con el, mismo conjugado do 

pollsacÆrldo 

25 FORMULACIONES DE COMPOSICIONESANTIG.ENICAS 
.� "Composiclön do äntlgenos", "com.posiciôn  antlgerilca" a 

"coniposicIOn 

� 

inmunogenica" so use. aqul por convenlØncia para 
� � .referirse genØricamente a composiciones: quo contienen un 

� pollsacÆrido de-N-aoetllado a conjugado do la inveflción Las 

30 composiciones quo comprendenun NrnB P80 conjugado de NmB PS � 

de-N-acetilado, o ambos, son de un interes particular. Las 

� cornposiciones (tiles pare. producir anticu.erpos contra NmB, KI do 

E.c.oii, o� celulas cancerosas son contempladas � par la prese.nte 

� � � � � � . � � � �.. : � � 
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invenciôn. 

Las composiciones do Ia invenciOn usadas como vacunas 

contienen una cantidad inmunolOgicamente efectiva de antigeno as[ 

coma cualquier otro componente compatible segUn Se necesite. Con 

5 "cantidad inmunologicamente efectiva" $e 1 implica qua Ia 

administración de esa cantidad a un individuo, ya sea :.an una sola 

dosis o como parte de una eerie de composiciones antigØnicas 

iguales o diferentes, as efectiva para producir una respuesta de 

anticuerpos efectiva para el tratamiento o Ia prevencion de un 

10 slntoma de, o enfermedad causada por ejemplo por, una infección 

par Neisseria, part! cularmente N. men/n gitidis, mªs particularmente 

el Grupo B de N. meningitidis; o por infección por KI de E. call. Esta 

cantidad varla dependiendo de Ia salud y condición fisica del 

individuo qua va a ser tratado, de Ia edad, del grupo taxonOmico del 

15 individuo que va a ser tratado (por ejemplo humano, primate no 

humano, primate, etc.), de Ia capacidad del sistema inmune del 

individuo para producir anticuerpos, del grado de protecciôn 

deseado, de] 
a

o Ia formulación de Ia vacuna, de Ia determinaciOn do Ia 

situaciôn medica par parte del medico tratante, y de otros factores 

20 relevantes. Se espera quo Ia cantidad caerÆ an un intervalo 

relativamente amplio qua puede determinarse por medio de pruebas 

de rutina. El tratamiento do dosificaciôn puede ser un esquema de 

una sola dosis o do multiples dosis (por ejemplo incluyendo las dosis 

de refuerzo). La vacuna puede administrarse en conjunto can otros 

25 agentes inmuno-reguladores. 

Las composiciones de Ia invención pueden proporcionarse  an 

un excipiente farmacØuticamente aceptable qua puede ser una 

soluciOn tel coma una soluciôn acuosa, frecuentemente una soluciôn 

sauna, a puede proporcionarse an forma de polvo. Las 

30 composiciones do Ia invenciôn pueden contener un derivado de 

polisacÆrido de-N-acetilado de Ia invención y un auxiliar. Los 

ejemplos de los adyuvantes adecuados conocidosquo pueden usarse 

en humanos, incluyen pero no se limitan necesariamento a, alumbre, 
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fosfato de alurninio, hidrOxldo de aiuminio, MF59 (43 par cientô en. 

peso/volumen de escualeno, 0.5 par cient.o en peso/volumen de 

� Tween 80, 0.5 por ciento en peso/volumen de Span 85), âcido 

� nuclelco que contiene .CpG (en donde Is citosina no eatØ me.tilada), 

5 Q821, MPL, .3DMPL, extractos de Aquilla, 1SCOMS, mutantes LT/CT, 

micro-particulas de �. poIi(D,L-lÆctldo-co-gticOiido) (PLG), Quit A, 

interle.ucinas, 
y 

simitares. Para los animates . experimeritales, se 

puede usar sotu.ôion de Freund, �N-acetil-muramu-L-treonhl-D-

iso.g.lutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-mura.milL-aIan1t-D-.isoglu.tamina 

10 (CGP 11.637, lIamado como. nor-M:DP), NacetIlrnuramilLalaniiD 

isog.lutarninit-L-alanina-2-(1 ’-2’-dlpalmltoil-sn-glicero-3-hidroxi-

fosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, ilamada M..TP-PE), 
y 

RIBI, que 

contiene tres cômponentes extraldos . de bacterias, IlpidO A. de 

monosfosforllo, dimicolato detrehalosa, 
y 

esqueleto de pared celular 

15. (MPL+TDM+CWS) en .una emulsion al 2 por ciento .d:e escualenol 

Tween 80. la efectividad de un auxiliar.puede determinarsØ mediante 

Is medlciOn de Is cantidàd.de anticuerpos dirigid.os contra el antIgeno. 

inmunogØnico. . . . . . . .. 

Otros adyuvantes ejemplares para. mejorar Ia efectividad do Is 

20 �cornposici.n Incluyen, pero no se limitan a:. (1) formulaciones de 

emulsiones de aceite en aqua (con o sin otros agentes inmuno-

esimulantes.especIficos tales como peptldosde muramilo (ver mÆs 

adetantØ) a. .componentes do paredes celutares bacteriartas), tales 

como par ej.emplo (a.) MF59MR (PublicaclOn: Internaclonal Nümero WO 

25 90/14.837; capItulo 10 en Vaccine design: the subunit and adjuvant 

Sapproach, ads. Powell .& Newman, Plenum Press 199.5), que contlene 

5 par ciento de es.cuaieno, 0.5 por ciento de Tween 80, y .0.5 por 

ciento do Span 85 (que opcionalmante.contieneMTP-. PE) formutado 

en particulas sub-micromØtrlcas usando un microf.luidizador, (b) SAF, 

30 que contiene 10 por ciento do Escualeno, 0.4 por clento de Tween 

80, 5por ciento do polirnero bloqueado con Pluronic 1-1211y thr-MOP 

ya sea microfluidizado en un emuisiO.n. su.brnicrômØtri.ca 0 

.centrlfugada pars .generar una emulsiOn con tamaflos do partioula 

al 
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mayores y (C) sistema adyuvante RIB IMR (RAS), (Ribi immunochem, 

Hamilton, MT) quo contiene 2 por ciento de Escualenp, 0.2 par ciento 

de Tweeri 80, y uno a mÆs componentes de pared celular bacterianos 

tales como monofosfolipidos A (MPL), dimicolato de trehalosa (TDM), 

5 y esqueleto do paredes celulares (CWS), preferentemente MPL + 

CWS (Detox), (2) so pueden user adyuvantes de saponina, tales 

como QS2I a StimulonMR (Cambridge Bioscience, Worcester, MA) o 

se pueden generar particulas a partir do los mismos, tales coma 

ISCOM (complejos lnmuno-estimulantes), cuyos ISCOM pueden ester 

10 desprovistos do detergentes adicionafes coma so descrfben par, 

ejemplo en la Publicaciôn Internacional Numero WO 00/07621, (3) 

Adyuvante Completo de Freund (CFA) .,y Adyuvante Incompleto de 

Freund (IFA), (4) citoquinas, tales como interleucinas (por ejemplo 

IL-I, IL-2, 1L- 4, IL-5, IL-6, IL-71 IL-12 (Pubitcacion Internacional 

15 Numero W099/44636), etc), interferones (por ejemplo Interferones 

gamma), factor estimulante do colonies de macrOfagos (M-CSF), 

factor de necrosis tumoral (TNF), etc.; (5) llpido A de monofosforilo 

(MPL) o MPL 3-0-desacilado (3dMPL) por ejemplo Patentes Numeros 

GB-2220221, EP-A-0689454, opcionalmente en I.e. ausencia 

20 sustancial do alumbre cuando so Use con sacÆridos de neumococos 

por ejemplo on Ia PublicaciOn Internacional Numero WO 00156358, 

(6) combinaciones do 3dMPL con por ejemplo, QS2I y/o emulsiones 

de aceite en ague por ejemplo en las Patentes Europeas Numeros 

EP-A-0835318, EP-A-0735898, P-A-0761231, (7) oligonucleOtidos 

25 quo presentan motivos CpG (Krieg, Vaccine 2000, 19, 618-622, 

S 

Krieg, Curr opin Mo! Thor 2001 3:15-24; Roman y colaboradores, 

Nat Med, 1997, 3, 849-854, Weiner y colaboradores, PNA$ USA, 

1997, 94, 10833-10837, Davis y colaboradores, J Immunol, 1998, 

150, 870-876, Chu y colaboradores, J Exp. Med., 1997, 186, 1623-

30 1631, Lipford y colaboradores, Ear. J Immunol, 1997, 27 2340-

23444 Moldoveami y colaboradores, Vaccine, 1988, 16, 1216-1224, 

Krieg y colaboradores, Nature, 1995, 374, 546-549, Klinman y 

colaboradores., PNAS USA, 1996, 93, 2879-2883, Ballas y 
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colaboradores, J. lm.munol., 1998, 157, 1840-1845; Cowdery y 

colaboradores, J Immunol, 1996, 156, 4570-4575, Halpern y 

colaboradores, Cell Immunol, 1996, 167, 72-78, Yamamoto 
y 

colaboradores, Jpn J Cancer Jes, 1988, 79, 866-873, Stacey y 

5 colaboradores, J Immunol, 1996, 157, 211672122, Messina 
y 

colaboradores, J immunol, 1991, 147, 1759-1764, Yi 
y 

colaboradores, J Immuno!, 1996, 157, 4918-4925, Yi 
y 

colaboradores, J Immunol, 1996, 157, 5394-5402, Yi y 

colaboradores, J Immunol, 1998, 160, 4755-4761, y Yl y 

10 colaboradores, J ImmunQi, 1998, 160, 5898-5906, Solicitudes de 

patentes internacionales N(imeros WO 96/02555, WO 98/16247, WO 

98/18810, WO 98/40100, WO 98/55495, WO 98/37919 y WO 

98/52581) esto as, qua contienen cuande menos un dinucleôtldo CG, 

en donde la citosina no estâ metilada, (8) un Øter de potoxietileno a 

15 un ester de polioxietileno, par ejemplo en la PublicactOn 

Internacional Numero W099/52549, (9) un tensoactivo de ester de 

sorbitÆn de polioxtetileno en combinaciOn con un octoxrnol 

(Publlcaclón Internacional Numero WO 01/21207) 0 Ufl tensoactivo de 

alquiI-eter o -ester de polioxietiteno on combinación con cuando 

20 menos un tensoactivo no iônico adicionat tat coma un octoxinol 

(Publicac16n Internacional Numero WO 01/21152), (10) una saponina 

y 

un oligoriucleotido inmuno-estimulante (por ejemplo un 

oiigonucleótido CpG) (Publicaclôn Internacional Numero WO 

00/62800), (11) un inmuno-estimulante con una particula de Sal 

25 metalica, por ejemplo Publlcación Internacional Numero WO 

. 00/23105, (12) una saponina y una emulsiOn aceite en agua, par 

ejemplo PublicaciOn Internacional Numero WO 99/11241, (13) una 

saponina (par ejemplo QS2I) + 3dMPL + 1M2 (opctonalmente 
+ un 

esterol) par ejemplo PubticaciOn Internacional Numero WO 98/57659 

30 (14) otras sustancias que actuan como agentes inmuno-estimulantes 

para mejorar Ta efictencia de ]as. composiciones Los pØptidos de 

muramilo incluyen N-acetit-muramil-L-treonll-D-isogtutamina (thr-

DMP), N-25-aceti1-normurarnil-L-aIanIt-D-isoglutamina (nor-MDP), N-
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aoetilmuramil.-L-alanii-D-isogiutaminhlL-alan.ina-2-(1 ’-2’dipaImitoil-

sri-glicero-3-hidroxlfosforllox.i)-etilamina MTPP), .etô. 

Las composiciones del a.ntlgeno pueden incjulr otros 

componentes, tales coma grados farmacŁuticos del manitol, lactose, 

5 almidôn,  est.eÆrato del ma.gnesio., sacarina del. sodlo, talco, celulosa, 

glucose, ..sucrose, magnesia, .carbonato,. 
y 

similares; Las 

oomp.osiciories pueden contener sustanclas auxiliares 

farmacØuticamehte aceptables segin Ia .requerido paraL acercarse a 

� las condicionesfisiológicas tales como agentespara ajustar 51 pH y 

10 neutralizantes, agentes, que ajustan la toxicidad. y similares, por 

� ejemplo, acetato del sodjo, cloruro do 80db, cloruro del .potaslo, 

� cloruro do calclo, lactatô dº.sodio 
y 

s1milares. La ôoncØntraciOn do 

antigeno en estas formulaclones puede varier extensamente, y se 

selecciona principairnente en base a los volimenes fluidos, las 

15 viscosidades, el peso corporal 
y 

.similares de aquerdo con el modo 

� . 

particular de .admlnistración Selecqionado y las necesidades del. 

paciente. Las.co.mposlclones resultantes pueden ester en la forma de 

una solución, suspension, tableta, pildora, cÆpsula pôlvo, gel, 

crema, loclOn, u.nguento, aerosol o.simitares. . . 

20 . La concentraciOn do antlgenos . . do la . invenciön en las 

formulaciones.farmacØuticas pue.de varier arnpliamente esto es de 

� menos de aproximada.æiente 0.1 par clento, usualmente en., o cuando 

menos aproximadamente :2 . por ciento, .hasta tanto comb 20 par 

ciento a 50 par clento a .mªs en . pesos y se2

 se.lecionarâ 

25 princlpalmente par volürnenes do fluldo, .vlscosidades, etc., do 

acuerdo con el modo particular de administraciOn seleccionado 
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en diferentes formulacones, las composictones pueden administrarse 

con un rØgtmŁn de dosificaciôn :igual a diferente (por Łjernpl.o por 

media de rutas iguales o diferentes, al mismo tiempo o en rnomentos. 
1. � . 

diferentes (par ej.empio en el mismo .o et diferentes dias)) y 

5 slmilares) En general Ia administ.raciOn de PS de-N-acetilados y 

conjugados deN-acetllad.os �descritos 
. aqut puŁde 1 realizarse en 

serie al mismo tiempo o como mazda, coma se describe:.rnÆs 

detalladamante adelante. P.referenternente Ia 
. administración as en 

serie con dosis repetidas de Ia administrÆciOn de PS �de-N-

� 10 acetitados. Los regimenes de inrnunizac.ión. de ejemplo se describen 

adelante con ms ..detalle. . .. . . 

En general is Inmunización se logra par medlo de Ia 

administraciOn a �travØs . de una via adeªuada, incluyendo la 

admlnistraciOn de Ia composición . oral, nasal, nasofaringea, 

15 parenteràl, entØrica, gastrlca, t6picÆ transdØrmica, 
. 

suboutØhea, 

intramuscular, en tableta, sólidO, puiverizado, 11quido, forma del 

aerosol, local o sistØ mica menta, con o sin exci.pientes agregados.. 

Los mØtodosreales para preparar las composiclones administrables 

parenterairnØnte son cociôcidos o evidentes para I.os.expertos en.la 

20 materia 
y se . 

d.escriben mØs. detalladamente en.. las publi.caciones 

tales corno Remington’s Pharmaceutical: Science, 15a. ed., Mack 

Publishing Company, Easton, Pensilvania. (1980). . 

Se reconoce qua los PS de-N-acetiladOs y los ., ôompuestos 

relacionados descritos . antes, cuando. se administran oralmente 
� . . :5 :deben protegerse. de Ia digestion. Esto �se  logra tipicamente al 

Scomplejar los PS de-N-acetiiados 
’ 

los conjugados de PS de-N-

acetilados con una composiciOn para volvorlos resistØntes a Ia 

hidrOlisis Æcida y enzirnÆtica o at 
� empacarlos . en un portador... 

� resistente apropiado tat coma una liposorna. Los medios pars 

30 proteger un compuesto de interØs data digestion son bien conocidos � 

en Ia tØcnlca. . � � . . . � 

Con eI :fjn de .. mejorar Is vida media en el suero, las 

preparaciones. antigenicas qua se inyectan tambin pueden 
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encapsularse, introducirse en el lumen de liposomas, prepararse 

como coloide, 0. pueden utilizarse otras tØcnicas convencionaleS que 

p.roporcionen .una vida media en el suero extendida de los peptidos. 

Una .varledad de mØtodos estÆn disponibies para preparar liposomas, 

5 como por ejemplo los descritos por Szoka y colaboradores., Ann. 

Rev. Biophys. Bioehg. .9:467 (1980), paten.tes norteamericanas .Nos. 

4,2358717 4,501,728 y 4,837,028. Las preparaciones tamblØn: se 

pueden proporcionar en formas �de liberaciOn controlada o �de’ 

liberaciôn lentà, para liberar 
y administra.r. las prepa.raciones de 

.10 antigeno como una mezcla en una forms en serie. 

Las composiciones se administran a un sujeto en riesgo de 

adquirir una enfermedad por Neis.seria para prevenir .o cuando menos 

detener parcialmente el desarrollo de la enfermad y sus 

compilcaciones.. Una cantidad adecuada para logar esto se define 

15 como "dosis terapØuticamente efectiva". Las cahtidades eficaces. 

pars eluso terapØuticô dependerÆn do por ejemplo; la composición 

del antigeno, la manera de la administracion, el peso 
y 

el estado de 

la salud general del paciente, 
y 

el juicio del medico que prescribe. 

Las dosis ünicas o multiples de las composici ones. del. antigeno se 
� 20 pueden administrar depeædlendo de :la doslficaciOn y de la frecüencia. 

requeridas y to.leradaspor.ei paciente, 
y 

is via deadministración. En 

general, la.lhmun.lzaclon se proporcionà. para obtener una respuesta 

inmune en el paciente, en el cual  la invenciôn puØde proporcionar la 

ventaja de que la.. inmunización no produce los anticuerpos 

25 detectablØs qua reaccionan con el polI-Æcido. siÆlico en el sujeto, y 

pueden incluir la producclóri de los anticuerpos bactericidas .para N. 

meningitidis.Æsi como para KI de E. coIi Dicho de otra .rnanera, la 

inmunización con las composiciones de. la invenclôn no produce 

ning.una respuesta de auto-anticuerpos clinicamente. relevante 

30 diriglda contra el Æc.Ido slÆlicO del hu.Øspa.d. 

RØimen de.inmunizaólón . 

Los conjugados. de poflsacÆrldo de-N-acŁtllados se administran 
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a un huesped de una manera que proporciona la producción de 

anticuerpos anti -PS selectivos, en particular anticuerpos anti-NmB 

PS, con una produccion de auto-anticuerpos del huØsped escasa o 

no detectable. 

5 En modalidades particulares, las composiciones de antfgenos 

descritas en la presente, se administran en serie. Primero, se 

administra a un sujeto una dosis inmunogØnicamente efectiva de un 

polisacârido de-N-acetilado (que puede estar conjugado a un 

portador, y puede toner o no excipientes). La primera dosis 

10 generalmente se administra en una cantidad efectiva para producir 

una respuesa inmune (par ejemplo ativaciOn de las cØlulas B yb 

T). Las cantidades para la inmunización inicial generalmente se 

encuentran en el intervalo de aproximadamente 0.001 miligramos a 

aproximadamente 1.0 miligramos par paciente de 70 kilogramos, rnÆs 

15 cominmente de aproximadamente 0.001 miligramos a 

aproximadamente 0.2 miligramos . por paclente de 7.0 kilogramos, 

usUalmente de aproximadamente 0.005 miligramos a 

aproximadamente 0.015 miligramos por paciente de 70 kilogramos, 

Pueden usarse dosis de aproximadamente 0.001 miligramos hasta 

20 aproximadamente 10 miligramos por paciente at dia, particularmente 

cuando of antlgeno se administra on un sitio apartado 
y 

no en la 

corriente sangumnea, tat coma en una cavidad corporal o en el lumen 

de un ôrgan,o. Son posibles dosis sustancialmente mayores (por 

ejemplo de 10 a 100 miligramos a mØs) en Ia administración oral, 

25 nasal,o tØpica. 

. DespuØs de la administración de la primera composiciOn de 

antigenos del pollsacÆrido de-N-acetilado, se administra at sujeto 

una dosis terapØuticamente efectiva de una segunda composiclOn de 

antigenos (por ejemplo, polisacarido de-N-acetilado, opcionalmente 

30 conjugado, 
y 

con a sin excipientes), des-puØs de que este sujeto haya 
sido estimulado inmunolOgicamente par medlo de la exposición .a la 

primera dosis El refuerzo puede administrarse dias, semanas 0 

meses despuØs de la inrnunización iniclal, dependiendo de la 
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reŁpuestay condic.ión del paciente . . . . 

La�existencIa de Una respuesta inmune ante Ia primera 

composlôión de antigenos puede determinarse par media de mØtodos 
conocidos (por ejemplo, al obtener suero deV indivlduo antes. y 

5 despuØs de la inmunizaciOæ Inicial, y demostrando un camblo en el 

estado inmune del individuo, por ejemplo. un ensayo de 

inmunoprecipitac.ión, .0 Ufl. ELISA, o un ensayo batericida., o un... 

Western, blot, 0. Un ensayo de citometrIa de flujô, o airnllare.$). yb 

dernostrando qua Ia magnitud de ta respuesta inmune a Ia segunda 

10 inyecçiOn as mayor qua ía de los animateS de control inmunizados 

par primera vez con la composicion de ma. teria usada pare Ia 

segunda inyeccOn (por ejemplo, estlmuló inrnunólogico). El estimulo 

inmunolôgioo  yb. Ia existencia de una respuesta inmune ala primera 

compôsición do antfgenos tambien puede asumirse por media de Is 

15 espera durante �un perlodo de tiempo despuØs  de la primera 

i.nmunizacion .que,basàndose en Ia eperiencla previa, sea un tiempo 

suficiente pare qua. haya tenido tugar una respuesta inmune y10 pare 

qua se haya realizado el estlmulo, par ejemplo 2, 4, 6, 10, ô 14 

semanas. Las dosificaciones de re.fuerzó..de Ia segunda composiciOn 

20 de antlgenos :tfpi.carnente sonde aproximadamente 0.001 miligramos 

a aproximadamente .1.0 miligramosde antigØno, depindiendo de la 

naturaleza del, inmunógeno  y de Ia via de inmunizaci:’ön.  . 

En ciertas modalidadespreferidas, seadministra at sujetouna 

dosis .. terapØuticarnente efectiva de una . tercera - �composlciôn 

25. antignica preparada,’ despuØ.s de . .que el indivlduo haya sido 

estimulado,y/o hay a presentado una respuesta inmune a Ia,. segunda 

comp.osición do antigenos. La tercera composiciOn de antigenos 

pueden sØr un polisacÆrido de-N-acetilado a un conjugado de 

pollsacÆrido de-N-acetitado. El tercer refuerzo puede ear : 

30 administrado dias, semanas o mesas despuØs do (a segunda 

inmunizaciOn, dependiendode Ia respuesta y condicion del sujeto. 

- La . existencia de estimulo yb do una respuesta inmune a Ia 

segunda composiciOn de aritigenos puede determinarse por los 
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mismos mØtodôs usados para detectar una: respuesta inmune a Ia 

segunda composiciOn.de antigenos. La exlstencia de.estimuloy/o de 

una respuesta inmune a Ia segunda composiciOn de antigenos 

tamblØn puecle asumirsØ al esperar un periodo de tiempo despuØs .de 

5 Ia segunda inmunización que, basÆndose en La Łxperiencia previa, 

sea un tiempo .suficiehte para que .haya tenido lugar una respuesta 

inmune, por ejemplo 2, 4, 6, 10, ô 14:semaflas. Las dosificaciônes de 

refüerzo de Ia  segunda composición  de antlge.nos generalme.nte son 

de aprox.irnadam.ente 0.001 millgramos a �aproximadamente 1.0 

10 miligramos de antigeno, dependlendo de Ia naturileza del 

inrnu.nogeno 
y 

de là via de inrnunlz.acIOn. 

La presenteinvención edemas contempta el uso do Una cuarta, 
� 

quinta, sexta ö mayor inrnunizaciôn de refuerzo, usandouna cuarta, 

qulnt.a o sexta corn posiciôn de antigenos. . � 

15 En unamodal.ldad.eI polisacØrido de-NacetiIado o el conjügado 

de polisacarido de-N-acetilado seadministra.cuando menos una vez, 

� usualmentecuando menos dos vØces, 
y 

en a.lgunas.modaliddes mÆs 

do dosve.ces. . . . . . 

En una modalidad:, el derivado do polisacØrido deN-acetlIadô  0 

20 el conjugado do polisacÆrido de-t4-acetllado se. administra como Ia 

primers composiciOn do antigenos para estimular Ia respuesta 

.ln.mune. :Las. complosiciones de antIgenos subsecuentemente 

administradas (por . ejemplo, las dosis do refuerzo) pueden ser do. 

deriv.ado de. polisacÆrido dØ-N-ac.Øti lad o o del cónjugado de derivado 

25 dØ potisacÆrido de-N-acetilado, o puŁden ser do una composicion do . . 

antigenos que refuerce la respuesta .inmune estimülada a Ia primera 

compos.iciOn de. antigenos, pore cuya.composiciOn do. antigenos no 

estÆ necesariam.ente d.iseæada para evitar o mitigar una respueàta do. 

auto -anticuerpos en of huesped. En �esta modalidad, las. 

30 .. composióiones do antigenos administradas despuØs de Ia dosis do 

estimulo inicial, pueden ser, por ejemplo, una preparación vesiculas 

(por .ejernplo una preparación do .vesIuIas y/o de micro-vosiculas do 

membrane exterior), una pre.paraclon de una 0 mÆs protelnas 
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tales como ELISAs; ensayos tipo biotirta/avidina; radlo-inmuno-

ensayos; inmuno-etectroforesis; lnmuno-precipitaciOn y s.i.rnilares. La 

reacciones generalmente incluyen marcas roveladoras tales como 

marcas fluorescentes quimilurniniscentes, radioactivas, enzimÆticas o 

5 molØculas de tlnte, u otros mØtOdos para detoctar la f.ormaciôn do un 

complejo entre el polisacÆrido en la muestra y el o los anticuerpos 

que reaccionan con 
el mismo. 

Los ensayos anteriormente mencionados generalmente 

incluyen la separaciOn del anticuerpo no enlazado en una fase 

10 liquida, de un soporte en fase sólida at cualse.enlazanlos complejos. 

do polisacÆrldo-anticuerpo Los soportes sôtidos quo pueden usarse 

en la prØctica do la invenciôn  incluyen sustratos tales como 

nitrocelulosa (par ejemplo, en forma de membrana o pozos do 

microtituIacin); poli-cloruro do vinilo (por ejemplo, lamiriados o 

15 pozos do microtitulación), latex de pollestireno (por ejemplo, perlas a 

placas de rnicrotitulacin); poll-fluoruro de vinilideno; papel 

diazotizado; membranas do nylon; perlas activadas; perlas de 

respuesta magnØ.tica, 
y 

simitares. 

TIpicamento, primero se hace reaccionar un soporte sólido con 

20 un �componente en face sOflda (par ejemplo, un anticuerpo anti -PS) 

bajo condiciones de enlace adecuadØs, do tat forma quo el 

componenite so inmovilice suficientemente sobre el soporte Algunas 

veces, la inmovilización art at soporte puede mejorirse acoplando 

primero 
& 

anticuerpo a una protelna con mejores propiedades de 

25 enlace, o quo proporcione la lnmovilizaclón de los anticuerpos sobre 

el soporte sin pŒrdida significativa de la actividad a especlficidad de . 

enlace do anticuerpos Las protelnas do acoplamiento adecuadas 

incluyen, pero no so limitan a, macromolØculas tales como albüminas 

de suero, incluyendo �albümlna do suero bovino (BSA), hemocianina 

30 do limpete �de orificlo, molØculas do InmunoglobUlina, tiroglobutina, 

ovatbümlna,  y otras protelnas bien coniocidas pars los.expertos en la 

tØcnica. Otras molØculas que pueden usarse para enlazar los 

anticuerpos a soportes incluyen polisacØridos, poli-ªcidos IÆcticos, 

323 

19 1 
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PS de E.coli), bajo condiciones de enlace adecuadas. DespuØs de 

15 lavar para., retirar cualquier ligarido no enlazado, se agrega una 

fracciOn eniazadora secundaria bajo condiciones de enlace 

adecuadas, en donde el enlazador secundario puede asociarse 

selectivamente con el ligando enlazado. Entonces se puede detectar 

ci eniazador secundario usando tØcnicas Wen conocidas en este 

20 campo. 

MÆs particularmente, cc puede emplear un mØtodo ELISA, en 

donde los pozos de una placa de microtitulaciôn se recubren con 
,,un 

anticuerpo anti -PS de-N-acetilado de acuerdo con Ia presente 

invenciOn. Luego se agrega a los pozos recubiertos una muestra 

25 biolOgica que cont enga o que Sc sospeche que contiene ci 

S 
polisacÆrido (particularmente NmB PS o PS KI de E. coil). DespuØs 

de un periodo de incubaciôn suficiente para permitir en enlace de 

anticuerpos, la placa puede lavarse pare retirar las fracciones  no.,2 

enlazadas, 
y 

se agrega una molØcula de enlace secundaria 

30 etiquetada de forma detectable. La molØcula de enlace secundaria 

se d 1 reaccionar con cualquier antigeno capturado, Ia place se 

lava, y to detecta Ia presencia de una molØcula de enlace secundaria 

usando los mØtodos bien conocidos en is tØcnica. 
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.inmunogŒnicos. Asi, par ejemplo, los anticuerpos de:: mu.rinb o 

porcino administrados .a an ser humano frecuen.temente ln.ducen una 

raspuesta .inmunolOica contra el anticuerpo. Las propiedades 

inmunogenlcas delanticuerpo se re.ducen.aI alterar porclon.es otodo 

5 el anticuerpo an las secuenclas caracteristicahiente hurnanas 

produciendo.. as[ anticuerpos quirnØricos 0 hurnanos, 

respectivarnente. . . . .. 

Los anticuerpos quImØrcos son moleculas de Inmunoglobulina 

que contlenenuna porciOn humana y una porciOn no hurnana. Mae. 

10 especificamente, la region que combina el :antigeno (0 regiOn 

variable) de Un. anticuerpo quimerico humÆnizado. se dØriva de una 

fuente no humana (par ejeæiplo, murino), y La region co:nstante del 

anticuerpo quimerico (que confiere una, funci6nde efectorbiologico a 

là inmunoglobulina) se deriva de una fuente humana. El anticuerpo 

15 quimOrico . preferentemente �tienØ ia espectficidàd dØ 1 enlace de 

antigeno de Ia molØcula de anticuerpo no hurn.ana .y Ia .función  -de 

efectora conferida. por la molOcula de. anticuerpo: hurnana. U   gran 

nUrnero de metodos para generar anticuerpos quimØricos son bien 

conocidos par los :exPerths an . la tØcnica . (var, par ejemplo, las.. 

20 Patentee de los. Estados Unidos de : Nortea.mØr.Ica Nmeros 

5,502,167, 5,500,362, 5,491,088; 5,482,856, 5,472,693,5,354:,847,. 

5,292,867, 6,231$026S-,5,204,244, 5,202,238,:.6,16.9,939, 51081,235; 

5,075431 . y 4975,3.69). Un planteamiento alternativo as Ia 

generaclOn de anticuerpoS.hurna.nizados mediante elerilace de las 

25 regiones CDR de los anticuerpos no humanos a las ......ones 

constantes humanas mediante tØcnicas de ADN recombinante Ver 

Queen y colaboradores, Proc. Nat!. Acad. Sc!., . E.U.A. 86: 10029-

10033 (1989), y Ia PublicaciOn Internacional Nmero WO: 90/07861. 

En una. modalidad preferida, se utiliza el vector do ADN 

3.0 recomblnante para transfectar una linea cetular qua prduzca un. 

anticuerpo contra un pOptido de Ia invenciOn.. El vector. de ADN 

recombina.nte novedoso contiene un "gen de reemplazo" para. 

reemplazar todo 0 una porciOn del gen qua codifique Ia region 
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constants delnmunoglobu:lina en una lfnearcetutar.(por ejemplo, un 

gen de reemplaz.o puede codificar toda. .0 ulia .po.rciôn� de una region 

óonstante de. unainmunoglobulina humana. o unà class especifica de 

inmunoglobuilna), �.y una �"secuencia objetiva" qua permita �... Ia 

5 recombinaciOn homologa dirigicla con �. las secuencias 
r 

de 

inmunoglobulina dentro de Ia cØlula productora de anticuerpo 

En otrarnodalldäd, se utilize .un vector de ADN recombinante 

Para transfectar una linea celular qua produzca � anticuerpo qUe. 

tenga una funciOn . efectora deseada (pot . ejemplo, una 
regiOn 

10 .- constants de una lnrnunogtobuRna humana) en cuyo caso, el- genIde 

reemplazo contenldo an at vector recombinante puede codlficar toda 

o a una porciOn de una region de un anticuerpo, y Ia secuencia 

objetiva contenida en 
el 

vector recombinantd peræi.ite Ia 

recambinactOn homologa y Ia modificaciOn genØtica dirigida dentro 

15 de Ia cØtula productora de anticuerpo En cualquier modalidad, 

cuando sotamente se reemplaza una porciOn de Ia region variable a 

constants, at anticuerpo quimOrico resultants puede definir at mismo 

antlgeno y/ola misma funciOn efectora, ytodavia $p  puede alterar 0 

mejorar, de tat forma quo at anticuerpo quiæierico pueda. derno.strÆr 

20 una mayor especificidad antigenica, mayor constants do enlace de 

afinidad, mayor functOn efectora, o mayor secreciOn y producciOn par 

parts de Ia Ilnea celular productora de anticuerpo transfectada, etc 

En otra modalldÆd, esta invenciOn p.rove:e Ids anticuerpos 

completamente humanos Los anticuerpos humanos consisten 

25 completamente en secuencias de pollpeptidos rl caractesticamente 

human 
as. 

Los anticuerpos humanos de esta invenciOn puederi 

producirse por medio de una amplia variedad de mØtodos (ver, ’.por 

ejemplo, Larrick y colaboradores, Patents de Ids Estados Unidos de 

NorteamØrica Numero 5,001,085) En una modalidad, los anticuerpos 

30 humanos de Ia presents invenciOn se producen inicialmente en 

celulas trioma (descendientes de tres cØlulas, dos humanas y una do 

ratOn) Los genes que codifican a los anticuerpos entorices se clonan 

y se expresan on otras cØlulas, particutarmente cØlulas de mamifero 
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no humano.. El plantearniento general Para producir anticuerpos 

hurnanos por medio de tecnologla de trioma haL sido descrito por 

Ostbergy colaboradores, (1983), Hybridorna2;.361-367, Ostberg 

Patentede los Estado.s Un.idos de Nortearne:rica.Nümero 4,634,664, y 

.5 Engeim.Æn y coiabora..dores, Paten.te de los .:Estados Unidos de 

Norte.a.rnerlca NCimero 4,634,866. Se . ha encontrado quo: los triomas 

producen anticuerpos mÆs establernente qüe los hibridomas 

ordinarios hechos de cØlulas humanas. . . . 

Los mØtodos Para producir y formula.r anticuerpos adecuados 

10. .para la adrninistración a un sujeto (par ejemplo, un.sujeto .hümano) 

son bieæ cônocidos en la tØc.nica. Por ejemplo los anticuerpos 

.pueden proporcionars�e en una cornposicion farmacØutica qua 

contenga :una cantidad efectiva dc un anticuerpo y exciplentes 

farmacØuticos (par ejemplo, so.lución sauna).. La composición 

15 farm.acØutica puØde opcionalmente incluir otrôs aditivos (por ejemplo, 

reguladores del pH, estabilizadores, co.n.servadores,.y simitares). 

Una cantld:ad efectiva de anticuer.po es gen.eralrnente: una cantid:ad 

efectiva

 

..Para proporcionar protección contr.a enferm.edades par 

Neisseria, o enfer.medades por KI .de E col!, .0 los sintomas, durante 

20 un p.eriodo de �tiempo deseado, por ejemplo un periodo de cuando 

menos aprOxirnÆdarnente 2:dtas a lOdiasol me.s a 2 meses, 

MTODOS PARA: IDENTIFICAR EPITOPOS DE POL!AClDO . 

SALJCO .. . . . 

25 La invención .tarnbiØn proporclôna mØtodos p.ara �i.dentificar. un. 

epitopo de poll-Æcido stalico (PSA) enlazado por un anticuerpo En 

general, estos mØtodos inciuyen porter en contacto un derivado �dŒ.. 

poiisacÆrido (tarnbiØnreferido en La presente çomo derivado de poll-

� . Æcido siÆIico.. (PSA)) con un anticuerpo, bajo condiôibnes adecuadas 

� 30 pare la formaciôn  de compiejos de antlgeno-anticuerpo del 

anticuerpo.: y el derivado de pousacØrido. El complejo de antigeno-

anticuerpo entonces Se pone on contacto. con una enzirna apropiada 

(por ejemplouna sialidasa.,por ejemplo una endo- o exo-sialidasa, 
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diferencias como se observan postertormente (Guo, Z y Jennings, 

H an 2001, N-Propioniiation En Meningogoccal Vaccines Methods 

and.:Pro.toc.otos. A J.� Pollard, y C. J. Maiden, eds,:.Huma-na. Press, 

Inc., Totowa, N.J.. pagina .55) come sigue, Para’ producir. Jos 

5 derivados de polisacÆrido de la, presente invención Se disolvieron 

Æcido colomlnico o NmB PS (231 miligramos, Sigma-Aldrich 

Chemical Co., St Louis, MO) 
y 

20 miligramos de borohidruro de 

sadie (Sigma-Aldrich) en 10 mililitros de NaOH 2M y as calentaron 

a 100°C an on. tuba sellado (Pierce Chemical C o., Rockford, IL) 

10 durant.e 6 horas. 
. . 

Las condiciones de la reacciór, de de-N-acetilacton difieren 

de aquØllas descritas por Guo 
y 

Jennings En luger de producir un 

derivado de pcitsacÆrido cornpletarnente de-N-acetilado como as 

descrito per Goo: 
y 

Jennings, at producto contiene normalmente et 

15 20 por cierito de residuos de N-acetilo como Se determine mediante 

at ensayo de resorcinol descrito posteriormente La Eigura I 

proporciona la estructura de on polisacarido de-N-acetjlado de 

ejemplo El planteamiento descrito an I   presents tiene ventajas 

Para’ la preparaciOn de derivados de polisacÆrido que contienen 

20 una mazda de residuos de N-acetito y N-acilo (per ejempto, N 

propionilo, N-butanollo, etc), asi come pars preparar derivados de 

polisacÆrido qua contienen una mazda de residues N-acettlados y 

de-N-acetilados, ye qua asegura que un minimo del 20 por clento 

de los residuos sean N-acetilados Tambiert la adición de 

25 borohidruro de sOdio reduce la cetona an at extreme de reducci&n 
. del poU.sacrido hasta on alcohol y; tamblØn una imina 4ue podrla 

formarse entre at grupo amino de-N-acetilado y Ia cetoria de C2 del 

residuo del extreme de reducciOn haste una arnina secundaria Los 

derivados de NmB PS que contenlan residues con grupos N-

30 acetilo, sitios de-N-acetito, y una amine secundaria cictica an: at 

residue del extreme de reduccion, se enlazaron mediante los 

anticuerpos monoclonales anti-NmB PS, no auto-reactivos 

(anticuerpos monaclonates "SEAM", Figura 2) (vØase at Ejemplo 3 
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posteriormente) y.,.�por Jo tanto, son lmpor.tantes antIgertos pars 

producir anticuerpos capsulares anti-MmB no auto-reactivos 

protectores. : 

Despues de enfriar Ia soluciOn a temperatura a’mbiente, Aa 

5 solucton se ajusto a pH de 8 0 con HCI 2M, se diaiizô contra aqua, 

y 

se hofplizO El pofisacÆrfdo se volvia a suspender en 2 mililitros 

de 0 1 X PBS (KH2PO4 0.1 MM, Na2HPO4 1 mM, NaCI 13.7. mM, ’KCI 

.0 ,27 mM, pH de 7 0), se centrvfugo (5000.x g) durante 10 minutos 

para remover el material precipitado En contraste con los mØtodos 

10 de Guo 
y 

Jennings, of polisacÆrldo resuspendtdo so cargo an una 

columna do 1.5 centimetros x 25 centimetros de Toyoperl HW-55F 

(Supe.Ioo, Belefonte, PA) equilibrada con O.IX PBS. Las fraccionØs 

qua so eluyeron con una mesa aparente mayor de 10 kDa so 

combinaron y so Uofltizaron La cotumna HW-55F so catibrO 

15 utilizando dextrano azut, albumins de suero do bovitlo, oval bumina, 

anhidrasa carbOnica y el derivado trinitrofentlico de dshidrazida 

del Æcido atipico coma estÆndares (Sigma-Aldrich) 

Se acilaron los grupos amino libres at volver a suspender el 

polisacØrido (aproxlmadamente 100 miligramos) an 5 mililitros de 

20 NaOH  6.1. M, 
y 

agregando 0.2 milifltros do anhidrido de acilo (par 

ejemplo, anhidrido idel acido acØtico o anhidrido del acido 

proprOnico) en 5 alicuotas con agitactOn durante varias hares (No 

se incluyO el anhidrido acØtico an los derivados previamente 

� preparad.os par Gu.o:y Jennings). El pH do 1asoluc�ion so mantuvoa. 

25 aproximadamente 8-9 agregando NaOH 2 M comb fuera requerido 

El pH dc .lasoLuci.n so elevO a aproxirnadamentØ 12 durante I 
. 

hora pars remover los grupos 0-acilo, luego se dismrnuyO a un pH 

do 8 utilizando H C 1 2M, I.A. sofuctOn se dializO, so liofUiza, 
y 

el 

producto so purificO 
y 

se liofilizO como so describe anteriormente 

30 Aunque Is mayoria do los grupos ammo so acilaron on este 

procedimiento (90 par ciento), algunos grupos amino no so 

derivaron 
y 

si.gWe.ron.slendo grupos amino fibres. 7.La eficiencia.de. 

la acitaciOn depende de Ia solubilidad del anhidrido do Æcido on 
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agua Par to tanto, la, acilacton con anhidrido propiônico, el cual es 

�rnenos soluble en..agu.a que el .an.hldrido acØtico, dard ôomo 

resultado una cantidad mayor do grupos amino libres quo el 

anhidrido acØtico Los residuos que contenlan el polisacrido con 

5 loS sitios N-acetllo se enlazaron mediante Ios anticuerpos 

monoclonafes SEAM (vØsse of Ejemplo 3, posteriormente) y os par 

lo tanto, un deterrntnante importarite para producir anticuerpos 

capsutares antt-NmB no auto-reactivos, protectores, 

Be produjeron fragmentos mÆs pequefos del polisacÆrido 

10 (grado promedio do polimerlzaciôn [0p),30) medinte tratamiento 

con Æcldo Una porción del N-acllo NmB PS (20 miligramos) so 

disolvióen 5 m.ililitros deNsOAc O.2M,.pHde 5.1, ysecalentO a 

70°C on un tuba s&lado durante 30 minutos La solución so 

� 

di.a�lizó, liofUizO, :pUTiflCó y tiofitlzÔ .de nuev.o coma se. describe. 

15 anterlormente 

Ademas do producir el polisacÆrido que tierie un 1p quo es en 

promedto mÆs pequeno quo aquet dot polisacarido do partida, el 

tratarn.io.nto con Æcido da como resultadoIafo�rrnacionde..Iactonas 

entre el grupo carboxilo do Cl 
y eV grupo OH do C9 del residuo 

20 anterior (Figura 3).: Se puede prese.nta.r. pol�isacÆrido quo co:ntenga. 

cantidades pequeflas do lactona en ía cÆpsuEa bacteriana NmB, 

poro es Improbable quo ocurra esto en el poti-Æcido sialico 

humano La presencia do pequeflas cantidades do lactona en NmB 

PS puede ser Importante para producir anticuerpos capsularos 

25 anti-NmB no auto-reactivos, protectores 

So introdujeron grupos aldehido en los extremos no reductor 
. y 

reductor del pollsacÆrido para utilizarse en uniOn covalente con 

un.a..protef.na..portadora. El polisacÆrido.(20.mlligrarnós) so disolviO 

en I mihlitro do regulador de NaOAc 0.1 M, pH do 6 5 Se agrego 

30 meta-peryodato do sodto (5 miligramos, sigma-Aldrich), 
y 

Ia 
� solI�uciôn  se rnantu.vo en la oscuridad.dura.nte 30 .rninutos. So 

degradO el Nat04 restante agregando 0,1 mitilitros de etitenglicol 

at 10 par ciento (peso/volumen) en agua, y so dejo durante 30 
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placa se sellO con una cubierta de placa y se calertô en un baæo 

de agua en ebutltciôn durante 30 minutos DespuŁs de enfriar a 

temperatura ambiente, so agregô alcohol isoamitico (600 

microlitros) y so mezclô utuizando una pipeta Las fases se 

5 permitieron separar y Ia caps de alcohol isoamitico superior se 

removiO hacia una placa microtituladora limpia 250 microlitros del 

extracto de alcohol isoamilico 
y 

Ia solucion acuosa inferior 80 

transfirieron de modo separado a una placa microtitutadora de 

poliestireno 
y se mldio Ia absorbencla a 495 nanOmetros 

y a 580 

10 nanômetros 

La cantidad de Æcido N-acetil-siÆlico so determ,nó a partir do 

la absorbencia de Ia fracciôn do alcohol isoamilico a 580 

n a.n.6,metro 911 y is cantidad do acido N-acetil-sialico so determinó a 

partir Ae la, absorbencla do la fraccion acuosa a,496 nanómetros 

15 on comparación con una curva estÆndar para cada uno La 

cantidad del Æcido de-N-acetil-siÆhco se corrtgió pare Ia cantidad 

de de-Nacetftación que ocurre durante ef paso de hidrólists âcida 

del ensayo at medir Ia cantidad do de-N-acetilaciOn quo ocurro en 

at .ºstªndar.de tic idO: sÆtico. 

20 

PurificaciOn de HPLC on Faso inversa do derivados do 

� 

NmB PS .que con.tlenen grupol aiqullo. do .cadena larga. 

Los derivados do NmB PS quo contlenen grupos aiquilo de 

cadena larga (es decir, ?C8) (por ejemplo derivados do 

25 dodecitamina) se separaron mediante HPLC on fase inversa 

utilizando una cotumna Poros RIFH y to Estación de Trabajo do 

Cromatogrefla de Perfusiôn BIoCAD Los derivados se eluyeron 

con un gradiente desde el 0 par clento hasta el 80 par ciento do 

acetonitrito  on regulador do acetato de amonio 20 mM, pH do 6.5 

30 durante 30 mlriutas, a una velo-cidad de ftujo do 5 mililitros par 

minuto Las fracciones (1 mililitro cada uno) se recolectaron 

Las fracciones quo contenlan derivados ique eran reactivas 

COO los anticuerpos monoclonales (por ejempio, SEAM 3, SEAM 12, 
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Granoff y colaboradores, 1998, supra) se determinaron agregando 

100 microlitros de dada fracciôna  un pozo de,una placa 

microtituladora de 96 pozos (Immulon II, Dynatech) e incubando Is 

placa a 4 grados C durante la noche. Las places se lavaron con 

5 regulador de PBS (5 veces) 
y 

se bloquearon con regulador de PBS 

conteniendo I por ciento (peso/peso) de aIbimina de suero de 

bovino (Sigma; regulador de bloqueo) durante 1 hora a temperature 

ambiente. Los anticuerpos se diluyeron en regulador de bloqueo 
y 

se agregaron a la jolaoa (100 microlitros por pozo). DespuØs de 

10 incubar I   placa durante 4 horas a temperatura ambiente, las 

placas se lavaron con regulador de PBS (5 veces), y se agregô el 

anticuerpo de conejo anti-conjugado de fosfatasa alcalina de ratón 

(Zymed) diluido en regulador de bloqueo. DespuØs de incubar una 

hora adicional, las placas se lavaron (5 veces) con regulador de 

15 PBS 
y 

se detectô el anticuerpo de.enlacet.agregAndo sustrato de 

fosfato de p-nitrofenilo en regulador de carbonato de sodlo 50 mM, 

PH de 9, conteniendo M9Cl2 1 MM. Se midio Is absorbencia a 405 

nanOmetros despuØs de 30 minutos de incubaciôn a temperature 

ambiente utilizando un lector de placas microtituladoras Modelo 

20 BioRad. 

Espectroscopla% de mesas MALDI-TOF de derivaclos de 

dodecilamina del extremo no reductor de NmB PS. El solvente en 

fracciones obtenidas de la HPLC de fase inverse se evaporo 

utilizando un SpinVac (ThermoSavant). El residuo se disolviO en 

25 acetonitrilo/agua (1:1). Una matriz de trihidroxi-acetofenona 
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agregaron a cads pozo 100 microhtros de N -Pr MenB PS 

biotinilado diluido a 1:800 en PBS, 
y 

se incubaron a 37  CC 

durante 2 horas. Las placas entonces se lavaron tres veces con 

PBS y los pozos se Ilenaron con 250 microlitros de regulador de 

5 bloqueo (PBS conteniendo albCimina de suero bovino al I por 

cierito [BSA] 
y 

azida de sodio al 0.1 por ciento; [pH de 7.4]) 
y 

luego se incubaron durante 30 a 60 minutos a temperatura 

ambiente en los sitios de enlace no especificos de bloqueo. Las 

placas se lavaron tree veces con regulador lavado (PBS 

10 Tween 20 al 0.1 por ciento - azida de soclio al 0.1 par ciento; 

[pH da 7.40]). Los anticuerpos monoclonales capsulares anti-

NmB no auto-reactivos se diluyeron previamente a 

concentraciones para  der una OD de 0.5 a 1.0 despuØs de 

aproximadamente 30 min utos de incubación con el sustrato. Los 

15 anticuerpos monoclonaies se agregaron a pozos de placas de 

replica, cada uno conteniendo una concentraciôn de inhibiciôn 

final de 100 microgramoslmililitro N - Pr NmB PS de alto peso 

molecular, o derivado de polisacÆrido, o regulador solo. Las 

placas se cubrieron e incubaron durante Is noche a 4 grados C. 

20 Al die siguiente, los pozos se lavaron cinco veces con regulador 

lavado 
y 

se incubaron durante 3 hors’s a 4°C con 100 

microlitros/pozo de anticuerpo policlonal ant-ratón conjugado 

con Josfatasa alcalina (IgA + lgC + 19M: Zymed) diluido a 

1:2000 en regulador de diluciOn. Las placas entonces se lavaron 

25 con regulador de tavado, 
y 

se agregaron a cada pozo 100 





concentraciones inhibidoras para todos los derivados se 

incrementan despuØs do  la oxidaciôn, es probable que el 

epitopo reconocido por los anticuerpos monoclonales estÆ en 
e pir r #4ii ,. A ri r r � il ii,’ , A ri Acd I rt fl I 

anticuerpos SEAM puede bloquearse mediante los derivados de 

25 polisacÆrido que contienen los residuos de de-N-acetilo y, de 

. este modo demuestra quo los residuos de de-N-acetilo estân 
...-- __ i... ,____ 
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eFor.ganlsrno.de. prueba so cultivó durante aproxirnadamente 2 

horas 8 Ufl Ałłnm do aproximadamente .0.6. Despues do lavar Is 

bacteria dos veces en regulador do Gey que contiene albumina 

do suero bovi.no all por ciento (BSA; grado RIA, Sigma-. 

.5 .A.Idrich),aproximadamente se agregaron do 300 a 400. CFU. a La 

mazda de Jeacci6n. El :ensayo sereallzó con at. cornplØmento 

do conejo (suero de coriejo be’ b6 combinado obtenido en 

Cedarlane, Hornby, Ontario, CanadØ) La mezcla de reacciOn 

final do 40 microlltros contuvo el 20 por clento do anticuerpos 

10 rnonoclonales do comptemento (vofumen/volumen), diluidos en 

regulador do BSA al I por ciento de Gey con o sin )nhibidor 

CFU/ml on las mezclas do reacción so determinaron despues do 

un cultivo durante Ia noche en agar de chocolate (Remel 

� 

Rancho Cordova, CA) Las tltulaciones 0 concentraciones 

15 bactericidas se definieron como Ia diluclon en suero (a 

concentraciôn de anticuerpo) quo da coma resultado una 

reducción  del 50 por, el onto on Las unictades do formaciôn do 

colonies (CFU) por mililitro despuØs do 60 minutos de 

incubactón  do Ia bacteria en Ia mazda do reaccion, 

20 comparÆndoso con las CFU por mililitro de controlen el..bernpo 

0.. Tlpicamente, Ia bacteria incubada con el anticuerpo y 

complemento do control negativo mostrO an aumento del 150 al 

200 per ciento en las CFU/mflhlttro durante los 60 minutos do 

incubacion 

25 Como se describe en el Ejemplo 2 -at enlace del 

(01 
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casi tan bueno como un inhbdor de Ia actividad bactericida del 

SEAM 3 co.mo :el N -Pr NmB PS (OM. microgramos/milliltro, 

comparÆndose con 0 2 microgramos/miliIitro) mientras qua se 

requirleron concentraciones elevadas 7-veces de e -N -Ac NmB 

5 PS para la lnhibiclón, y concentraciones elevadas >2O.-veces de 

NmB PS De este modo, el epitopo capsular reconocido por el 

SEAM 3, Un antrcuerpo monoclonal anti -N -Pr NmB PS 

bactericide no auto-reactive, se preseritô  an los intermediarlos 

producidos durante las sintests del derivado do N -Pr NmB PS 

10 quo no contlene Un grupo propionilo Unicamente et NmB PS 

nativo inhlbiô Is actividad bactericida del anticuerpo mofloclonal 

�anti-NmB PS,. 2-1-8, y.Cinicarnente.el 1’J -.Pr NmB PS inhibiO ia.. 

actividad bactericida de SEAM 2 (Figura 6) Como un control 

adicional para la espectficidad, 50 mlcrogramos/milititro do 

15 polisacÆrido capsular meningococico A no inhibieron Is 

actividad bactericida do cualquiera de los anticuerpos 

monoclorrates probados 

EJEMPLO 4 DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE 

20 DERIVADOS DE NmB P$ RECONOCIDOS POR LOS 

ANTICLJERPOS MONOCLONALES CAPSULARES ANTI-NMS NO 

AUTO-REACTIVOS PROTECTORES, MEDIANTE 

ESPECTROSCOPIA DE MASAS MALDI-TOF 

Los....anticuerpos monoclonates capsulares anti-NmB no 
25 auto-reativos protectores (Figure 2) se entazaron a perlas 

ma9nØttcas coma sigue Las perlas de IgG do cabra anti-ratOn 
MagnaBlndMR (200 microlltros, Pierce) so combinaron con 5 
microgramos of SEAM 2, SEAM 3, SEAM 12, a SEAM 48 On 
regutador PBS La mazda so incubó a temperatura ambrente an 

30 una rueda do ratactOn durante I hora Las perlas se lavaron 3 

veces con r.egulador de.l.avadb (vóas.e Ejernpto:2, anterior). El 
anticuerpo eritazado se retrculó a las pertas agregando BS3MR 

(Pierce) a u n a, concentractón do 2 mM err regulador  PBS 
y 

10? 
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rnezclando por vortex. du5nte: 30: minutos a t.empØratura 

ambiente Lo quo no reacctonO so degradO agregando Tris a OA 

M pH do 8.0 durante 10 minutos Las perlas so lavaron 3 veces 

con regulador de PBS Se agregO N -Pr NmB PS (240 

5 microgramos) preparado on el EJemplo 1, a ]as perlas lavadas 

en regulador. do :PBS. De.spues de. incubarla mez.c.l.a on Ulna.:. 

rueda glrato.ri.a. durante. 1. �hora. a.temperatura. arnbient.e, el... 

material no enlazado se etimnO 
y 

las perlas so lavaron 2 veces 

con regulador de lavado 
y 

una vez c,o.n regulador do PBS, 
y 

10 luego se resuspondieron an 200 microlitros do regulador de 

PBS So agrego neuramirndasa (0.001.75 U, E03 2 1 18, Sigma) 

a cada tubo y Ia mezcla so incubO durante Ia noche a 37 grados 

C an. una rueda giretoria El polisacrdo entazado as, 
� heterogene.o:con respecto at Dp,ry per consiguie.nte,setratO el 

15 complejo de perla-anticuerpo- polisacªrido con neuraminidasa, 

Ia Æual rem.ueve on. secuencia los.residuos del �extremo no 

reductor del po.lIme.ro, para reducLr el tamaæo del poUrnero 

hasta Ia long.itud quo pueda protegerse do Ia digestiOn adicional 

per el anticuerpo DespuØs del tratamiento con neuraminidasa, 

20 las perlas so lavaron 3 veces con regulador do carbonato do 

aluminlo 50 mM, pH do 8 5, y el poitsacarido enlazado so atuyó 

finairnerite con trietil-amina 0.1 Won agua 

Para el anÆtlsis mediante espectroscopla de masas con el 

tiempo do ionizaciOn do desabsorciOn de laser asistido por 
� . 

.25 matrlzde vueio;(MALDl-TOF), ta soluci6n do pol.isacÆ.rido eluido.� 

103 
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muestras se analizaron utilizando un espectrOmetro de mesas 

Bruker Autoflex MALDI-TOF operando en un modo de reflector 

de ion negativo. ... 

La Figure 8 muestra un espectro de masas representativo 

5.. de. 
las 

derivados de poilsacArido enlazadoSr pOr SEAM 3 

des.pues del tratamiento con neurarninida�sa La Figura 9 

muestra las masse observadas pars cads muestra 
y 

las masse 

teOricas de los tones cor.respondiente.s que son.cbn.s.istentes 

con las mesas observadas Las estructuras de los derivados de 

10 polisacrido se rnuestran en las Figures .10 a 19. todasi las 

mesas corresponclen a un disacÆrido qua contiene uno o mae 

residuos en Los cuales se ha etiminado at grupo N-acetilo en at 

grupo amino C-5 TambiØn, los disacÆridos qua contienen un 

residua de-N-acetilado, contienen un grupo N-acet,Io en et 

15 segundo restduo de âcido siÆlico pero no un grupo N-proptorfflo 

Ademas,ya que Ia exostalidasa elimina los residuos 

procesivamente deeds 81 extreme no reductor, todos Los 

derivados enlazados per los anticuerpos monoclonales SEAM y 

detectados por MALDI.-TOF son derivados del extremo reductor 

20 Esto no precluye Ia..posibilidad de qua tambiØn se puedani 

preserttar. dºrivad.os N-ac.etilado.s en los .residuOs del extreme no 

reductor o interior del polisacÆrido, debido a qua carla dificil 

dete.ctar tales derivados p.orque el pol.isacÆrido Cs heterog:Ø.neQ. 
� con respecto a.l Op. . . . .. . 

25 . : En :resumen los rØsuttados del ELISA de:inhibiciOn 

para Joe intarmediarios en Ia slntesis de N-.Pr NmB PS y lee 

derivados de N.Pr NmB PS capturados par los anticuerpos 

menocloriales SEAM, e identificados per espectroscopla de 

macas MALDI-TOF, muestran que at deterrnlnante minimo 

30 reconoeldo per los anticuerpos monoclonales capsulares del 

Grupo . B anti-NrnB, bactericidas, no auto-reactivos as Ufl: 

disacÆnido que contiene uno o dos residuos de N-acetitados 
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contlenen un aldehido del extremo no reductor. 

Se agrego meta-peryodato do sodio (1 miligramo do 

peryodato por 10 mthgramos do poliacarIdo) a una soluciOn de 

NmB PS re-N-acilado, en donde todos tie los grupos ammo 

5 estaban en. Is forms do trifluoroacetilo (obtenido come so 

describe en el Ejemplo 6) o tricloroacetilo (preparado como se 

describe on lo anterior en el Ejompto 5) protegido u otra amida 

en regutador, de acetato de sodio OAK pH de 6.5. La reacciôn 

so IIevó a cabo on IS oscuridad durante wi periodo de 30 

10 minutes a I hora, y so extingulO mediante is adiciOn tie un 

exceso tie etitenglicol on aqua La mezc!a do roaccion so diallzó 

entonces en agua y so Iiofllizó 

Los productos so conjugaron luego con uris proteins 

portadora (BSA) mediante aminacón:reductive:,..con  

15 cianoborohldruro do sodio El derivado do polisacÆrido quo 

contlene un grupo aldehido en el extremo no reductor, so 

comblnO con Is protelna portadora en uris relactOn do 2:1 en 

regqlador de PBS So agregô cianoborohidruro do sodio (1 

miligramo por miligramo de protelna portadora) 
y Is mezcla se 

20 aqitó en Is oscuridad durante 5 dlas y luego se dializô en 

regulador do PBS (membrane de corte a 10-14 kDa) 

EJEMPLO 6 INCORPORAC1ON B1OS1NTETICA DE RESIDUOS 

DE ACIDO SIAUCO PROTEGDOS POR N-TRICLOROACETILO 

25 (0 TRIFLUOROACETILO) DENTRO bE NmB PS V USO DEL PS 

S CAPSULAR RESULTANTE PARA PREPARAR VACUNAS 

CONJUGADAS DE PS-PROTEINA 

Se disolvloron 0.5 rnillrnoles (108 miligramas) do 

30 clorhidrato do manosamina en 10 mitilitros tie metanol 

conteniendo 0.66 mllimoles do metóxtdo de sodio, y se enfriaron 

a 4 grades C $e agregaron 0.6 milimoles do anhidrldo 

tricloroacØtico (o trtfluoroacetato do etilo) 
y 

Ia mezcla se agitó 

.. 
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� durante 2 horas. El pro.greso de W. re1aeci:O.n se..:.monitoreô  

a pt. icando (a mszcla de reacción sabre una place de TLC de gel 

de silice, revetando Ia placa con acetato de etilo, metanol, ague 

(5:2-1), y detectando is desapariciôn cia [a manosamina en el 

5 ortgen con vapor cia yodo Al tØrmino de (a reacción, se 

agregaron 1.6 miliequivalentes de resins de (echo mixto AG 

501-8X (BioRad) y 10 mililitros cia agua, al pH se ajustO a 7 

agregando NaOH a 1401 coma se necesitO y Ia mazda se agitô 

suavomØ.nte durante 1 hora. La. rnØzla de solvente 
y 

las perlas 

.10 .se separ.aron,y el s.olvente seeJi;rnlnO mediante lio.flUzaciÔn. Se 

rea(izô una purificaciôn adicional del producto, de ser 

necesario,  mad lante cromatograffa en gel de silice utilizando el 

mlsmo sistema de solvente descrito pare Is TLC El solvente de 

las fracciones combiriadas qua contenian el material deseado 

15 Se eliminO par evaporacion Firtalmente, el producto seco se 

resuspendiO en agua y se Itofilizô 

La manosamiria trihaloacetilada so Jncorpor6i dentro de 

NmB PS mediante Is inoculeción de colonlas de is cepa My de 

20 NmB cuttivadas durante la noche a 37 grades C en diôxido de 

carbono al S par ciento sabre una placa de agar do chocolate 

recientemente veteada a un OD520nm do 0.1 en caldo Muller-

Hinton ompEementado. con 5 milimoFar. do N-acil-manos.amina, 

por ejemplo N-acetil-, tricloroacetti- trifluoroacetil-

25 manosamina La caps M7 coritlene un transposOn qua 
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este sistema puede ser determinado par el N-acilo o la mezela 

do N-actl-manosamina proporcionada en el medio de 

crecimiento La bacteria se culttvô durante Ia nche a 37 C a 

u   013620.,) 

La produccrón del polisacÆrido cia capsula quo contlene los 

grupos trIhaloacetiIo se demostrO mediante microscopia de 

fluorescencla utllizando el anticuerpo monoclonal SEAM 12 pare 

detectar la presencia del pollsacârido  de cÆpsula en Ia cepa 

10 productora MT El enlace del SEAM 12 a Mi complementado con 

N-acetil-manosamina so dotectó coma fluorescencia roja del 

anticuerpo secundarto marcado con rodarnina do detección 

(Zymed) Las cØlulas so marcarori con of SYTO do teæido de 

ADN (Molecular Probes, Inc.), el cuat aparece coma verde No 

15 hubo enlace de SEAM 12 a M7 sin N-acil-manosamina a con of 

c.ompl.e�ment.o do N-tricIQroacetil-m�anosamIna. SEAM 12 no se: 

.� enlazó con of. polisacÆrido de capsule .ue contenia los gr.upos.. 

tricloroacetho porque of gran tamarto del grupo triclorometilo 

in.terrumpe of enlace. Sin embargo, SEAM 12 si seenla.za al. 

20 polisacÆrido do cÆpsula que contiene los grupos N-trifluoro-

acetilo, debido a quo el grupo trifluoromet,Io es 

aproximadamente del mismo tamaæo quo el grupo metilo del 

derivado de N-acetito 

25 El polisacârido so purif1c4 a partir del media do 

crecimiento como fue descrito por Guo y Jennings (Guo, Z 
y 

Jennings, H en 2001 En Meningocoocal Vaccines Methods and 

Protocols A J Pollard, .y C J M Maiden, ads Humana Press 

Inc., Totowa, N J., pagina 41) El polisacarido purificado so 

30 oxido, so conjugO con ]as protelnas portadaras a las aminas 

grasas mediante aminacion reductive como se describe en Jo 

anterior, 
y 

los grupos trihaloacetllo Se elimtriaron mediante 

reducciOn con borohidruro de sodio El producto final so purific6 

toc’ 
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mediante cromatografla por exclusiOn de tamaæos, como Se 

describe en Jo anterior, se dializO en PBS, y se liofilizO. 

5 

Ell 
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REIVINDICACIONES 

Una composiciOn que comprende un adyuvante y un derivado 

de polisacªrido (PS) de-N-acetilado, en donde el derivado de 

5 polisacÆrido (PS) de-N-acetilado as un heteropolimero que 

comprende dcido N-acetil sialico, Æcldo de-N-acetil sialico con 

una amina libre, y Æcido sialico re-N-acetilado que tiene un 

grupo protector de amina diferente a acetil, y en donde dicho 

heteropolimero comprende ademâs  jal menos un dImero que 

10 comprende Æcido N-acetil sialico y Æcido de-N-acetil sialico que 

tiene una amina libre. 

Una composiciOn que comprende un derivado de polisacarido 

(PS) de-N-acatilado que comprende un heteropoilmero de âcido 

15 N-acetil sialico, Æcido de-N-acetil sialico qua tiene una amina 

libre, y Æcido sialico re-N-acilatado qua tiene un grupo 

protector de amina diferente a acetil, y una estructura 

representada por la formula: 

X a Y son iridependientemente H o un grupo acetilo con la 

30 condición qua por lomenos uno de X y Y as H, y por lo menos unos 

de X y Y es acetil; y 

n es cuando menp11; 

en donde el derivado de PS de-N-acetilado se conjuga 
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con una proteina portaÆora o ademÆs comprende un residuo de Æcido 

siÆlico que tiene una aiquil-amina secundaria en el extremo no 

reductor del derivado de polisacÆrido; y 

en donde el derivado de polisacârido (PS) de-N-acetilado 

5 comprende por lo menos un dimero que comprende acido de-N-acetil 

sialico y Æcido N-acetil sialico. 

Una composiciôn que comprende un derivado de 

olisacÆrido (PS) de-N-acetilado que comprende un heteropolimero 

10 de residuo de Æcido de-N-acetil sialico, residuo de Æcido N-acetil 

sialico, y residuo Æcido sialico re-N-acilatado que tiene un grupo 

protector de amina diferente a acetil, y una estructura representada 

por Is formula: 

15 

20 

25 

30 

en donde X, Y, y Z son independientemente H o un grupo 

acilosaturado, con la condiciOn de que cuando menos uno de X, Y, y 

Z es un grupo acilo saturado y 

n as cuando menos uno; 

en donde el derivado de polisacÆrido se conjuga 

opcionalmente con una protelna portadora o ademÆs comprende un 

residuo de Æcido siÆlico que tiene una alquil-amina secundaria en el 

extremo no red uctor del derivado de polisacÆrido; y 

en donde dicho derivado de polisacÆrido de-N-acetilado 
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12. La composiciôn de la reivindicaciOn 11, en donde el grupo 

acilo es un grupo acilo saturado y acetilo o propionhlo. 

13. La composichOn de Is reivindicación 11, en donde el 

derivado de polisacÆrido de-N-acetilado comprende una estructura 

re,aentada por la fOrmula: 

ii  

en donde X, Y, y Z son independientemente un grupo de 

proteccon de amna, con la condciôn de que cuando menos uno de LA 

X, Y,yZes un grupo de protección de amina, y cuando menos uno 

20 de X, Y, y Z es un grupo acilo saturado o insaturado; y 

n es cuairdflenos uriôT 

14. La composiciôn de Ia reivindicaciôn 13, en donde el 

grupo acilo es un grupo acilo saturado y actiIo o propionilo. 

__J  

(�__ �\ . 15. Un mØtodo para producir un derivado de polisacÆrido 

PS)heteropoIimerico protegido, que comprende las etapas de 

hacer reaccionar polisacØrido de-N-acetilado que 

comprende residuos de Æcido de-N-acetil sialico que tienene grupos 

30 amino libres y un minimo de 20% de reiduos de Æcido N-acetil 

sialico con una mezcla que comprende un reactivo de protecciOn de 

amiria y un reactivo acilante, en la presencia de un solvente 

org a n Ic o; 
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on donde esta reacciOn acila mÆs del 90%, pero no todo, 

d.e..los gru.pos� amino tie los reciduosde cido 
de-N-acetil 

�s.ialico 

pars ,producir un derivado de poflsacÆrrdo hsteropohmØrico protegdo 

cue tlene que tiene por to menos un dIrnero quo comprende un 

5 residue d Æoido N-acetil sialico y un residuo do Æcdo de-N-acetil 

sialco quo tiene una anitna tlbre 

:Um derivado de pohsacÆrldo protegido (PS) producido 

mediante el mØtodo de la rervindicación 15 
io.:�. .. . . 

17 El mØtcdo de la reivindlcactón 15 81 cual ademÆs 

corn p rend e 

Tratar el derivado do pohsacÆrido protegido bajo 

condiciones para retirar el grupo do protecctón de amine, 

15 ProduclØndose un derivado de polfsacÆndo 

15 El mØtodo de ,1a reivrnchcaclón 15 on donde el metodo 

ademÆs comprende 

conjugar, el derivado do polisacarido protegido con una 

20 protelna pbrtadora pars producir un derivado do pofisacÆrido 

protegido conjugado, y 

tratar el derivado de poflsacâ.rido protegldoconjugado 

bajo condicionos para retlrar el grupo de proteccion do arina, 

produciØndose un derivado de polisacÆrsdo conjugado 

25 .. .. : . . . ... . .. .. . . 

19 El mØtodo do Ia reivindicaciOn 15 en donde et mØtodo 

adernØs cornprende 

hacer reaccionar el derivado de pot}sacÆri:do protegido 

con un reactivo do N-acil-amlna pars producir un derivado do 

30 poIisaÆrido protegido amidado quo tierie un residuo de Æcido slahco 

amidado quo ti’ una aiquit-amina secundaria, y 

tratar el derivado do polisacarido protegido amidado bajo 

condiciones pare retirar el grupo do protecciOn de amine, 
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residuo de Æcido siÆ(ico amidado que tiene una aiquil-amina 

secundaria. 

(23. )Un mØtodo para identificar un epitopo de poli-6cido 

5 ’s41ico (PSA) enlazado por medio de un anticuerpo, comprendiendo 

el mØtodo: 

poner en contacto un derivado de poll-Æcido siÆlico con 

un anticuerpo, realizªndose este contacto bajo condiciones 

adecuadas para Is formaciOn de complejos de antigeno-anticuerpo 

10 con el anticuerpo y el derivado de polisacÆrido; y 

poner en contacto el complejo de antigeno-anticuerpo con 

una sialidasa bajo condiciones adecuadas para retirar los residuos 

de derivado de poli-Æcido siÆlico accesibles a la sialidasa, del 

complejo de antigeno-anticuerpo; 

15 en donde los residuos del derivado de poli-âcido siâlico 

restantes en el complejo de antigeno-anticuerpo despuØs del 

tratamiento con sialidasa, definen un epitopo enlazado par medio del 

anticuerpo. 

20 24. La composiciOn de la reivindicaciOn 1, en donde el derivado de-acetflado PS 

25 

comprende una estructura representada por la formula: 

R 

H 

, COCH 

HX?? 

/ HO 

z 
n 

En donde X, Y y Z son independientemente H, o un grupo acetilo, con Is 

condiciôn que por lo menos uno de X, Y y Z sea H, y par lo menos uno de X, V 

y Z sea un grupo acetilo; 

IN 
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n es por to menos 1; 

R1 es una 

R2 es un hdroxiIo 0 aldehido, una 0 mâsaminasaQil.adaa,  un residuo de 

ªcIdo siÆliço N-acetilado, o un poilmero de residuos de Æcido siÆlico N-

5 acetilados y residuos de Æcido siÆlico acilados. 

25. La composiciOn de la reMndicación 24, en donde R2 es un polimero de 

residuos de âcido siÆlico N-acetilados y residuos de Æcido siÆlico; en donde 

dichos residuos de Æcido siÆlico son residuos de Æcido siÆlico acetilado, 

10 residuos de Æcido siÆHco propionilado 0 una combinaciOn de ellos, 

26. La composicion de la reivindicación 1, en donde el derivaclo de-acetilado PS 

comprende una estructura representada por la Formula: 

-QH 
OOH 

-0H 

eL 
- 

En donde X1, X, Y y Z son independientemente H, o un grupo acilo 

15 saturado 0 insaturado, con la condiciOn que por to menos uno de X1, X, Y y Z 

sea H, y por lo menos uno de X1, X, Y y Z sea un grupo acUo saturado 0 

insaturado; 

n es por to menos 1; 
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R1 es una amino acil saturado o insaturado, y 

R2 es un hidroxilo o aldehido, una o mÆsaminasacUadas, un residuo de 

Æcido sialico N-acetilado, o un polimero de residuos de Æcido siªlico N-

acetitados y residuos de Æcido siªlico acilados. 

27. La composición de la  reivindicación 26, en donde R2 es un polimero de 

residuos de Æcido siÆlico de-N-acetllado y residuos de Æcido siÆlico; en donde 

dichos residuos de Æcido siÆUco son residuos de Æcido siÆlico acetilado, 

residuos de Æcido siÆlico propionitado o una combinaciOn de etlos. 

28. La composiciOn de la reivindicaciôn 1, en donde el derivado de-acetilado PS 

comprende una estructura representada por la Formula: 

n 

. En donde n es P01 lo menos 1; 

15 X, Y, R1 y R2 son independientemente H o upaJtpsaturadoo 

insaturado, o un amino acil saturado o insaturado, con la condiciOn que por Jo 

menos uno de X, Y, R1 y R2 sea H, y par to menos uno X, Y, R1 y R2 sea un 

grupo acilo saturado o insaturado y por to menos uno de X, Y, R1 y R2 sea un 

grupo amino acilo saturado o insaturado. 

RcA 
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29 La composiciôn de la revindicación 28, en donde nes par Jo menos 2, X es 

un grupo acetilo, Y Os un grupo acetilo, R1 es hdrOgeno, y R2 es un grupo 

acetilo. 

30. La composiciOn do la reivindicacióri 29, en donde el dervado de-acetilado 

PS ademas esta modificado para incluir una proteina portadora 

31. Una composiciôn que comprende un derivado polisacÆrido de-N-acetilado 

10 (PS) que comprende una estructura representada por la formula: 

COOl-I 

HO

En donde n es por lo menos 1; 

15 X y V son independientemente H, 0 Ufl grupo acflo saturado o insaturado, 

con la condición que por Jo menos uno de X y V sea un grupo acilo saturado o 

insaturado; 
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R1 y R2 son in depend ientemente H, un grupo acilo saturado o insaturado, 

o un amino acilo saturado o insaturado, con la condición que por Jo menos uno 

de R1 y R2 sea H, o un grupo acilo saturado o insaturado; y 

En donde el derivado de-N-acetilado PS ademÆs estA modificado para 

5 incluir una proteina portadora y/o un amino acilo. 

32. La composiciôn de  la reivindicaciôn 31, en donde n es por Jo menos2, X es 

un grupo acetilo, Y es un grupo acetilo, R1 es H, y R2 es un grupo acetilo. 

10 33. La composición de la reivindicaciOn 31, en donde el derivado PS de-

acetilado esta conjugado con unaprotelnaportadora. 

34. La corn posiciOn de la reivindicación 31, en donde el derivado PS de-

acetilado t;ene un grado de pohmenzacion de cerca’e 2 a cerca de 60 

15 

35. La composiciôn de la reMndicaciôn 31, en donde el derivado PS de-

acetilado tiene un grado de polimerizacion de cerca Pe 2 a cerca, de 10 

36. La corn posiciOn de la reivindicación 31, en donde la composiciôn 

20 comprende ademÆs unadyuvante... 

12L 
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RSUMEN 

La presente invenciôn en general proporciona composiciones 

que comprenden un derivado de polisacÆrido, y mØtodos para su 

5 preparaciOn y uso para la prevención o tratamiento de enfermedades 

causadas por bacterias Neisseria meningitidis, particularmente cepas 

(NmB) del grupo B, y por Ki de EcoIi. La invenciôn proporciona un 

derivado de polisacØrido deN-acetilado en el cual uno o mÆs 

residuos del PS han sido modificados por la deN-acetiIaciOn. La 

10 invenciOn tamblØn incluye derivados en los cuales uno a mÆs de los 

grupos N-acetilo del PS que contienen los PS de-N-acetilados se 

reemplazan con otros grupos �N-acilo, usualmente un grupo acilo 

inferior de 2 a 3 Ætomos de carbono. AdemÆs, la invenciôn incluye 

los derivados de PS de-N-acetilados que contienen hidrocarburos de 

15 cadena larga, asi como conjugados en los cuales el derivado de PS 

de-N-acetilado se enlaza a un portador, por ejemplo una proteina 

portaclora. 

20 
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Conjugation of the group B meningococcal poly-
saccharide to tetanus toxoid failed to substantially 
enhance Its Imxuunogenlcity In mice. Therefore, ad-
ditional chemical manipulation of the basic struc-
ture of the group B meningococcal polysaccharide 
was attempted, on the premise that a synthetically 
derived artificial antigen might be capable of mod-
ulating the immune response in mice to produce 
elevated levels of cross-reactive group B meningo-
coccal polysaccharide-specific antibodies.. To 
achieve this, the antigenicity of the modified poly-
accbarlde to group B meningococcal polysaccha-

ride-specific antibodies had to be preserved, and 
this criterion could only be satisfied in modifica-
tions in which the carboxylate and N-carbonyl 
groups of the sialic acid residues of polysaccbarlde 
remained Intact. Therefore, the most successful 
modifications were accomplished by N-deacetyla-
tion of the group B meningococcal polysaccharide 
with strong base to yield a precursor that could then 
be N-acetylated or N-arylated with different substit-
uents. For example, the Introdutlon of N-propionyl 
groups, followed by conjugation of the resultant N-
proplonylated group B meningococcal polysaccha-
ride to tetanus toxoid, yielded an antigen that when 
injected In mice induced In them high levels of cross-
reactive group B meningococcal polysaccharide-
specific IgG antibodies. The T cell dependency of 
this antigen was established when it was demon-
strated that the levels of these B polysaccharide-
specific antibodies could be significantly boosted by 
using both the N-proplonylated- and native N-ace-

.tylated-group B meningococcal polysaccharide-tet-
anus toxoid conjugates. 

The poor Immunogenicity of the group B meningococcal 
polysaccharide (GBMP)2 and the structurally identical E. 
colt 1(1 capsular polysaccharlde (1-3) preclude their use 
as vaccines against meningitis caused by group B men-
ingococcal (0DM) and E. colt Ki organisms. Although 
OSM organisms are able to produce low levels of GBMP-
specific antibodies in animals and humans, these anti-
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bodies are, with one notable exception, almost exclusively 
1gM and of relatively low affinity (4). Recently Frosch et 
a). (5) reported that GBMP-specific monoclonal antibodies 
of the IgG isotype could be readily produced by Injecting 
a specialized strain of autoimmune NZB mice with GBM� 
organisms. The poor irnmunogenlclty of these polysac-
charides is probably attributable to tolerance due to 
cross-reactive tissue components because of structurally 
similar a-(2 �. 8) -linked oligomers of slalic acid in the 
gangliosides of human and animal fetal brain tissue (6, 
7). This structural mimicry probably also accounts for 
the importance of these capsular polysaccharides as vir-
ulence factors In the GBM and E. colt K 1 organisms (3). 
Because of the poor irnmunogenlcity of the GBMP, other 
strategies to produce a GBM vaccine have been explored, 
Including the use of serotype protein antigens alone (8) 
and In combination (9, 10) with the GBMP, and the use 
of serotype lipooltgosaccharides conjugated to protein 
carriers (11). 

Chemical manipulation of the GBMP has been tried in 
which it was covalentiy coupled to tetanus toxoid (TT) 
(2), However, this type of conjugation failed to signif I-
caritly enhance the immunogeniclty of the 0DM? (2) (vide 
Infra). This paper describes another strategy in this cat-
egory In which an N-propionylated (N-Pr) derivative of 
the 0DM? was synthesized, which when conjugated to 
TT and presented In this form to the immune system of 
the mice, was able to consistently produce in them high 
titers of the IgG GBMP-speciftc antibodies, Preliminary 
but encouraging studies on the use of this artificial anti-
gen in rabbits have also been described (12). 

MATERIALS AND METHODS 

Materials. Neisseria rnerUngit(dis strain 608 (B) was grown in a 
chemically defined medium, and the cetavion-precipitated capsular 
polysaccharide was purified by extraction with hot-buffered phenol 
and treatment with rtbonucleass t’roptontc anhydride was ob-
tained from Eastman Kodak Co., Rochester, NY. High mw. GBMP 
and TT were the gifts of Dr. W. Hankins, Connaught Laboratories. 
Swiftwater, PA, Monomeric TI was Isolated from the latter prepa-
ration by using a Bb -Gel A 0.5 (100 to 200 mesh) column (Bio-Rad, 
Richmond, CA) equilibrated with 0.01 M phosphate-buffered physi-
ologic saline (PBS). A lyophilized 1gM fraction of an antiserum ob-
tained from a horse hyperirnrnunized with group B N. rrtentngttidis 
was provided by Dr. J. B. Robbins, Food and Drug Administration, 
Bethesda, MD and was reconstituted in physiological saline as de-
scribed (14). 

N-deacetylatton of the GBMP. The GBMP (Na’ salt) (200 mg) was 
treated with 10 ml of 2 M NaOH at 105 to 110C as described (14). 
Samples were withdrawn at time intervals, neutralized with hydro-
chloric acid, dialyzed for 3 days at 4C against ammonium bicarbon-
ate (p1.1 7.5), and lyophblized. The degree of N-dcacetylation In each 
sample was determined from the li-unir spectra by using the inten-
sity ratio

 (1 
4) of the methyl acetamido signals of the slalic acid 

residues (singlet at I 2.07) with the H proton signals of the same 
1709 
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residues at 12.66 and I 1.72 respectively. Fully N-deacetylated (IBM? 
was obtained after 6 hr of hydrolysis as determined by the absence 
of the methyl acetamido signal In the tHnmr spectrum of this signal. 

N-propionyiattori of the GBMP. N-deacetylated OBMP (50 mg) was 
dissolved in 10 ml of saturated aqueous sodium bicarbonate solution, 
and two aliquots (0.25 ml) of proplonic anhydride were added to the 
solution at 15 min Intervals with constant stirring. Stirring was 
continued overnight, after which the reaction gave a negative rzin-
hydrin test. The solution was dialyzed against distilled water and 
was lyophilized to yield N-Pr GBMP (54 mg). A series of partial N-
proptonylatlons were also carried out and the degree of N-proplony-
lation In them was determined from their H-nmr spectra by coin-
paring the Intensities of the CH3- and CH2-propionanlldo signals at 
o 1.12 and 8 2.32 respectively, with those of the HftB. signals of the 
stalic acid residues at 6 2.65 and 61.73 respectively. In the fully N-
Pr (IBM? this ratio was 5:2. 

Other chemical mod (ficatlons. N-deacetylated (IBM? was N,N-
dimethylated according to reported procedures (15). The carboxyl 
groups of the sialic acid residues of (IBM? were subjected to two 
chemical modifications. First, all of the carboxyl groups were con-
verted to carboxamldes (16). and second, all of the carboxyl groups 
were reduced to hydroxymethyl groups by carbodilmide reduction 
(17). 

Po(ysacchartde conjugates. A terminal aldehyde group was In-
troduced into the N-Ac GBMP and N-Pr (IBM? by controlled periodate 
oxidation. Through this group the polysaccharides were conjugated 
to TI by reductive amination, as described (2), except that the time 
required for conjugation (5 days) was found to be considerably 
shorter than at first reported. The N-Ac GBMP-TI and N-Pr (IBM?-
TI conjugates had molar ratios of polysaccharide to ’FT of 1:2.3 and 
. 1:5 respectively, as determined from the stalic acid (18) to protein 

� 1, 19)  
Immunization procedures. Female white CFI mice (8 to 10 wk 

old) were immunized (three times) ip. with polysacchartdes and 
polysaccharide-TT conjugates in Freunds’ complete adjuvant (FCA) 
(Difco. Detroit, MI). The mice were divided into four groups of 10. 
35. 35, and 10, and the groups were immunized respectively with 5 
g of the following antigens: N-Pr GBMP, N-Pr GBMP-TT conjugate, 

N-Ac GBMP-7T conjugate, and FCA. Five mice from each of the 
above groups (except the group immunized with N-Pr (IBM?) were 
then bled 21 days after the injection, and the remainder were tin-
munized again with 10 pg of the same antigens. After 11 days, a 
number of mice (5, 15, 15, and 5) from the respective groups were 
exsangumnated, and on the same day the remainder were immunized 
for a third time with 10 pg of the same antigens, except that five 
mice of the N-Ac GBMP-TT conjugate group were given the N-Pr 
GBMP-VF conjugate and six mice of the N-Pr GBMP-TT conjugate 
group were given the N-Ac GBMP-TT conjugate. The remaining mice 
were then exsangumnated 11 days after the third injection, 

Imrnunod 1/fusion.. Double radial immunodiffusion was performed 
in 1.0% agarosegets in PBS containing 2% polyethylene glycol (1mw. 
6000). 

Quantitative precipitin analyses. These experiments were car-
ried out by the method of Kabat and Mayer (20). Aliquots (100 p1) of 
horse 1gM were reacted In tubes with increasing concentrations of 
polysaccharides in a total vol of 200 p1 (adjusted with PBS). The 
tubes were Incubated at 4C for 2 days and then were centrifuged. 

.and 

the quantity of antibody protein in the pellet was determined by 
the method of Lowry et al. (19). 

,Radioactive antigen binding assay. This assay was carded out 
by a modification of the Parr technique by using an extrinsically 3H-
labeled GBMP antigen as described (14). The reaction mixture for 
the radioactive antigen binding assay consisted of mixing in Bppen-
dorf polypropylene micro-test tubes (Brinkrnann Instruments, Inc., 
Westbury, NJ) 25 p1 of a solution containing 125 ng of 3H-labeled 
(IBM? (100 cpm/ng). 25 p1 of mouse antiserum, and sufficient PBS 
to take the total vol to 550 Al. After incubation at 4C for 16 hr. 500 
p1 of saturated (at 4C) ammonium sulfate (pH 7.0) was added to the 
tubes and they were agitated and left to stand at 4C for 30 ruin. 
The tubes were centrifuged at 16,000 rpm for 10 min and two 
aliquots of 400 11 were withdrawn from the tubes. The aliquots were 
mixed with 2 ml of water and a scintiflant containing zylcue (ACS 
aqueous seintillant: Amersham Corp.. Oakville, Ontario, Canada), 
and the mixtures were counted in an L.KB 1217 Rackbeta liquid 
scintillation counter. 

ELISA. The wells of Linbro EIA microtitratlon plates (Flaw Labo-
ratories. Mississauga, Ontario, Canada) were coated by using a 10 
#g/ml solution of high mw. (IBM? In 0.05 M sodium carbonate-
bicarbonate buffer at pH 9.6 at 37CC for 3 hr and for an additional 
16 hr at 49C. After coating, the plates were washed with 1% bovine 
serum albumin in PBS for 10 min at room temperature. The wells 
were then filled with 100 1&1 of serial 10-fold dilutions in PBS of 
mouse antisera, and the plates were left for 2 hr at room tempera-
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ture. The initial dilution of the antisera was 1/10. The IgO and 1gM 
levels were determined by using a Hybri-Clonal EIA Mouse Antibody 
Screening Kit (Kirkegaard and Perry Laboratories. Inc., Gaithers-
burg. MD) by using peroxidase-conjugated goat anti-moure IG and 
1gM antibodies and 2,2’-azlno-di-(3-ethyl-benzthiazoline snlfonatej 
in cacodyltc buffer with hydrogen peroxide as the substrate. After 
10 min the optical density at 414 urn was read by using a Titertek 
Multiscan M,C. (Flow Laboratories, Meckenheim, F.R.G.) 

RESULTS 

Chemical modification of GBMP. In Initial experi-
ments, a number of chemical modifications were made 
in the structure of the GBMP (Fig. 1 a) to determine what 
changes could be made without sacrificing the ability of 
the modified GBMP to recognize GBMP-speclfic anti-
bodies.. For the sake of simplicity, only modifications 
accomplished with relative facility and resulting in read-
ily definable products were attempted, which limited 
these modifications to reactions at the carboxylate and 
amino groups of the sialic acid residues of GBMP (Fig, 
la), as shown in Figures lb through e. The modified 
antigens were screened by immunodiffusion analysis 
against a GBMP-specific horse antiserum (14) to detem - 
mine their degree of antigenicity. In the case of carboxyl 
group modifications, both amide formation (Fig, 1 b) and 
reduction (Fig, lc) (17) resulted In a complete loss of 
antigenicity. However, In the case of the amino group, 
although N-dlmethytatlon Fig. id) also caused complete 
loss of antigenicity, N-proplonylat(on (Fig. le) did not. 

The N-Pr GBMP was produced by first removing the N-
Ac groups from the native GBMP by using strongly basic 
conditions (14). The rate of removal of the N-Ac groups 
is shown In Figure 2 and demonstrates that complete 
removal of these groups can be achieved by using a 
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(d)X’C00’, R(CI�l)  
(e)XCQQ RCOCHCK3 

Figure 1. Chemical modifications of GBMP. 
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Figure 2. Rate of N-deacetylation of GBMP. 
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reaction time of approximately 6 Fir, and also that the 
rate of removal Is slow enough to allow controlled removal 
of different quantities of N-Ac. In this way, modified 
GUM? were obtained that retained 80, 50, 33, and 13% 
of the N-Ac of the native GUM?. The completely N-dc-
acetylated GBMP was N-Pr (Fig. 3) by using propionic 
anhydride in aqueous sodium bicarbonate and a 50% N-
Pr product was obtained by restricting the reagent and 
time of this reaction. 

Quantitative precipitation of antibody by using mod-
ified GBMP. The N-deacetylated and N-Ac GBMP were 
used as antigens in quantitative precipitin analyses with 
a GBMP-specific horse antiserum, and the following ob-
servations were made. The precipitin curves are shown 
In Figure 4 and indicate that although a 20% loss of N-
Ac groups only marginally reduces the amount of anti-
body precipitated by the antigen. more substantial losses 
have drastic effects on Its antigenicity. Thus, with be-
tween 67 and 87% loss of N-Ac the antigenicity of the 
GUM? disappears completely. Interestingly, N-proplony-
latlon of the N-deacetylated GBMP was able to restore Its 
antigenic properties. Although this effect is only small, 
with 50% of the stalic residues being N-proptonylated, 

.completeN-propionylation of the GUM? restores a sub-
stantial amount (40%) of Its antigenicity. 

Immunization of mice. N-Pr GUM? and native NAc 
GUM? and their respective TT conjugates were injected 
i.p. together with FCA in mice. FCA was also Injected 
alone as a control. A total of three Injections of each of 
the above vaccines were given, with periods of 21 and 11 
days between them. Most of the mice received the three 
lnjectlQns with the same immunogen, thus allowing the 
mice to be grouped according to the Immunogen used 
(Fig. 5). However, two new groups were created in the 
third Injection when some of the mice receiving the N-Pr 
GBMP-TI’ conjugate were given the N-Ac GBMP-TT con-
jugate as the third booster Injection and vice versa. 

Five mice from each group were exsangulnated 21 days 

1 
r , 1 I ew,cs cc ’1 

I onhydrids 
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Figure 3. Reaction sequence leading to the formation of the N-Pr 

GBMP from N-Ac GBMP. 
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Figure 4. Quantitative precipitation of GBMP horse antiserum with 
COMP �. 20% N-deacetylated GBMP (A), 100% N-propionyiated GBMP 
(U). 50% N-propionylated GBMP (0). 67% N-deacctytated OBMP (A), and 
87% N-deacetylated GBMP (a). 
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GROUPS OF MICE AND IMMUNOGENS 

Figure S. A. Binding of GBMP to antibodies Induced In groups of mice 
immunized with different antigens, as determined by radioactive antigen 
binding assay. Mean values * standard deviation are shown. B. Corre-
sponding ratio of lgG to 1gM antibodies In some of the antibody responses 
shown In A. Mean of the optical densities at 414 run * standard deviation 
are shown, The mice are grouped according to the antigen or antigens 
used, and the antigens are referred to by using an abbreviated nomencla-
ture; e.g.. Ac, GBMP; Pr, N-Pr GBMP; AcTT. N-Ac GBMP-TTt and Pill’, 
N-Pr GBMP-TT. 

after the first Injection and 11 days after the second. The 
remainder of the mice In all the groups were exsangui-
nated 11 days after the third and final injection. The 
individual mouse antisera were then evaluated for the 
relative amounts of antibody they contained that bound 
to GBMP. This was achieved by a previously developed 
(14) radioactive antigen binding assay in which 3F1-la-
beled GUM? was used as the antigen. The preparation of 
the 3H-labeled GBMP has been previously described (14) 
and Involves re-N-acetylatlon of the N-deacetylated 
GBMP (Fig. 2) with 3H-labeled acetic anhydride. In this 
preparation It was determined that the re-N-acetylated 
GBMP was virtually Indistinguishable from its native 
form in both Immunologic and nuclear magnetic reso-
nance studies (14). The optimum quantities of mouse 
antisera used In this assay were calculated from standard 
binding curves (14) of the 3H-labeled GBMP with some 
representative mouse-anti N-Pr GBMP-TT conjugate se-
rum. The results of these assays are shown In Figure 5 
and are expressed as the mean levels of binding of GBMP 
to antibodies obtained from groups of mice, the groups 
being defined by the Immunogens used. In Figure 8 the 
results of these binding assays are expressed Individually 
for the mice Immunized only with the N-Pr GBMP-TT 
conjugate. 

It was readily observed that although antisera from the 
mice immunized repeatedly with the N-Pr GUM? (Fig. 5) 
and N-Ac GBMP (not shown) showed only minor increases 
In binding to GUM? over that of the FCA control antise-
rum, the antisera induced in mice Immunized with the 

N-Ac and N-Pr GBMP-TT conjugates did exhibit more 
substantial Increases in binding of GUM?. Compared 
with the N-Pr GBMP-TT conjugate, the N-Ac GBMP-TT 
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INDIVIDUAL MICE IMMUNIZED WITH N- Pr-GBMP- T’I’ 

Figure 6. Binding of GBMP to antibodies Induced In Individual mice 
after primary (16) and booster (20 and 3) Immunizations with the N-Pr 
GBMP-TT conjugate. as determined by radioactive antigen binding assay. 
To express the igo and 1gM response, the total binding was subdivided 
Into the ratio of igo to 1gM as determined by ELISA. The blank area of 
the histogram Indicates the IM response; the hatched area, the Igo 
response. 

conjugate induced in mice a more meager but neverthe-
ess significant increase in the binding of GBMP, with 

same evidence of a booster effect after the third injection. 
In contrast, the N-Pr GBMP-TT conjugate produced a 
steadier and much more pronounced rise In GBMP bind-
ing with each successive injections the booster effect 
being particularly noticeable after the third injection. 
Interestingly, the N-Ac GBMP-TT conjugate was able to 
boost the response to GBMP in mice given two previous 
Injections of the N-Pr GBMP-TT conjugate, and this was 
also true in the reverse case In which the mice were 
primed with the N-Ac GBMP-TT conjugate and were 
boosted with the N-Pr GBMP-TT conjugate. That this 
sequential boosting of the antigenic response to GBMP 
by using the N-Pr GBMP-TT conjugate was a general 
phenomenon is shown in the evaluation of the Individual 
mouse antisera (Fig. 8) induced by injection of this liii-
munogen. A large booster effect Is apparent in all the 
mice after both the second and third injections. 

The relative amounts of IgG and 1gM QBMP-specific 
antibodies involved in the total antibody response in the 
mice is also Indicated in Figures 5 and 8. These were 

.determined
 by ELISA by using a high nz.w. GBMP as the 

coating antigen, and after the addition of the mouse 
antisera, the Igo and 1gM QBMP-specific antibodies were 
tagged by using peroxidase-conjugated goat anti-mouse 
IgG and 1gM antibodies. ELISA end-point titrations were 
then conducted. The mean reciprocal end-point titers for 
IgG and 1gM in antisera from mice Injected three times 
with the N-Pr GBMP-TT conjugate are shown in Figure 
7. The ratio of IgG to 1gM in each antiserum was deter-
mined from the relative absorbances at 414 nm at   point 
In the curve equivalent to 50% of the reciprocal end-point 
titers. An examination of Figure 5 indicates that the level 
of CIBMP-specific IgG antibody is greatly increased with 
each successive injection of the N-Pr GBMP-TT conjugate, 
and that after the third Injection antibody of the IgG 
isotype predominates. That this was a consistent phe-
nomenon can be seen in Figure 6 in which similar and 
Increasing levels of IgG were recorded for the individual 
mice Injected with the N-Pr GBMP-’TT conjugate. Of In-
terest Is the fact that this phenomenon was also demon-
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Figure 7. Titration of mouse antisera for GBMP-specific IgO and 

1gM () antibodies by ELISA after three immunizations of 11 mice with 
the N-Pr GBMP-Dl’ conjugate (see Fig. 6. The curve represents the mean 
titration, and the vertical bars the standard deviation from the mean. 
The high rn.w. GBMP was used as the coating antigen. 

strated In mice in which the N-Pr GBMP-TT conjugate 
was used to boost the Initial response to the N-Ac OBMP-
’II’ conjugate in mice and In which the N-Ac GBMP-TT 
conjugate was used to boost mice primed with the N-Pr 
GBMP-TT conjugate (Fig. 5). In contrast, although GBMP-
specific IgG antibody also predominated In mice injected 
three times with only the N-Ac GBMP-TT conjugate, the 
total antibody level was much lower. 

DISCUSSION 

Because of the poor immunogenicity in humans and 
animals of the GBMP both alone (1-3) and when admixed 
with rneriingococcal serotype proteins (9, 10), other strat-
egies involving chemical manipulation of the GBMP have 
been employed. Although the direct covalent coupling of 
GBMP to TT was reported not to significantly enhance 
its tmmunogeniclty (2), an enhancement of very modest 
proportions could be detected by using a more sensitive 
radlolmmunoassay. This result prompted Interest in the 
direct chemical manipulation of the (IBM? Itself, with 
the goal of creating epitopes capable of modulating the 
Immune system in such a way as to produce enhanced 
levels of cross-reactive, GBMP-specific antibodies. This 
demanded that structural changes be made in the (IBM? 
without sacrificing Its antigenicity to GBMP-speclftc anti-
bodies to any extent. 

To select a convenient chemical modification, a fairly 
comprehensive study was initiated on the types of modi-
fication that could be accomplished with relative facility, 
that would not degrade the GBMP, and that would also 
be compatible with the above criterion, in addition, for 
the sake of simplicity, only complete modifications were 
attempted, although eventually the possibility of using 
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partially modified GBMP may also have considerable utlI-
�ty. Such modifications were accomplished at the carbox-
ylate and amino groups of the static acid residues of the 
GBMP, although all modifications of the carboxylate 
groups resulted in a complete loss of antigenicity to 
GBMP-specific horse antibodies. The most successful 
modification in which the antigenicity of the modified 
GBMP was preserved was that in which the N-Ac groups 
of the slalic acid residues were replaced by N-Pr groups. 
However, all substitutions at the amino groups were not 
successful, because the introduction of dimethyl groups 
proved to be detrimental to the antigenicity of the result-
ant polysaccharide. On the basis of the above evidence 
and the lack of antigenic properties of the completely N-
deacetylated QBMP, some structural features critical to 
preserving GBMP cross-reactive epitopes could be iden-
tified. Both the carboxylate and N-carbonyl groups are 
essential to this cross-reactive epitope, factors that could 
be related to the preservation of Its conformation. 

Removal of the N-Ac groups from GBMP was accom-
plished by using a strong base (14) that yielded a precur-
sor capable of being N-Ac or N-arylated with a variety of 
different groups. This precursor was also utilized to pro-
duce an extrinsically 3H-labeled GBMP for the purposes 
of performing radioactive binding assays (14). The re-
moval of the N-Ac groups was reasonably slow and there-
fore the reaction was also explored to yield GBMP with 
varying degrees of N-deacetylation. The introduction of 
N-Pr groups to the N-deacetylated GBMP gradually re-
stored its antigenicity until when completely N-propion-
ylated it cross-reacted extensively with GBMP-specific 
horse antibodies. Due to the poor immunogenicity of the 
N-Pr GBMP in mice, It was subsequently conjugated to 
TT by Identical procedures to those previously described 
in the formation of the N-Ac GBMP-TT conjugate (3), thus 
yielding an artificial and virtually synthetic antigen, the 
immunogenicity of which was assessed in mice. 

Preliminary experiments have been described (12) in 
which it was determined that the N-Pr GBMP-TT conju-
gate was able to elicit an enhanced immunological re-
sponse to the GBMP In rabbits. Thus, the cross-reactive 
antibodies produced were able to bind the GBMP with 
greater avidity than antibodies produced in similar rab-
bits when using the homologous N-Ac GBMP-TT conju-

.gate. 
This observation has been amply verified by the 

more comprehensive statistically accurate experiments 
described In this paper in which a comparison was made 
of the Immune response to GBMP In mice Injected with 
the N-Pr GBMP-TT conjugate and the homologous N-Ac 
GBMP-TT conjugate, 

In control experiments the unconjugated N-Pr GBMP 
and N-Ac GBMP failed to give a substantial GUM? Im-
mune response. However, similar to rabbits (12). the N-
Pr GBMP-TT conjugate produced antibodies In mice that 
were cross-reactive with N-Ac GUM?. The binding of the 
GBMP to this latter population of antibodies induced by 
primary and booster immunizations of mice by using the 
N-Pr GBMP-TT conjugate was ascertained and compared 
with the binding of the GUM? to antibodies induced in 
mice when using the homologous N-Ac GBMP-TT conju-
gate. The results of these experiments clearly indicate 
that only the N-Pr GBMP-TT conjugate was able to Induce 
In mice significantly enhanced levels of GBMP-specific 
antibodies. It was also possible to boost the level of these 

antibodies with successive immunizations, which is in-
dicative of a memory effect based on the participation of 
T cells, and this fact is also substantiated by the large 
proportion of antibodies of the lgG isotype produced In 
this immune response. Because this is the first report of 
an immunogen capable of consistently inducing GUM?-
specific igG antibodies, the N-Pr GBMP-TT conjugate 
must be considered an excellent candidate for a vaccine 
against meningitis caused by GUM organisms. 

The poor immunogerilcity of the GUM? is probably 
attributable to tolerance due to cross-reactive tissue com-
ponents. because there Is identification of a-(2 - 8)-
linked oligoiners of static acid in the glycopeptides of 
human and rat fetal brain tissue (6, 7). These sialogly-
copeptides also bind to GBMP-specific horse antibodies 
and inhibit the serological reaction of the GUM? with 
these antibodies (7). Although experience would indicate 
that an immunogenic form of the GBMP would be an 
ideal vaccine candidate, on the basis of the above evi-
dence it might be inferred that such an approach could 
only be successful at the risk of breaking tolerance. 
However, because of the importance of developing a GUM 
vaccine and the fact that our understanding of this tol-
erance mechanism is so Inadequate at present, we are 
encouraged to still actively pursue the exploration of 
chemically modified GUM? as possible GUM vaccines. 

Finally, the mechanism Involved in the conversion of 
the poorly immunogenic GUM? to an immunogenic ana-
logue by means of its N-propionylation is not known at 
present. One of a number of plausible hypotheses is that 
the epitopes responsible for the production of GUM?-
specific antibodies are conformatlonally dependent. 
Therefore, although the introduction of N-Pr groups into 
the GBMP does cause differences in the primary structure 
of these epitopes, it could also conceivably stabilize to a 
greater extent their secondary structure (conformation). 
Certainly there is evidence available to support the con-
cept of the conformational dependence of the epitopes as 
It requires a minimum of 10 contiguous sialic acid real-
dues to generate an epitope capable of any significant 
binding to GBMP horse antibodies (14, 21), and this is 
far in excess of the maximum estimated size of an anti-
body Site (22). 
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73, 
de polisacÆrido de-N-acetilado y composiciones que lo contienen, que producen una 
respuesta inmune protectora contra cepas de Neisseria meningitidis del grupo B. 

El objeto de la presente Solicitud se relaciona con la ClasificaciOn Internacional de 
Patentes (CIP): C08.13 37/00. 

S. De la Solicitud de Patente 

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT) 

El capItulo reivindicatoria carece de concision porque utiHza las expresiones "un 
adyuvante", "cuando menos", "se conjuga con una proteina portadora", "un grupo 
acilo", "son diferentes grupos acilo", "una aiquil-amina secundaria", "un derivado de 
Æcido siÆlico que tiene una fracciOn de lactona a una amina secundaria ciclica", "un 
grupo de protecciOn de amina", "un reactivo de protecciOn de amina", "un reactivo 
acilante", "amino acil saturado o insaturado", "aminas aciladas", "par lo menos", Ia 
cual dificulta determinar la extensiOn del objeto que se busca proteger. Para los 
grupos "acilo", "aiquil-amina", "amina secundaria ciclica", "amino acW’, no se define el 
nümero de Ætomos que conforma la cadena a el anillo y si Øste es saturado a 
insaturado. Se sugiere establecer de manera inequlvoca las estructuras y 
compuestos que forman parte de la cornposiciOn asi coma los radicales presentes en 
las estructuras reclamadas. 

En las reivindicaciones 34 y 35, se utiliza el tØrmino "cerca de", el cual es impreciso y 
no permite distinguir la invención del estado de la tØcnica. Se sugiere sustituirlo par 
un tØrmino preciso 0 Ufl rango concreta. 

Se sugiere corregir errores tipogrØficos en el capItulo reivindicatorio, como "acilatado", 
"reciduos", entre otros. 

Se requiere al Solicitante hacer las aclaraciones necesarias. 

6. Unidad de invención (Art 25 D 486) 

La Solicitud no cumple con el Requisito de Unidad de lnvenciôn porque se refiere a 4 
grupos Inventivos. 

Los Grupos Inventivos estÆn definidos por las siguientes caracteristicas esenciales: 

Grupo 1° Una composiciOn que comprende un adyuvante y un derivado de 
polisacÆrido. Reivindicaciones I - 14 y 24 - 36 (divulgadas en DI y D2) 
Grupo 2° Un mØtodo para producir un derivado de producir un derivado de 
polisacÆrido (PS) heteropolimØrico protegido, que comprende las etapas de: hacer 
reaccionar polisacÆrido de-N-acetilado que comprende residuos de Æcido de-N-acetil 
siÆlico que tiene grupos amino libres y un minima de 20% de residuos de Æcido N-
acetil siÆlico con una mezcla que comprende un reactivo de protecciOn de amina y un 
reactivo acilante, en la presencia de un solvente orgÆnico; en donde esta reacciOn 
acila mÆs del 90%, pero no todo, de los grupos amino de los residuos del Æcido de-N-
acetil siÆlico para producir un derivado de polisacÆrido heteropolimØrico protegido que 
tiene par Ia menos un dimero que comprende un residuo de Acido N-acetil siÆlico y 
un residuo de Æcido de-N-acetil siÆlico que tiene una amina libre. Reivindicaciones 15 
y17-19. 
Grupo 30 Un mØtodo pare producir un derivado de producir un derivado de 
polisacÆrido (PS), comprendienda el mØtodo: cultivar una bacteria del Grupo B de 
Neisseria meningitidis en un media de cultivo que comprende N-acil-manosamina y 
una manosamina protegida con amina, en donde la bacteria es deficiente en la 
producciOn de polisacârida de cÆpsula en ausencia de manosamina complementaria; 
en donde el cultivo proporciona la producciOn de un derivado de polisacarido 
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protegido que tiene un grupo de protección de amina y un grupo N-acila1o. 
Reivindicaciones 20� 22. 
Grupo 4 Un mØtodo para identificar un epitopo de poli-Æcido siÆlico (PSA) enlazado 
por medic de un anticuerpo. ReivindicaciOn 23. 

No se guarda un concepto comUrt inventivo porque el Grupo I corresponde a una 
composición conocicia y los mØtodos de los Grupos 2 �4 corresponden a grupos 
inventivos diferentes, porque el producto no es el concepto inventivo comün a todos 
los mØtodos, por Ic que las caracteristicas tØcnicas especiales de los compuestos no 
se encuentran unidas por un concepto comUn inventive. 

Se sugiere presentar las Solicitudes Divisionales que considere necesarias, ô limitar 
la solicitud inicial a una sola invenciôn, eliminando de ella las otras invenciones. 

7. DeterminaclØn del Estado de la TØcnica 

El Estado de la TØcnica se determinó con base en la fecha de presentación de la 
solicitud de prioridad: Jun10 23 de 2004, y se encontraron los siguientes documentos 
que anticipan el objeto de esta solicitud: 

Item Documento Titulo Fechade 
Publicaciôn 

Dl US6350449 Antibodies to meningococcal 
26/Febrero/2002 iaride njug ires vol, 

accJournal of Induction of meningococcal group B 
Immunology, polysaccharide-specific lgG antibodies 

D2 Vol. 137, in mice by using an N-propionylated B 1/Septiembre/1986 
pginas 1708- .polysaccharide-tetanus toxoid. 

1713 conjugate vaccine.  

D1//worldwidespacenet.com/DublicationDetails/biblio?CC=US&NR=635Q449&KC=&FT=E&lo= 
en EP divulga una composiciôn quo comprende un adyuvante (columna 6, llneas 60-64) y un derivado 
de polisacªrido do Neisseria meningitidis del grupo B (columna 3, lmneas 30-37). 

D2 http://www.ncbi.nlm.nih.povjRubmedi3091688 divulga una composicion quo comprende un derivado 
do polisacrido de Neisseria meningitidis del grupo B parcialmente de-N-acetilado (figura 2). 

8. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486) 

Novedad (Art 16 D486) 

Grupo Inventivo I 

La reivindicación I consiste en una composiciOn que comprende un adyuvante y un 
derivado de polisacªrido (PS).de-N-acetilado, en donde el derivado de polisacÆrido 
(PS) de-N-acetilado es un heteropolimero que comprende Æcido N-acetil siÆlico, Æcido 
de-N-acetil siÆlico con una amina libre, y âcido siÆlico re-N-acetilado que tiene un 
grupo protector de amina diferente a acetil, y en donde cliche heteropolimero 
comprende ademÆs al menos un dImero que comprende Æcido N-acetil siÆlico y Æcido 
de-N-acetil siÆUco que tiene una amina libre. 

Novedad frente a DI 

Comparación do (as caracteristicas tØcnicas esenciales, con las del Estado do (a TØcnica: 

Caracteristicas esenclales Dl . 
Una composiciOn que comprende: Una composiciOn quo comprende: 
)_un adyuvante un adyuvante (columna 8, llneas 60-64) 

b) un derivado de polisacÆrido (PS) do-N- un derivado de polisacarido do Neisseria 
acetflado, en donde el derivado do meningitidis del grupo B, de-N-acetilado en 30-
polisacÆrido (PS) de-N-acetilado es un 

- 100% (columna 4, llneas 47-65) y gue comprende 
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heteropolimero que comprende Æcido N-
aceth siÆlico, Æcido de-N-acetil siªlico con 
una emma libre, y äcido siªlico re-N-
acetilado que tiene un grupo protector de 
amina diferente a acetil, y en donde dicho 
heteropoilmero comprende ademÆs al 
menos un dimero que comprende Æcido N-
acetit siªiico y Æcido de-N-acetil silico que 
tiene una amina libre. 

la sustituciôn del grupo N-acetilo del polisacrido 
de Neisseria meningitidis del grupo B con grupos 
acilo insaturados de la formula (I): 

NII 

donde R1 es un grupo alquilo insaturado C2-C4 qua 
comprende 81 menos un doble enlace (columna 3, 
Ilneas 39-54). 

Las caracteristicas esenciales de la composición de  la reivindicaciôn I habian sido 
divulgadas.previamente en DI, el cual enseæa una composiciOn que comprende un 
adyuvante (columna 6, lineas 60-64) y un derivado de polisacÆrido de Neisseria 
meningitidis del grupo B (columna 3, llneas 30-37). DI igualmente divulga que el 
derivado de pousacÆrido estÆ de-N-acetilado en 30-100% (columna 4, lineas 47-65) y 
que el polisacÆrido parcialmente de-N-acetilado comprende la sustitución del grupo 
N-acetilo del polisacÆrido de Neisseria meningitidis del grupo B con grupos acilo 
insaturados de la fOrmula (I), donde R1 es un grupo alqullo insaturado C2-C4 que 
comprende at menos un doble enlace (columna 3, lineas 39-54), los cuales se 
consideran grupos protectores de amina: 

Nil 

En consecuencia, la reivindicaciOn I carece de novedad, segün to divulgado en at 
documento Dl. 

Novedad frente a D2 

ComparaciOn de las caracteristicas tØcnicas esenciales, con las del Estado de la TØcnica: 

Caracteristicas esenciales D2 
Una composicion qua comprende; Una composiciOn que comprende: 
a) un adyuvante 

y un adyuvante (pÆgina 17091 
b) un derivado de po(isacrido (PS) dc-N- un derivado de polisacÆrido de Neisseria 

acetilado, en donde el derivado de meningitidis del grupo B parcialmente cie-N-
polisacÆrido (PS) de-N-acetilado as un acetilado 
heteropolimero quo comprende Acido N- (figura 2) 
acetil siÆlico, doido de-N-acetil siÆlico con 
una amine libre, 

y 

Æcido siÆlico re-N-
acetilado qua tiene un grupo protector de 
amina diferente a acetil, 

y 

en donde dicho 
heteropolimero comprende ÆdemÆs al 
menos un dimero que comprende âcido N-
acetil siªlico 

y Acido de-N-acetil siªlico qua 
tiene _una _amina_libre. I  

Las caracterIsticas esenciales de la composiciôn de la reivindicaciOn I habian sido 
divulgadas previamente en D2, el cuat enseæa una composiciOn que comprende un 
adyuvante (pagina 1709) y un derivado de polisacÆrido de Neisseria meningitidis del 
grupo B parcialmente de-N-acetilado (figura 2). D2 igualmente divulga que para la 
sintesis del derivado N-propionil del Æcido siÆlico, primero se remueven los grupos N-
acilo (N-Ac) del polisacÆrido de Neisseria meningitidis del grupo B en un medio 
fuertemente bÆsico y qua la tasa de remociOn de estos grupos es lenta de manera 
que se puede remover de forma coritrolada diferentes cantidades de N-Ac (pÆgina 
1709, columna derecha, pÆrrafo 3 a pÆgina 1710, columna izquierda, pÆrrafo I, y 
figura 2). El derivado de-N-acetilado as re-acilado posteriormonte con anhidrido 
propiOnico en medio bÆsico (pägina 1709, columna izquierda, pÆrrafo 2). Debido a 
que es posible obtener diferentes grados de de-N-acetilaciOn, las condiciones de 
reacción permite obtener un producto que posee N-acetil, N-propionil y grupos amino 
libre, de manera que polImeros de cualquier tongitud estadisticamente incluirlan 
polimeros en los cuales un grupo amino libre es adyacente a un derivado N-acetil 
siÆlico. 
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En consecuencia, la reivindicación I carece de novedad, segUn lo divulgado en el 
documento D2. 

La reivindicacón 2 consiste en una composición que comprende un derivado de 
polisacÆrido (PS) deN-acetHado que comprende un heteropoilmero de Æcido N-acetil 
siÆlico, ªcido de-N-acetil siÆlico que tiene una amina tibre, y 6cido siÆllco re-N-
acetilado que tiene un grupo protector de amina diferente a acetil, y una estructura 
representada por la formula: 

Comparacion de las caracteristicas tØcnicas esenclales, con las del Estado de Is TØcnica: 

Caracteristicas esenciales Dl 
Una composiciôn qua comprende un derivado Una composición que comprende un derivado de 
de polisacÆrido (PS) de-N-acetilado de Is polisacarido de Neisseria meningitidis del grupo B, 
fOrmula: de-N-acetUado en 30-100% (columna 4, lineas 47-

[ � 

85) 
y 

qua comprende Is sustituciOn del grupo N-
acetilo del polisacrido de Neisseria men/n gitidis 
del grupo B con grupos acilo insaturaclos de Is 

Lx ,, fOrmula (I): 
Donde X e V son independientemerite H 0 un 
grupo acetilo con Is condiciOn quo por to menos 
unodeXyYes H, y por lo menos unosdeXe 
V es acetil; y 

NH 

donde R1 es un grupo aiquilo insaturado C2-C4 que n es cuando menos 1; 
comprende al menos un doble enlace (columns 3, 
lfrteas 39-54). 

en donde el derivado se conjuga con una El derivado de polisacÆrido so conjuga con una 
proteins portadora o ademÆs comprende un proteins 
residuo de Æcido siÆlico que tiene una atquU-
amina secundaria en el extremo no reductor del (columns 5, lineas 61-67 

y 

ejemplo 3) 
derivado do polisacªrido;y  
En donde el derivado de polisacÆrido (PS) do-N- El derivado de polisacªrido as de-N-acetilado en 
acetilado comprende par lo menos un dimero 30-100% 
que comprende Æcido de-N-acetil siÆlico y cido (columna 4, lineas 47-65) 
N-acetil siÆlico  

Las caracteristicas esenciates de la composiciOn de Is reivindicaciOn 2 habian sido 
divulgadas previamente en DI, et cual enseæa una composiciOn que comprende un 
derivado de polisacÆrido de Neisseria meningitidis del grupo B (columna 3, lineas 30-
37). DI iguatmente divulga que et derivado de polisacÆrido estÆ de-N-acetilado en 30-
100% (columna 4, llneas 47-65) y qua el potisacÆrido parcia(mente de-N-acetilado 
comprende la sustituciOn del grupo N-acetilo del potisacÆridc de Neisseria 
men/n gitidis del grupo B con grupos acilo insaturados de la fOrmula (I), donde R1 es 
un grupo alquilo insaturado C2-C4 que comprende at menos un doble enlace 
(columna 3, lineas 39-54), los cuales se consideran grupos protectores de amina: 

Rr�<  
NH 

DI igualmente revela que el derivado de polisacÆrido se conjuga con una proteina 
(columna 5, lineas 61-67 a columna 6, lineas 1-4 y ejemplo 3). 

En consecuencia, (a reivindicaciOn 2 carece de novedad, segCrn to divulgado en el 
documento Dl. 
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La reivindcación 3 consiste en una composiciôn que comprende un derivado de 
polisacÆrido (PS) de-N-acetilado que comprende un heteropoilmero de residuo de 
Æcido de-N-acetil siÆUco, residuo de Æcido N-acetil siÆlico y residuo Æcido siÆUco re-N-
acetilado que tiene un grupo protector de amina diferente a acetil, y una estructura 
representada por la fórmua: 

Comparacion de las caracteristicas tØcnicas esencaIes, con las del Estado de la TØcnica: 

Caractorlsticas esenclales Dl 
Una composicion que comprende un derivado do Una composiclón que comprende un derivado 
pollsacÆrido (PS) de-N-acetilado do Is fOrmula: de polisacärido de Neisseria meriingitidis del 

grupo B, de-N-acetilado en 30-100% (columna 
r 

4, llneas 47-65) 
y que comprende Is 

I 
( 

0 

sustituciOn del grupo N-acetilo del polisacrido 
de Neissoria meriingitidis del grupo 8 con 
grupos acilo insaturados do la formula (I): 

O 
Rr-C( Donde X, V1 

y Z son irdepenthentemente H 0 Ufl 
grupo acilo saturado, con la condiciOn quo por 10 NH 

menos uno de X, Y, 
y 

Z es un grupo acilo saturado donde R1 es un grupo alquilo insaturado C2-C4 
quo comprende al menos un doble enlace n es cuando menos uno; (columns 3, lIneas 39-54). 

en donde 01 derivado de polisacªnido so conjuga El derivado do poIisacrido so conjuga con una 
opcionalmente con una protelna portadora o proteins 
ademÆs comprende un residuo de àcido siªlico quo 
tiene una aIquil-amina secundaria en 01 extremo no (columna 5, lineas 61-67 

y 

ejemplo 3) 
reductor del derivado de polisacrido; 

y 

En donde el derivado do polisacÆrido de-N- El derivado do polisacÆricio es de-N-acetilado 
acetilado comprende per Ia menos un dimero que en 30-100% 
comprende un residuo do âcido de-N-acetil siªlico 

y 

(columns 4, lineas 47-65) 
un residuo de Æcido N-acetil siÆlioo.  

Las caracteristicas esenclales de la composición de la  reivindicaciOn 3 hablän sido 
divulgadas previamente en Dl, el cual ensefla una composición que comprende un 
derivado de polisacÆrido de Neiàse,ia meningitidis del grupo B (columna 3, Ilneas 30-
37). Dl igualmente divulga que el derivado de pollsacÆrido estÆ de-N-acetilado en 30-
100% (columna 4, JIneas 47-65) y que el polisacÆrido parcialmente de-N-acetilado 
comprende Ia sustituciôn del grupo N-acetilo del polisacÆrido de Neisseria 
meningitidis del grupo B con grupos acilo insaturados de la formula (I), donde R1 es 
un grupo aiquilo insaturado C2-C4 que comprende al menos un doble enlace 
(columna 3, lIneas 39-54), los cuales se consideran grupos protectores de amina: 

NEI 

Dl igualmente revela que el derivado de polisacÆrido se conjuga con una proteina 
(columna 5, lmneas 61-67 a columna 6, lIneas 1-4 y ejemplO 3). 

En consecuencia, la reivindicación 3 carece de novedad, segün lo divulgado en el 
documento Dl. 

Las reivindicaciones dependientes 4 - 10 y 24 - 30, la reivindicación 11 y sus 
dependientes 12 - 14, la reivindicaciOn 16 y la reivindicaciOn 31 y sus dependientes 
32-36 no mencionan alguna caracterIstica que haga nueva a la composiciOn de las 
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reivindicaciones I - 3, por lo cual se considera que no son nuevas. 

Nivel Inventivo (Art18 D486) 

Grupo Inventivo 2 

La reivindicación 15 consiste en un mØtodo para producir un derivado de 
polisacÆrido (PS) heteropolimØrico protegido, que comprende las etapas de: 
Hacer reaccionar polisacÆrido de-N-acetilado que comprende residuos de Æcido de-N-
acetil siÆlico.que tiene grupos amino libres y un minimo de 20% de residuos de Æcido 
N-acetil siÆlico con una mezcla que comprende un reactivo de protecciôn de amina y 
un reactivo acilante, en la presencia de un solvente orgÆnico; en donde esta reacción 
ada mÆs del 90%, pero no todo, de los grupos amino de los residuos del Æcido de-N-
acetil siÆflco para producir un derivado de polisacØrido heteropolimØrico protegido que 
tiene por lo menos un dimero quo comprende un residuo de Æcido N-acetil siÆlico y 
un residuo de Æcido de-N-acetil siÆlico que tiene una amina libre. 

Comparacion do las caracteristicas tØcnicas esenciales, con las del Estado de la TØcnica: 

CaracterFsticas esenctales Dl D2 
Un mØtodo pars producir un Un mØtodo para producir un Un mØtodo pars producir un 
derivado do poHsacÆrido (PS) derivado N-acilado del Æcido derivado N-propionil del Æcido 
heteropolimerico protegido, quo siÆlico, que comprende las siÆlico, quo comprende las 
comprende las etapas de: etapas do: etapas do: 
a) Hacer reaccionar 1) de-N-acetilar el polisacØrido j) remover los grupos N-acilo 

polisacÆndo de-N-acetilado do Neisseria meningitidis del (N-Ac) del polisacØrido de 
quo comprende residuos de grupo B en un medic bØsico Neisseria 

meningitidis del 
cido de-N-acetil siÆlico que acuoso grupo B en un medic 

tiene grupos amino libres 
y fuertemente bØsico 

un minimo de 20% do (columns 4, llneas 47-60) 
residuos do Æcido N-acetil (pagina 1709, columna derecha, 
siàllco con una mezcla quo ii) N-acilar el derivado do-N- pØrrafo 3 a pØgina 1710, 
comprende un reactivo de acetilado con anhIdrido do acilo columna izquierda, pØrrafo 1 

y 

protecciOn do amina 
y 

un en alcohol figura 2) 
reactivo acilante, en la 
presencia de un solvente (columns 4, llneas 66-67 a ii) Reacetilar el derivado de-N-
orgØnico; columns 5, Ilneas 1-15). acetilado con. anhidrido 
en donde esta reacciOn acila propionico en medio bØsico 
mÆs del 90%, pero no todo, 
de los grupos amino de los 

. (pagina 1709, columns 
residuos del Øcido . do-N- izquierda, pØrrafo 2). 
acetil siÆlico pare producir 
un derivado de polisacÆrido 
heteropolimØrico protegido 
quo tiene por Ic menos un 
dimero quo comprende un 
residuo do äcido N-acetil 
siÆlico 

y un residuo do Ocido 
de-N-acetil siälioo quo tiene 
una _amina _libre.  

Los documentos Dl y D2 se consideran el estado de la tØcnica cercano a la 
invención definida en Is reivindicación 1 porque:. 

DI divulga un mØtodo para producir un derivado N-acilado del Æcido siÆlico, que 
comprende las etapas de i) de-N-acetilar el polisacÆrido de Neisseria meningitidis del 
grupo B en un medio bÆsico acuoso (columna 4, lineas 47-60) y ii) N-acilar el 
derivado de-N-acetilado con anhIdrido de acilo en alcohol (columns 4, Ilneas 66-67 a 
columns 5, lineas 1-15). 

La diferencia entre la invenciOn, definida en la reivindicación 15 y el mØtodo de Dl 
consiste en la diferenciaciôn de un reactivo de protecciÆn y un reactivo acilante. 
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V 

D2 divulga un mØtodo para producir un derivado N-propionhl del Æcido siÆlico,or 

V6 
que 

comprende las etapas de: i) remover los gruposN-acilo (N-Ac) del polisacÆrido de 
Neisseria meningitidis del grupo B en un medlo fuertemente bÆsico (pagina 1709, 
columna derecha, pÆrrafo 3 a pÆgina 1710, columna izquierda, pÆrrafo 1, y figura 2) 
y ii) reacetilar el derivado de-N-acetilado con anhidrido propiOnico en medio bØsico 
(pagina 1709, columna izquierda, parrafo 2). 

La diferencia entre la invenciOn, definida en la reivindicación 15 y el mØtodo de D2 
consiste en Ia diferenciaciôn de un reactivo de protecciOn y un reactivo acilante. 

Esta diferencia no parece conceder un efecto tØcnIco inesperado o una ventaja al 
mØtodo reclamado en esta soHcitud porque los anhidridos de acilo enseæados en los 
documentos Dl y D2 pueden actuar como reactivos acilantes y protectores a amina. 

Teniendo en cuenta que Dl ya divulgaba un mØtodo para producir un derivado N-
acilado del Æcido siÆlico y que D2 divulgaba un mØtodo para producir un derivado N-
propionil del Æcido siÆlico, donde ambos utilizan reactivos de anhidrido de acilo, la 
persona del oficia medianamente versada en la materia habria infericio sin mucho 
esfuerzo de su parte, utilizar los reactivos de anhidrido de acilo ensenados en Dl y 
D2 para obtener un mØtodo de acuerdo a la reivindicaciôn 15. 

De manera que la soluciôn propuesta par esta solicitud en la reivindicaciOn 15 y sus 
dependientes 17� 19, es obvia y no tiene Nivel Inventivo. 

9. Conclusion 

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud estÆn afectados asi: 

Item Documento ReivndIcacones afectadas Regulsito que afecta 

DI US6350449 1-19y24-36 Novedad y Nivel inventive 

D2 
Journal of Immunology. 

1-19y24-36 Novedad y Nivel 
inventive Vol. 137, päginas 1708- 

1713 

En cumplimiento del articulo 45 de la DecisiÆn 486 de la Corn isiOn de la Corn unidad 
. Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del tØrmino de sesenta (60) dias � contados a partir de la fecha de notificación de la presente cornunicaciOn. En caso de 

no dar respuesta al presente requerirniento, 0 si apesarde la respuesta subsistieran 
los impedimentos para la concesión, se denegarÆ la patente. 

NotifIquese el presente oficio conforme a Ia dispuesto on el numeral 5.2, literal e), del 
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001. 

JOSÉ LUIS SALAZAR LOPEZ 
Director de Nuevas Creacidnes (C) 

El anterior requerirniento fue notificado par fijaciôn en lista, de fecha 

Elaborado per: Juan David Moncaleano P. 
Revisado por: Ana Delia Pinzón  Garcia. 
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