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Industriay’comercio : | o._ 17690- 000000 reAOn.
SUPERINTENDENCIA . ??af’“? 1 2(})30A7T“E1N(T)7EIYIII " Eve: 378 FASENACIONALI
FORMULARIO UNICO DE Act. 411 PRESENTACION - Folios: 99 :
PCT SUL T

ENTRADA EN FASE NACIONAL

SOLICITUD DE :

Patente de Invencion :] Patente de Modelo de Utilidad
Capitulo |. [ ] Capituloll.

Nombre: WYETH
SOLICITANTE IDENTIFICACION

(71) Direccion:  Five Giralda Farms, Madison, New Jersey 07940, Estados
Unidos de América

cc. [ ] NIt [ ]

‘ Nacionalidad o Domicilio:  Nueva Jersey, Estados Unidos de América
’ Lugar de Constitucion: Delaware, Estados Unidos de América C.E. D Otro D
Teléfono: Fax: Cual
E-Mail . Numero
@ Nombre:  ALVARO CORREA ORDONEZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Direccion: Avenida 82 No.10-62 Piso 6 cC. Nt [
P AD
O APODERADO CE. l:] Otro l:l
Teléfono: 634 1500 Fax: 376 2211 Cual
. ) - 79.143.366 de
E-Mait: office.bogota@bakernet.com Namero  Usaquén P 20281
@ Nombre: BAHLER, Brian; LEE, Tsu-shun; LOTVIN, Jason Arnold; RUPPEN, Mark Edward y CHARBONNEAU,

Pamela Sue Fink

INVENTOR (ES) Direccion: 308 Kellyridge Drive, Apex, NC 27502, Estados Unidos de América, 101 Millers Creek Drive, Cary, NC
27519, Estados Unidos de América, 171 Country Club Drive #7, Union, NJ 07083, Estados Unidos de

’ América, 6 Lea Avenue, Garnerville, NY 10923, Estados Unidos de América, 8 Eldor Avenue, New Clty NY
10956 , Estados Unidos de América, respectivamente
(72)

(5) peT (85)
Solicitud Internacional No. PCT/US2006/012134 Fecha 31-MAR-06
Publicacion Internacional No. ' W0/2006/110352 Fecha 19-OCT-06

Nacionalidad o Domicilio:  Estadounidense, Chino, Estadounidense, Estadounidense y Estadounidense, respectivamente

@ Titulo (54) SEPARACION DE CONTAMINANTES DE POLISACARIDOS DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
MEDIANTE MANIPULACION DE PH

@ Clasificacion Internacional (51) CO8B 37/00, A61K 39/09

Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
US 08-ABR-05 60/669.546
Si} X NO
_@ Comprobante de pago No. 07-76787 Fecha 21-SEP-07

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina
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Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud hn {} Q f_’
D Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
D Poderes, si fuere el caso

E Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

D Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
D Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen preliminar (IPEA)
D Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas
De ser el caso, certificado de depdsito del material biolbgico

D Arte final 12 x 12

D De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencidn de esta solicitud
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
Otros: Extractos, Formul ario .de n_19d1’f1' cacibn y rggi bo, Repoete prelimi nar Interna-
cional Cap. I y notificacidon de presentacién de documento de prioridad.
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MARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA OM
RESOLUGION No»
DE MINJUSTIOIA

~t nnnn&
TRADUCCION OFICIAL No. 431/07 de un documento escrito en inglés, el cual

para su identificacion se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccion Oficial efectuada el dia 8 de octubre de 2007 por la Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segiin Resolucion
No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Cesion a WYETH del invento “Separacién de contaminantes del polisacarido
del Streptococcus Pneumoniae mediante manipulacién del pH”. Certificacion

notarial suscrita por Barbara A. Kiely, Notario Publico del estado de Nueva

Jersey, y legalizaciones subsiguientes.

AM101821

DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, Asociada para Legalizaciones, Wyeth, certifico
por la presente que la copia adjunta ha sido comparada con la Cesién original
(para la U.S.S.N. 60/669,546, y cualquier equivalente legal de la misma en un
pais extranjero, para el invento titulado: “SEPARACION DE CONTAMINANTES
DEL POLISACARIDO DEL STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE MEDIANTE
MANIPULACION DEL pH"”) fechada el 16 de marzo de 2006 de Jarson Arnold
Lotvin; y fechada el 21 de marzo de 2006 de Mark Edward Ruppen y Pamela
Sue Fink Charbonneau; y fechada el 23 de marzo de 2006 de Brian Bahler %

Tsu-shun Lee a Wyeth y que la citada copia es fiel copia del original.

Dado a los 30 dias del mes de agosto de 2007, en Madison, Nueva

Jersey, Estados Unidos de América.

Wyeth

(Fdo.) Michelle L. McGowan
Michelle L. McGowan

PARA USO EN COLOMBIA
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-AARIA TERESA LARA R.

TRADUCTORA OGRS

DE MINJUSTISIA

RESOLUGION K&y

Traduccién Oficial No. 431/07 - Pagina 2

o ”ﬂﬂnq
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey )
Condado de Morris g

A los 30 dias del mes de agosto de 2007, ante mi personalmente
comparecié Michelle L. McGowan, Asociada para Legalizaciones de Wyeth, a
quien conozco y de quien me consta que es la persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo suscribid, y reconocié ante mi haber suscrito el

mismo.

(Fdo.) Barbara A. Kiely
Notario Publico

(Sello notarial

en relieve)
[Sello] Barbara A. Kiely ID. 33893

Notario Publico de Nueva Jersey
Mi comision expira el 20 de junio de 2009

Expediente No: AM101821
Patente

Cesién de Invento

En virtud del pago por la CESIONARIA al CEDENTE de contraprestacién

valida, el recibo de la cual se reconoce por la presente, el CEDENTE:

(1) Nombre Completo del Inventor: Brian Bahle‘r
Residencia: 308 Kellyridge Drive, Apex, NC 27502
Ciudadania: Estados Unidos de América

(2) Nombre Completo del Inventor: Tsu-shun Lee

Residencia: 101 Millers Creek Drive, Cary, NC 27519
Ciudadania: Taiwan




AARIA TERESA LARA R,
TRADUCTORA OF v
RESOLUGION Hh":%l

Traduccion Oficial No. 431/07 - Pagina 3 innn;

(3) Nombre Completo del Inventor: Jason Arnold Lotvin
Residencia: 171 Country Club Drive #7, Union, NJ 07083
Ciudadania: Estados Unidos de América

(4) Nombre Completo del Inventor: Mark Edward Ruppen
Residencia: 6 Lea Avenue, Garnerville, NY 10923

Ciudadania: Estados Unidos de América

(5) Nombre Completo del Inventor: Pamela Sue Fink Charbonneau
Residencia: 8 Eldor Avenue, New City, NY 10956

Ciudadania: Estados Unidos de América

por la presente vende, cede y traspasa a la CESIONARIA:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, Nueva Jersey 07940

y a los sucesores, cesionarios y representantes legales de la CESIONARIA,
todo derecho, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones

territoriales y en todos los paises extranjeros, incluyendo todo los derechos a

reclamar prioridad, en y sobre el invento titulado:

SEPARACION DE CONTAMINANTES DEL POLISACARIDO DEL
STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE MEDIANTE MANIPULACION DEL pH

e inventado por el CEDENTE y los siguientes inventores adicionales, en caso

de haberlos:

y el cual se encuentra en la Solicitud de los E.U. No. 60/669,546 presentada

el: 8 de abril de 2005

[ ] Yo, nosotros, el suscrito CEDENTE, por la presente autorizo y
solicito la insercién anterior del nimero de solicitud y la fecha de

presentacion, una vez se conozcan,
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[marcar también si se estan cediendo solicitud(es) extranjera(s)]
[X] vy cualquier equivalente legal de las mismas en un pais extranjero,

incluyendo el derecho a reclamar prioridad, incluidas todas y cada una de las
mejoras alli divulgadas, y en y sobre todas las Patentes que hayan de
obtenerse para dicho invento en virtud de la solicitud anterior o cualquier
solicitud provisional, no provisional, de continuacién, divisional, de renovacion
o sustituta de la misma posteriormente presentada, y respecto de Patentes,

cualquier reemision o reexamen de las mismas.

El CEDENTE pacta por el presente que no se ha hecho ni se hard ni se

realizard ninguna cesion, venta, acuerdo o gravamen que pudiese entrar en

conflicto con esta cesion.

El CEDENTE autoriza a la CESIONARIA a presentar solicitudes y recibir
Patentes para dicho invento en cualquiera de dichos paises en su propio

nombre, o en nombre de el CEDENTE, a su eleccién.

El CEDENTE pacta y acuerda suscribir u obtener cualquier garantia
adicional necesaria del titulo sobre dicho invento y cualquier Patente que
pueda emitirse para el mismo, en cualquier momento, y a solicitud y por
cuenta de la CESIONARIA entregar cualquier testimonio en cualquier
interferencia, litigio o proceso relacionado con el mismo y otorgar todos los
documentos que puedan ser necesarios o convenientes para perfeccionar el
titulo sobre dicho invento o cualquier Patente que pueda otorgarse para el
mismo en la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios u otros representantes
legales y, en cualquier momento, a solicitud y por cuenta de la CESIONARIA
suscribir cualquier continuacién, continuacién en parte, solicitud divisional, de

renovacion o sustituta de la misma, y en cuanto a Patentes y reemisién o
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reexamen de las mismas, o cualquier otra solicitud adicional de Patente para
dicho invento o cualquier parte del mismo, todas las cuales solicitudes y
cualesquiera Patentes que se expidan sobre las mismas son por la presente
cedidas a la CESIONARIA, y hard todos los juramentos o declaraciones licitos,
y realizara todo los actos licitos requeridos para adquirir las mismas, sin otra
compensacion, pero por cuenta de la CESIONARIA, SuUs sucesores, cesionarios

u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y solicita al Comisionado de Patentes expedir todas
y cada una de las Patentes de los Estados Unidos para dicho invento,

resultantes de cualquiera de las anteriores solicitudes a su CESIONARIA.

(Fdo.) Brian Bahler 23 Marzo 2006

Brian Bahler Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Carolina del Norte }
Ss:
Condado de Lee T
A los 23 dias del mes de marzo de 2006, comparecié personalmente ante mi
Brian Bahler, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconoci6é haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propésitos alli sefialados.

(Fdo.) lulie J. Conder

Notario Publico

Mi comisién expira: Junio 20, 2010
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(Fdo.) Tsu-shun Lee 23 Marzo 2006
Tsu-shun Lee Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Carolina del Norte }
SS:

Condado de Lee 2

A los 23 dias del mes de marzo de 2006, comparecié personalmente ante mi
Tsu-shun Lee, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Julie J. Conder

Notario Publico

Mi comisién expira: Junio 20, 2010

(Fdo.) Jason Arnold Lotvin 16 Marzo 2006
Jason Arnold Lotvin Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York }
SS:

Condado de Rockland b

A los 16 dias del mes de marzo de 2006, comparecié personalmente ante mi
Jason Arnold Lotvin, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.
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(Fdo.) Janice A. White

Notario Publico

[Sello] JANICE A. WHITE
NOTARIO PUBLICO-ESTADO DE NUEVA YORK
NO. 01-WH6052604
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
Mi COMISION EXPIRA 12-26-2006

(Fdo.) Mark Edward Ruppen 21 Marzo 2006
Mark Edward Ruppen Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York }

SS:
Condado de Rockland }

A los 21 dias del mes de marzo de 2006, comparecidé personalmente ante mi
Mark Edward Ruppen, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) .RoseAnn D. Jastrow

Notario Publico
[Sello] ROSEANN D. JASTROW
No. 01JA6085816

HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
Mi COMISION EXPIRA 01-06-2007

(Fdo.) Pamela Sue Fink Charbonneau 21 Marzo 2006
Pamela Sue Fink Charbonneau Fecha

Estado de Nueva York }

SS:
Condado de Rockland }
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A los 21 dias del mes de marzo de 2006, comparecid personalmente ante mi
Pamela Sue Fink Charbonneau, a quien conozco como la misma persona
descrita en el instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber

otorgado el mismo, por su propia voluntad y para los propédsitos alli sefialados.

(Fdo.) RoseAnn D. Jastrow

Notario Publico

[Sello] ROSEANN D. JASTROW
No. 01JA6085816
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2007

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

2. Este documento pulblico ha sido firmado por: Barbara A. Kiely

3. actuando en calidad de:  Notario Publico de Nueva Jersey

4, lleva el sello/timbre de: Barbara A. Kiely, Notario
CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dia 4 de septiembre de 2007

7. por Bradley Abelow, TESORERO DE NUEVA JERSEY

8. No. A301928

9o, Sello/Timbre: 10. Firma

(Sello del Estado (Fdo.) Bradley Abelow
de Nueva Jersey)
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La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacion.

(2 erasa Lol

Maria Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segun
Resolucion No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia



APOSTILLE
(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
BARBARA A KIELY

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
BARBARA A KIELY, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 4TH DAY OF SEPTEMBER 2007

BY: Bradley BAbelow, NEW JERSEY TREASURER
NO. A301928

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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AM101821
AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, Legalization Associate, Wyeth, do hereby certify that
the attached copy has been compared with the original Assignment (for U.S.S.N.
60/669,546, and any legal equivalent thereof in a foreign country, for the invention
entitled: “SEPARATION OF CONTAMINANTS FROM STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE POLYSACCHARIDE BY pH MANIPULATION”) dated March 16,
2006 from Jarson Arnold Lotvin; and dated March 21, 2006 from Mark Edward Ruppen
and Pamela Sue Fink Charbonneau; and dated March 23, 2006 from Brian Bahler and
Tsu-shun Lee to Wyeth and that the said copy is a true copy of the original.

Dated this 30th day of August 2007, at Madison, New Jersey, United States of

America.

Wyeth

i
Michelle L. McGowan

TO BE USED IN COLOMBIA
ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )

)
County of Morris )

On this 30th day of August 2007, before me personally appeared Michelle L.
McGowan, Legalization Associate of Wyeth, to me known and known to me to be the
individual described in and who executed the foregoing instrument, and he acknowledged

to me that he executed the same.

Barbara A. Kiely ID. 33893 Notary Public ' W?
Notary Public of New Jersey

My Commission Expires June 20, 2009



Docket No: AM101821.
. Patent

Assignment of Invention
In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and va!uable

consideration, the receipt of which is hereby acknowiedged, -
ASSIGNOR:

(1

Full Nameof Inventor: Brian Bahler -

Residence: 308 Kellyridge Drive, Apex, NC 27502

Citizenship: United States of America

()

Full Name of Inventor: Tsu-shun Lee
Residence: 101 Millers Creek Drive, Cary, NC 27519 .
Citizenship: Taiwan ‘ _

. (3)

Full Name of Inventor: Jason Arnold Lotvin
Residence: 171 Country Club Drive #7, Union, NJ 07083
Citizenship: United States of America

4

Full Name of Inventor: Mark Edward Ruppen
Residence; 6 Lea Avenue, Gamerville, NY 10923

‘Citizenship: United States of America

(5)

Full Name of Inventor: Pamela Sue Fink Charbonneau
Residence: 8 Eldor Avenue, New City, NY 10956
Citizenship: United States of America

hereby sells, assigns and transfers to ASSIGNEE:

Wyeth
Five Giralda Farms o
Madison, New Jersey 07940

Lt

ﬂn(ng

" AssignmentNon-Provisional.dot ~ Rev 2/05. Page 1 of 7 Assignment of Invention

Non-Provisional Application



Docket No: AM101821
Patent

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and o the invention entitied:

SEPARATION OF CONTAMINANTS FROM STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE
POLYSACCHARIDE BY pH MANIPULATION

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

and which is found in U.S. Application No. 60/669,546 filed on: April 8, 2005

[0 Iiwe the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion
above of the application humber and filing date, when they become known,

{also check if foreign application(s) is(are) also being assigned]

B and any legal equivalent thereof in a foreign country,

mcludlng the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and

in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or.any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and fo receive Letters
patent for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR’s name,
at its election.

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and exscute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-pant, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or

- declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE its successors, assigns or other legal
representatives. ,

ASS!GNOR authonzes and requests the Commlssioner of Patents to issue any and afl

ﬁnﬂ?g

apphgahons toits ASS_GNEE ]

AssimmaniNon-vaisaonas.aot— Rev 205 Page 2 of 7 Assignment of Invention
Non-Provisional Application



Docket No: AM101821 anng 3

~ Patent
&% L3~ Mok - 2000

Bnan Bahler , Date

' ACKNOWLEDGMENT

State of “ﬂm;ev‘\- Cisliry.

‘ T ss:
County of ;{ i&ﬁ }

On the l%rdgay of “’]”)4&4,(,&» 2006, Brian Bahler personally appeared before
me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing

- instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and
for the purposes set forth.

N ;taQ b%cowlz/t)‘

My, Gormsmsint. dtprinc R 2! 200

AssignmentNon-Provisional.dot — Rev 2/05 Page 3of 7 Assignment of Invention
' Non-Provisional Application



Docket No: AM101821 ann 7
Patent ‘ 8

(‘_)-@ikﬁg,.i& 1%"‘ N‘O\Vo’[f\ ~on é

Tsu-shun Lee Date

ACKNOWLEDGMEN

State of
ss:

County of .'LL-/ }

On the Ra"-&y of ‘//}/LW’\-' 2008, Tsu-shun Lee personally appeared before
me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and

- for the purposes set forth.

N\ londen

Notar{/Public

Ty Cmvnwawv« Lrpfpirsar Wo,go/o

e e U e e e ————

AssignmentNon-Provisional.dot — Rev 2/05 Page 4 of 7 Assignment of Invention
' Non-Provisional Application



Docket No: AM101 821
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SEPARATION OF CONTAMINANTS FROM STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE POLYSACCHARIDE BY pH MANIPULATION

BACKGROUND OF THE INVENTION
This invention relates to methods for removing excess soluble protein from
cellular lysates of Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniag) serotypes used in the

production of pneumococcal polysaccharides.

The capsular polysaccharide for each S. pneumoniae serotype utilized for
vaccine products is produced by growing the organism in a complex liquid medium.
The population of the organism is often scaled up from a seed vial to seed bottles
and passaged through one or more seed fermentors of increasing volume until
production scale fermentation volumes are reached. The end of the growth cycle can
be determined by one of several means, at which point the cells are lysed through
the addition of a detergent which aids in the cell wall breakdown and release of
autolysin which causes cellular lysis when the cells reach stationary phase. The
lysate broth is then harvested for downstream (purification) processing. This
purification includes several column chromatography and diafiltration steps to recover
the capsular polysaccharide that surrounds the bacterial cells. The polysaccharide,
when cbnjugated with a high molecular weight protein, such as CRMg7, and
formulated into a véccine containing conjugates of multiple serotypes, helps confer
immunity (o S. pneumbniae) when injected into the target population, such as, for

example, infants and young children.

Specifications have been set for the protein content in the purified
polysaccharide of each serotype to reduce the risk of adverse events from the
vaccine. For instance, in the currently marketed 7-valent pneumococcal conjugate
(7vPnC) vaccine (Prevnar®), the specification for protein content in the purified
serotype 4 polysaccharide is not more than 3%, and for the purified serotype 6B

polysaccharide it is not more than 2% on a dry weight basis.

In some instances, it has proven difficult to remove the residual protein that is

still present after the entire purification process. Efforts made to address this issue
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through changes in the purification processing of the cell lysate met with only

moderate success.

It was therefore decided to attack this issue at the upstream side of the
process. The key contaminant proteins were determined to be critical for cellular
growth and integrity. Therefore, the remaining options available to reduce the total -

protein consisted of altering growth and/or harvest conditions.

The fermentation process is fairly straightforward. The cells (seed) are
expanded in bottles of soy-based media, then passed through one or two seed
fermentors, and finally passaged to a production scale fermentor. At each step the
temperature and pH are closely monitored with pH being controlled by the addition of
a base material (20% sodium carbonate). When the growth reaches a certain point,
the run is ended by the introduction of a detergent, such as deoxycholate (DOC)
sodium, which initiates a ce" lysis process. After a hold period, the pH of the lysate
broth is adjusted to 6.6 to precipitate the deoxycholate and cell membrane
complexes. This material is held until processing by centrifugation and filtration can

be carried out to remove the solids.

Much of the protein, however, remains solubilized in the clarified lysate,
causing the residual protein content in the purified polysaccharide to exceed
specification. Thus, there is a need to reduce the soluble protein levels in several

‘Pneumococcal serotypes during either the fermentation or purification process.

SUMMARY OF THE INVENTION
The present invention fulfills this need by providing a process for reducing the
protein content and preserving the capsular polysaccharide content in a complex
cellular Streptococcus pneumoniae lysate broth prior to purification. This process
comprises the steps of:
(a) growing a selected S. pneumoniae serotype in a soy-based medium, which

includes:
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(b)

©

(d)

(e)

(f)

0}

(ii)
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inoculating a first container containing the soy-based medium with
seed stock of the selected serotype, and incubating the first container
until growth requirements are met, and

inoculating a second container containing the soy-based medium with
the culture from step (i) while maintaining a stable pH and temperature

in the second container, and

lysing with a detergent the bacterial cells produced in step (a), thereby
producing a lysate containing soluble proteins, cell debris, nucleic acids and

polysaccharide; »
agitating the cellular lysate for a time sufficient to assure complete lysis and

polysaccharide release;

lowering the pH of the cellular lysate to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins;

holding the solution and precipitate formed in step (d) ‘without agitation for a
time sufficient to allow settling of the precipitate; and

processing the solution and precipitate by centrifugation and/or filtration,
whereby the capsular polysaccharide in solution is preserved and the soluble protein

is effectively reduced.

Exemplary, non-limiting S. pneumoniae serotypes selected for this
embodiment of the invention are 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F and 19A. In a particular
embodiment of the invention, and depending on the seroiype being grown in step (a),
the fermentation pH in step (a) is maintained by a base feed of sodium hydroxide,
sodium carbonate, or a combination thereof. In another embodiment, the pH in step
(d) is lowered to between 4.5 and less than 5.5. In yet another embodiment, the

detergent is deoxycholate sodium.

(@

' This invention also relates to a process for reducing the protein content and
preserving the capsular polysaccharide content in a complex cellular Streptococcus
pneumoniae lysate broth prior to purification. The process comprises the steps of:

expanding in increasing volumes from a starting container to a production
scale container in a soy-based medium a selected S. pneumoniae serotype

and maintaining a stable pH and femperature during cellular growth;



WO 2006/110352

10

15

20

25

{) () PCT/US2006/012134

~F

(b) lysing with a detergent the bacterial cells produced in step (a), thereby :

producing a lysate containing soluble proteins, cell debris, nucleic acids and

polysaccharide;

-(c) agitating the cellular lysate for a time sufficient to assure complete lysis and

polysaccharide release;

(d) lowering the pH of the cellufar lysate to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins;

(e) holding the solution and precipitate formed in step (d) without agitation for a
time sufficient to allow settling of the precipitate; and

® processing the solution and precipitate by centrifugation and/or filtration,

whereby the capsular polysaccharide in solution is preserved and the soluble protein

is effectively reduced.

Exemp]ary, non-limiting  S. - pneumoniae serotypes selected - for - this - -

embodlment of the invention are 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F and 19A. In a particular
embodiment of the invention, and depending on the serotype being grown in step (a),
the fermentation pH in step (a) is maintained by a base feed of sodium hydroxide,
sodium carbonate, or a combination thereof. In another embodiment, the pH in step

- (d)is lowered to between 4.5 and less than 5.5. In still another embodiment, the

detergent is deoxycholate sodium.

In yet another embodiment, where the serotype is serdtype 5 or 19A, the soy-

based medium is supplemented with sodium bicarbonate.

This invention allows for removal of large quantities of excess protein
contamination from the cellular lysate, thereby leaving a cleaner product (Cell Free
Broth or CFB) for purification which will generally obtain higher polysaccharide
recoveries and total polysaccharide yields than were possible using prior
fermentation and recovery method.
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'BRIEF DESGRIPTION OF THE DRAWINGS

FIG. 1 is an SDS-PAGE gel showing the significant decrease in soluble
protein in grams per liter of lysate as the pH-is decreased with acetic acid for'S.
pneumoniae Type 4. The 39 kDa and 48 kDa components are cell wall surface

proteins. The polysaccharide yield is alsa shown.

FIG. 2 is a chart of results for S. pneumoniae Type 6B of pH adjustment down
to pH 5 showing protein reduction as determined by SDS-PAGE and polysaccharide
(Ps) yield as determined by HPL.C-SEC with refractive index (R!) detector.

FIG. 3 is a chart of results for S. pneumoniae Type 1 of pH adjustment down -

to pH 5 showing protein reduction as determined by SDS-PAGE and polysaccharide
yield as determined by HPLC-SEC with Rl detector.

" FIG 4 is a chart of results for S. pneumoniae Type 5 of pH adjustment down
to pH 4.1 showing protein reduction as determined by SDS-PAGE and

polysaccharide yield as determined by HPLC-SEC with Rl detector.

'FIG. 5 is a chart of results for S. pneumoniae Type 6A of pH adjustment down

o bH 4.5 of two different fermentation runs showing protein reduction as determined

by SDS-PAGE and polysaccharide yield as determined by HPLC-SEC with Rl

detector.

FIG. 6 is a chart of results for S. pneumoniae Type 7F of pH adjustment down
to pH 4.8 showing protein reduction as determined by SDS-PAGE and
polysaccharide yield as determined by HPLC-SEC with RI detector.

. DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
Streptococcus pneumoniae are Gram-positive, lancet shaped cocci that are
usually seen in pairs (diplococci), but also in short chains or as single cells. They
grow readily on blood agar plates with glistening colonies and display alpha
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hemolysis unless grown anaerobically where they show beta hemolysis. They are
sensitive to bile salts that can break down the cell wall with the presence of the cells’
own enzyme, autolysin. The organism is an aerotolerant anaerobe and is fastidious

in that it has complex nutritional requirements.

The cells of most pneumococcal serotypes have a capsule which is a
polysaccharide coating surrounding each cell. This capsule is a determinant of
virulence in humans because it interferes with phagocytosis by preventing antibodies
from attaching to the bacterial cells. There are currently 90 capsular serotypes
identified, with 23 serotypes responsible for about ‘90% of invasive disease. The
polysaccharide coat as a vaccine can confer a reasonable degree of immunity (to S.
pneumoniae) in individuals with developed or unimpaired immune systems, but a
conjugated protein with polysaccharide allows for an immune response in infants and

- -elderly who are also most at risk for pneumococcal infections. It is important to be -

able to separate this capsular polysaccharide from the lysed (killed) bacteria and
remove as much cellular debris as possible. As described herein, this removal was

accomplished in a series of fermentation process changes.

Three major changes that have greatly improved the downstream processing
are as follows: (1) changing the fermentation base feed from sodium carbonate to
sodium hydroxide where possible; (2) maintaining agitation in the fermentor during
the de‘oxycholate,hold interval; and (3) lowering the pH after the deoxycholate lysate
hold to less than 5.5.

The initial discovery was that by lowering the pH to less than 5.5, from 50-
90% of the undesirable soluble protein could be removed from the cell lysate prior to
downstream processing (purification). While this was a very important process

~ enhancement, the use of large volumes of sodium carbonate to maintain the set-

point pH during the fermentation runs caused a serious foaming problem when the
pH was adjusted to 5.0 with acetic acid. It was also discovered that a stable pH was
difficult to maintain after adjustment because of the multiple forms of carbonate that
exist in solution. This led to looking at alternate base feeds that would not create a
carbonate buildup in the fermentation broth. Sodium hydroxide was selected
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because it was already being used to adjust the pH of the medium and seed bottles
prior to inoculation. Studies up to 100L fermentations indicated that this was a viable
alternative with only a minor reduction in growth, based on optical density (OD). This
base also resolved the foarhing problem.- Othef bases besides sodium hydroxide can

be used, and sodium bicarbonate can be used as a supplement where it is’

determined that the organism requires some form of carbonate to maintain growth,

.such as, for example, with serotypes 5 and 19A. If sodium carbonate is used as the

primary base feed, such as for serotype 19A, then the post-lysate pH adjustment (to
a pH of less than 5.5) requires a slow multi-hour controlled acid addition to avoid

foaming.

Finally, based on Iaboratory’observatidn, it was determined that if the

deoxycholate hold proceeded without agitation (as in-a previous protocol), a gel-like

~ precipitate would settle on the fermentor walls and pH probe. This created unreliable

in-situ pH readings when the pH was adjusted. The agitation step prevented this
precipitate from forming and allowed the pH probe integrity to be maintained.

Thus, in the presently claimed invention, the selected Streptococcus
pneumoniae serotypes are expanded in increasing volumes from starting seed vials
in a sterile medium composed of, for example, an enzyme digested soy-based
product, sodium chioride, potassium phosphate monobasic, calcium chloride, and a
selected amino acid. Dextrose with magnesium sulfate is used as the carbon source
to sustain growth in the liquid medium. The medium may also be supplemented with
other additives as required by the specific serotype or process. Thé culture starts in
a first container, such as seed bottles, which, after a growth interval in a convection-
based incubator, is used to inoculate a second container, such as a seed fermentor,
which in turn can be used to inoculate, if desired, at least one progressively larger
container, such as a production fermentor, until production scale is reached. In one
embddiment, a selected S. pneumoniae serotype is expanded in increasing volumes
from starting seed vials to seed bottles to a 20L fermentor to a 200L fermentor to a
2000L production fermentor. The growth parameters are closely monitored for optical
density, temperature and pH in order to determine when to transfer the culture to the

next fermentation scale and also when to terminate the batch run.

nanag
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When the bacteria enter stationary phase, the cells in the production
fermentor are forced into lysis by the addition of a detergent, such as an anionic or
cationic detergent. Representative - examples of such detergents include
deoxycholate sodium, N-lauryl sarcosine, . chenodeoxycholic acid sodium, and
saponins. After agitating the cellular lysate for a time sufficient to assure complete
cellular death, e.g., for a time between 8 and 24 hours and a temperature between
7°C and 13°C, the second phase of the process is to reduce the pH of the cellular
lysate to less than pH 5.5 with an acid solution, such as 50% acetic acid. The actual
pH reduction varies by serotype with the purpose of being able to be below the final
purified protein specification on a consistent basis required for a robust production
-process. In a particular embodiment of the invention, the pH is lowered to between

45 and less than 5.5.

The pH reduction step causes a “salting out” (precipitation) of formerly soluble
proteins. This is a well-known chemical effect on proteins as they reach their
isoelectric points. What makes this step unique in the present invention is that it is
being used as a purification step in a highly complex cellular lysate broth. The broth
is defined as “complex” because it contains medium components, DNA, proteins,

polysaccharides, RNA, and other cellular debris.

In addition to acetic acid, the claimed process has also been shown to work
with sulfuric and phosphoric acids, and should work with varying efficiencies following
the Hofmeister series of which these acids are a part. The Hofmeister series is the
ranking of various anions and cations and their ability to precipitate out mixtures of
proteins.. The final concentration of these compounds (in the Hofmeister series) in

solution determines the ultimate selubility of the various proteins.

After a hold time, without agitation, that is sufficient to allow settling of the
precipitate and thereby aid the continuous centrifugation process, such as, for

- example, between 12 and 24 hours at a temperature between 15°C and 25°C, a

significant portion of the previously soluble proteins (and likely some of the other
previously soluble contaminant components) drop out of solution as a solid
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precipitate with little loss or degradation of the polysaccharide product which remains

in solution.

This‘solution with the brecipitate is then processed' through a continuous
centrifuge or alternately by standard bottle centrifugation. The supernatant that
contains the polysaccharide is collected and run through particulate and micron
filtration prior to being transferred for downstream concentration and purification.

Results of using the process of this invention are depicted in the Figures.
Figure 1 shows a representative SDS-PAGE gel of the observed protéin reduction
using acetic acid to reduce the pH from 6.8 to 5.0 on the cellular lysate broth for S.
pneumoniae serotype 4. The far left lane is a molecular weight marker used as a
reference for protein weight. Sample Lane 1 (*C’) is a control that was not pH
adjusted. The numbers show the approximate value (g/L in lysed broth) of the two
major protein contaminant bands (48kDa and 39kDa) and also the total protein in the
whole lane. Also shown is the total polysaccharide yield contained in a sample
aliquot submitted for HPLC-SEC analysis. Lanes 2-8 show the same information
from the pH adjusted samples. Lanes 9-11 are BSA standards used to determine the
protein yields by basic linear regreséion analysis. The Ps analysis was not done on
the pH 6.8 sample. In this particular serotype, there was some moderate loss of

. polysaccharide (Ps) but at a much lower rate than the loss of protein through

reduction of pH.

Figure 2 is a plotted graph illustrating the protein reduction in the cellular
lysate of S. pneumoniae serotype 6B along with the polysaccharide yield stability
when the pH of the cellular lysate was lowered to 5.0. No loss of polysaccharide was
seen with this serotype. In contrast, total protein was reduced by more than one-half.

Figure 3 is a plotted graph illustrating the protein reduction in the cellular
lysate of S. pneumoniae serotype 1 along with the polysaccharide yield stability when
the pH of the celiular lysate was lowered to 5.0. Almost no change in polysaccharide
concentration was observed. In contrast, total protein was reduced by more than

'90%.
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Figure 4 is a plotted graph illustrating the protein reduction in the cellular
lysate of S. pneumoniae serotype 5 along with the polysaccharide yield stability when
the pH of the cellular lysaté was lowered to 4.1. Almost no change in polysaccharide
concentration was observed until very low pH, which was attributed to a dilution
effect due to the amount of acid added. In contrast, total protein was reduced by

more than 75% at pH 4.5.

Figure § is a plotted graph of two different fermentation runs illustrating the
protein reduction in thé cellular lysate of S. pneumoniae serotype 6A along with the
.polysacchafide yield stability.When the pH of the cellular lysate was lowered to 4.5.
Almost no change in polysaccharide concentfation was observed. This graph also

shows that polysaccharide concentrations were maintained while protein
- concentrations were reduced when NaOH was used instead of Na,COs.

Figure 6 is a plotted graph illustrating the protein reduction in the cellular
lysate of S. pneumoniae serotype 7F along with the polysaccharide yield étability
when the pH of the cellular lysate was lowered to 4.8. Almost no change in
polysaccharide concentration was observed. In contrast, total protein was reduced

by more than 80% at pH 4.8.

. Table 1 below is representative of some of the protein reduction and

polysaccharide gains from final purified polysaccharides after the process of this

invention was utilized.

10
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Table 1. Protein Concentration and Polysaccharide Yield for Several

S. pneumoniae Serotypes

Original Process Process of
Protein the Invention
Serotype | Specification ™y Ps Protein " Ps
‘ Conc. Yield Conc. Yield
1 <2.0% 11.7% 11.2g9 <0.8% 15~20g
5 <7.5% 10.2% 6.0g <6.5%"* 8~13g
7F <5.0% 0.2% 19.2g 0.2% 53g
6A <2.0% NA “NA . 0.3% 21.6g

5 . _*Fermentation process showed an 80% protein reduction of DOC lysate material but
. .additional protein removal was not as efficient during purification process.

The fermentation process changes outlined above served to greatly reduce

the protein content of the lysate broth prior to purification processing. This has

10 allowed the purified product to meet the protein specification without significant
modification of the current purification process for polysaccharide recovery. An
unexpected benefit of these changes was a total purification polyséccharide yield
improvement of 25-100% despite slightly lower growth as determined by OD. This is

a robust improvement of the fermentation/recovery process that can greatly enhance

16 the production of pneumococcal polysaccharides.

-The above disclosure generally describes the present invention. A more
complete understanding can be obtained by reference to the following specific
examples. These examples are described sdlely for the purpose of illustration and

20  are notintended to limit the scope of the invention.

11
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EXAMPLES

Example 1
Protein Reduction in the Cellular Lysate
of S. pneumoniae Serotypes 1, 6A and 7F

Preparation of Master and Working Cell Banks
S. pneumoniae serotype 1 was obtained from the American Type Culture
Collectioh, ATCC, strain 6301. S. pneumoniae serotypes 6A and 7F were obtained
from Dr. Gefald Shiffman of the State University of New York. Several generations of
seed stocks were created in order to expand the strain and remove components of
animal origin (generations F1, F2, and F3). Two additional generations of seed

- stocks were proddced. The first additional generation was made from an F3 vial; and -

the subsequent generation was made from a vial of the first additional generation.
Seed vials were stored frozen (<-70°C) with synthetic glycerol as a cryopresetvative.
In addition to frozen vials, lyophilized vials were prepared for the F4 generation. For
cell bank preparation, all cultures were grown in a soy-based medium. Prior to
freezing, cells were concentrated by centrifugation, spent medium was removed, and
cell pellets were re-suspended in fresh medium cbntaining a cryopreservative, such

as synthetic glycerol.

Fermentation and Recovery

Cultures from the working cell bank .were used to inoculate seed bottles
containing a soy-based medlum (Table 2). The bottles were incubated at 36°C * 2°C
without agitation until growth requirements were met. A seed bottle was used to
inoculate a seed fermentor containing the soy-based medium. A pH of about 7 was
maintained with 3N NaOH. After the target optical density was reached, the seed
fermentor was used to inoculate the production fermentor containing the soy-based
medium. The pH was maintained with 3N NaOH. The fermentation was terminated
after cessation of growth or when the working volume of the fermentor was reached.
An appropriate amount of sterile 12% deoxycholate sodium was added to the culture
to obtain a 0.12% - 0.13% concentration in the broth, to lyse the bacterial cells and

12
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release cell-associated polysaccharide. Aftér lysing, the fermentor contents were
agitated for a time interval between 8 and 24 hours at a temperature between 7°C
and 13°C, to assure that complete cellular lysis and polysaccharide release had
occurred. Agitation during this hold period prevented lysate sediment from settling
on the fermentor walls and pH probe, thereby allowing the pH probe integrity to be
maintained. Next, the pH of the lysed culture broth was adjusted to approximately
pH 5.0 with 50% acetic acid. After a hold time without agitation, for a time interval
between 12 and 24 hours at a temperature between 15°C and 25°C, a significant
portion of the previously soluble proteins dropped out of solution as a solid precipifate
with little loss or degradation of the polysaccharide, which remained in solution. The
solution with the precipitate was then clarified by continuous flow centrifugation

followed by depth filtration and 0.45 ym microfiltration.

- On a smaller scale, the process described above also resulted in significant’
reduction of total protein for serotypes 4 and 6B (FIGS. 1 and 2), which indicates that
the process will work for these two serotypes on a larger scale. (S. pneumoniae
serotypes 4 and 6B were also obtained from Dr. Gerald Shiffman of the State
University of New York.)

Table 2. Composition of Soy—Baséd Medium

) { ) PCT/US2006/012134
- L P 2B nnq 7

Component Baseline Low High
Concentration Concentration |. Concentration

HySoy 28g/L 18g/L 38g/L
NaCl 3.5¢g/L 3.5g/L 3.5g/L

KHsPO, 0.7g/L. 0.7g/L 0.7g/L
CaCl,-H,0 0.018g/L 0.018g/L 0.018g/L
L-Cysteine, HCI 0.21g/L 0.21g/L 0.21g/L

Example 2

Protein Reduction in the Cellular Lysate of S. pneumoniae Serotype 5
S. pneumoniae serotype 5 was obtained from Dr. Gerald Schiffman of the
State University of New York, Brooklyn, New York. For preparation of the cell bank

system, see Example 1.

13
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Fermentation and Recovery

Cultures from the working cell bank wére used to inoculate seed bottles
con"caining the soy-based medium described above (Table 2), which medium was
supplemented with a sterile. NaHCO; solution at a.10mM concentration. The bottles
were incubated at 36°C * 2° C without agitation until growth requirements were met.
A seed bottle was used to inoculate a seed fermentor containing the soy-based
medium with a 10mM NaHCO; concentration in the medium. A pH of about 7.0 was
maintained with 3N NaOH. After the target optical density was reached, the seed
fermentor was used to inoculate the production fermentor containing the soy-based
medium with a 10mM NaHCO; concentration in the medium. The pH was maintained
Mth 3N NaOH. The fermentation was terminated after cessation of growth or when
the working volume of the fermentor was reached. An appropriate amount of sterile
12% -deoxycholate sodium was added to the culture to obtain a 0.12% - 0.13% -
concentration in the broth, to lyse the bacterial cells and release cell-associated
polysaccharide. After lysing, the fermentor contents were agitated for a time interval
between 8 and 24 hours at a temperature between 7°C and 13°C to assure that
complete cellular lysis and polysaccharide release had occurred. Agitation during
this hold period prevented lysate sediment from settling on the fermentor walls and
pH probe, thereby allowing the pH probe integrity to be maintained. Next, the pH of
the lysed culture broth was adjusted to approximately pH 4.8 with 50% acetic acid.
Aftef a hold time without agitation, for a time interval between 12 and 24 hours at a
temperature between 15°C and 25°C, a significant portion of the previously soluble
proteins dropped out of solution as a solid precipitate with little loss or degradation of
the polysaccharide, which remained in solution. The solution with the precipitate was
then clarified by continuous flow centrifugation followed by depth filtration and 0.45

um microfiltration.

It should be understood that the foregoing discussion and examples merely
present a detailed description of certain embodiments. It therefore should be
apparent to those of ordinary skill in the art that various modifications and equivalents
can be made without departing from the spirit and scope of the invention.

14
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Whét is claimed is:

1. A process for reducing the protein content and preserving the capsular
polysaccharide content in a complex cellular Strepfococcus pneumoniae lysate brothv
prior to purification, the process comprising the steps of:

(@)  growing a selected S. pneumoniae serotype in a soy-based medium, which

includes:
- () inoculating a first container containing the soy-based medium with
seed stock of the selected serotype, and incubating the first container
‘until growth réquirements are met,
(i) inoculating a second container containing the soy-based medium with
the culture from.step (i) while maintaining a stable pH and temperature

in the second container, and

(b) - lysing with a detergent the bacterial cells produced in step (a), thereby =~

producing a lysate containing soluble proteins, cell debris, nucleic acids and

polysaccharide;

(c)  agitating the cellular lysate for a time sufficient o assure complete lysis and
polysaccharide release;

(d)  lowering the pH of the cellular lysate to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins;

(e) holding the solution and precipitate formed in step (d) without agitation for a

time sufficient to allow settling of the precipitate; and

)] processing the solution and precipitate by centrifugation and/or filtration,

whereby the capsular polysaccharide in solution-is preserved and the soluble protein

is effectively reduced.

2. The process of claim 1, wherein the selected S. pneumoniae serotype is 1, 4,

5, 6A, 6B, 7F or 19A.

3. The process of claim 1, wherein the detergent is deoxycholate sodium.

4, The process of claim 1, wherein the pH in step (d) is lowered to between 4.5

and less than 5.5.
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5. The process of claim 1, wherein the pH in step (a) is maintained by a base
feed of sodium hydroxide, sodium carbonate, or a combination thereof.
6. A process for reducing the protein content and preserving the capsular

polysaccharide content in a complex cellular Strepfococcus pneumoniae lysate broth

prior to purification, the process comprising the steps of:

(a) expanding in increasing volumes from a starting container to a production
scale container in a soy-based medium a selected S. pneumoniae serotype
and maintaining a stable pH and temperature during cellular growth;

(b) lysing with a detergent the bacterial cells produced in step (a), thereby
producing a lysate containing soluble proteins, cell debris, nucleic acids and
polysaccharide;

(c) égitating-the cellular lysate for a time sufficient to assure complete lysis and
polysaccharide release; |

(d) lowering the pH of the cellular lysate to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins;

(e) holding the solution and precipitate formed in step (d) without agitation for a
time sufficient to allow settling of the precipitate; and

4] processing the solution and precipitate by centrifugation and/or filtration,

whereby the capsular polysaccharide in solution is preserved and the soluble protein

is effectively reduced.

A

7. The process of claim 6, wherein the selected S. pneumoniae serotype is 1, 4,
5, 6A, 6B, 7F or 19A.

8. The process of claim 6, wherein the detergent is deoxycholate sodium.

9. The process of claim 6, wherein the pH in step (d) is lowered to between 4.5

and less than 5.5.

16.  The process pf claim 6, wherein the pH in step (a) is maintained by a base
feed of sodium hydroxide, sodium carbonate, or a combination thereof.
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11. A process for reducing the pro’gein content and preserving the capsular
polysaccharide content in a complex cellular Strepfococcus pneumoniae lysate broth
prior to purification, the process comprising the steps of; |

(a) expanding in increasing volumes from a starting contfainer to a production
scale container in a soy-based medium a S. pneumoniae serotype selected
from the group consisting of serotypes 1, 4, 6A, 6B and 7F, and maintaining a
stable pH and temperature during cellular growth, the pH being maintained
with s_o'dium hydroxide; ’

(b) lysing with a detergent the bécterial cells produced in step (a), thereby
producing a lysate containing soluble proteins, cell debris, nucleic acids and
polysaccharide;

(c) ' agitating the cellular lysate for a time sufficient to assure complete lysis and
polysaccharide release; -

(d) lowering the pH of the cellular lysate to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins;

(e) holding the solution and precipitate formed in step (d) without agitation for a

time sufficient to allow settling of the precipitate; and

) processing the solution and precipitate by centrifugation and/or filtration,

whereby the capsular polysaccharide in solution is preserved and the soluble protein

is effectively reduced.

.

12. The process of claim 11, wherein the detergent is deoxyéholate sodium,.

13.  The process of claim 11, wherein the pH in step (d) is lowered to between 4.5

and less than 5.5.

14. A process for reducing the protein content and preserving the capsular

polysaccharide content in a complex cellular Streptococcus pneumoniae lysate broth

prior to purification, the process comprising the steps of: _

(a) expanding in increasing volumes S. pneumoniae serotype 5, from a starting
container to a production scale container in a soy-based medium
supplemented with sodium bicarbonate, and maintaining a stable pH and

17
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temperature during cellular growth, the pH being maintained with sodium
hydroxide; _ v

(b) lysing with a detergent the bacterial cells produced in step (a), thereby
producing a lysate containing éoluble proteins, cell debris, nucleic acids and

polysaccharide; ‘
(¢ agitating the cellular lysate for a time sufficient to assure complete lysis and

polysaccharide release;
(d) lowering the pH of the cellular lysate to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins; , _
(e) - holding the solution and precipitate formed in step (d) without agitation for a
» time sufficient to allow settling of the precipitate; and
(3] processing the solution and precipitate by centrifugation and/or filtration,
whereby the capsular polysaccharide in solution is preserved and the soluble protein

is effectively reduced.
15. The process of claim 14, wherein the detergent is deoxycholate sodium.

16.  The process of claim 14, wherein the pH in step (d) is lowered to between 4.5

and less than 5.5.

17. A process for reducing the protein content and preserving the capsular
polysaccharide content in a complex cellular. Streptococcus pneumoniae lysate broth
prior to buriﬁcation; the process comprising the steps of:

(@) expanding in increasing volumes S. pneumoniae serotype 19A, from a
starting container to a production scale container in a soy-based medium
supplemented with sodium bicarbonate, and maintaining a stable pH and
temperature during cellular growth, the pH being maintained with sodium
carbonate; '

(b) lysing with a detergent the bacterial cells produced in step (a), thereby
producing a lysate containing soluble proteins, cell debris, nucleic acids and
polysaccharide; '

(c) agitating the cellular lysate for a time sufficient to assure complete lysis and

polysaccharide release;

18
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(d)  lowering the pH of the cellular lysate to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins;
(e)  holding the solution and precipitate formed in step (d) without agitation for a
time sufficient to allow settling of the precipitate;'and |
) processing the solution and precipitate by centrifugation and/or filtration,
whereby the capsular polysaccharide in solution is preserved and the soluble protein

is effectively reduced.

18.  The process of claim 17, wherein the detergent is deoxycholate sodium.

19.  The process of claim 17, wherein the pH in step (d) is lowered to between 4.5

and less than 5.5.

19
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SEPARACION DE CONTAMINANTES DE POLISACARIDOS DE STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE MEDIANTE MANIPULACION DE PH

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencién se relaciona con métodos para remover el exceso de proteina
soluble de lisados celulares de serotipos de Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae)

utilizados en la produccién de polisacaridos neumococicos.

Los polisacaridos capsulares para cada serotipo de S. pneumoniae utilizado para
productos de vacuna se producen al hacer crecer el organismo en un medio liquido
complejo. La poblacién del organismo se aumenta frecuentemente desde un frasco de
semilla a botellas de semillas y se pasa a través de uno o mas fermentadores de
semillas para incrementar el volumen hasta que se alcanzan volumenes de fermentacién
de produccion a escala. El final del ciclo de crecimiento se puede determinar por uno de
varios medios, en los cuales en cuyo punto las células se lisan a través de la adicion de
un detergente que ayuda en la degradacion de la pared celular y liberacion de auto lisina
que origina la lisis celular cuando las células alcanzan la fase estacionaria. El caldo de
cultivo del lisado se cosecha luego para procesamiento corriente abajo (purificacion).
Esta purificacion incluye varias etapas de diafiltracion y cromatografia de columna para
recuperar los polisacaridos capsulares que rodean las células bacterianas. El
polisacarido, cuando se conjuga con una proteina de alto peso molecular, tal como
CRM197, y se formula en una vacuna que contiene conjugados de multiples serotipos,
ayuda a conferir inmunidad (para S. Neumoniae) cuando se inyecta en la poblacién

objetivo, tal como, por ejemplo, infantes y nifios.

Se han establecido especificaciones para el contenido de proteina en el
polisacarido purificado de cada serotipo para reducir el riesgo de eventos adversos de la
vacuna. Por ejemplo, en la vacuna (Prevnar®) del conjugado neumocdcico (7vPnC) de 7
valencias actualmente comercializado, la especificacion para el contenido de proteina en
el polisacarido de serotipo 4 purificado no es mayor del 3%, y para el polisacarido de

serotipo 6B purificado no es mayor del 2% sobre una base de peso seco.
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En algunos casos, se ha probado dificil remover la proteina residual que esta aun
presente despuées del proceso de purificacion completo. Se hacen esfuerzos para
superar este asunto a través de cambios en el procesamiento de purificacion del lisado

celular cumple solo con éxito moderado.

Por lo tanto se decide atacar este asunto en el lado corriente arriba del proceso.
Las proteinas contaminantes clave se determinan por ser criticas para la integridad y
crecimiento celular. Por lo tanto, las opciones restantes disponibles para reducir la

proteina total consisten de alterar el crecimiento y/o condiciones de cosechamiento.

El proceso de fermentacion bastante directo. Las células (semillas) se expanden
en botellas del medio basado en soya, luego pasan a través de uno o dos fermentadores
de semillas, y finalmente pasan a un fermentador de produccion a escala. En cada etapa
la temperatura y el pH se monitorean de cerca con pH que se controla por la adicion de
un material base (20% de carbonato de sodio). Cuando el crecimiento alcanza un cierto
punto, la serie se finaliza por la introduccion de un detergente, tal como desoxicolato de
sodio (DOC), que inicia un proceso de lisis celular. Después de un periodo de duracion,
el pH del caldo de cultivo del lisado se ajusta a 6.6 para precipitar los complejos de
membrana celular y desoxicolato. Este material se mantiene hasta que se pueda llevar a

cabo el proceso por centrifugacion y filtracion para remover los soélidos.

Mucha de la proteina, sin embargo, permanece solubilizada en el lisado unificado,
originando el contenido de proteina residual en el polisacarido purificado para exceder la
especificacion. Asi, subsiste la necesidad de reducir los niveles de proteinas solubles en

varios serotipos neumococicos durante los procesos de purificacion o fermentacion.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion satisface esta necesidad al proporcionar un proceso para
reducir el contenido de proteina y preservar el contenido de polisacarido capsular en un
caldo de cultivo de lisado de complejo celular de Streptococcus pneumoniae antes de

purificacion. Este proceso comprende las etapas de:

PCT/US2006/012134
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(a)

(b)

(c)

(d)

(f)

(O8]

nnnso

Hacer crecer un serotipo de S. pneumoniae seleccionado en un medio basado en

soya, que incluye:

(1) Inocular un primer contenedor que contiene el medio basado en soya
con materia prima de semillas del serotipo seleccionado, e incubar el
primer contenedor hasta que se cumplan los requerimientos de
crecimiento, y

(i) Inocular un segundo contenedor que contiene el medio basado en
soya con el cultivo de la etapa (i) mientras que mantiene un pH en

temperatura estable en el segundo contenedor , y

Lisar con un detergente las células bacterianas producidas en la etapa(a),
produciendo por lo tanto un lisado que contiene proteina solubles, residuos

celulares, acidos nucleicos y polisacaridos;

Agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la lisis

completa y la liberacion de polisacaridos;

reducir el pH del lisado celular a menos de 5.5 para precipitar el detergente y la

mayoria de proteinas solubles;

Mantener la solucién y el precipitado formado en la etapa (b) sin agitacion

durante un tiempo suficiente para permitir la sedimentacion del precipitado; y
Procesar la solucion y precipitar por centrifugacion y/o filtracion, por lo cual los
polisacaridos capsulares en la solucién se preserva y la proteina soluble se

reduce efectivamente.

Ejemplos no limitantes de serotipos de S. pneumoniae seleccionados para esta

modalidad de la invencién son 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F y 19A. En una modalidad particular de

la invencion, y dependiendo del serotipo que crece en la etapa (a), el pH de la

fermentacién en la etapa (a) se mantiene mediante una admision de base de hidroxido

de sodio, carbonato de sodio, 0 una combinacion de estos. En otra modalidad, el pH en

PCT/US2006/012134
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la etapa (d) se reduce entre 4.5 y menos de 5.5. En aln otra modalidad, el detergente es

desoxicolato de sodio.

Esta invencién también se relaciona con un proceso para reducir el contenido de

proteina y preservar el contenido de polisacarido capsular en un caldo de cultivo de

lisado celular complejo de Streptococcus pneumoniae antes de purificacién. El proceso

comprende las etapas de:

a)

(b)

(d)

Expandir en un volumen incrementado de un contenedor de partida a un
contenedor de produccion a escala en un medio basado en soya un serotipo de
S. pneumoniae seleccionado y mantener una temperatura y pH estable durante el

crecimiento celular;

Lisar con un detergente las células bacterianas producidas en la etapa (a),
produciendo por lo tanto un lisado que contiene proteina solubles, restos

celulares, acidos nucleicos y polisacaridos;

Agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la lisis

completa vy la liberacién de polisacaridos;

Reducir el pH del lisado celular a menos de 5.5 para precipitar el detergente y la

mayoria de las proteinas solubles;

(e) Mantener la solucién y el precipitado formado de la etapa (b) sin agitacion durante un

()

tiempo suficiente para permitir la sedimentacion del precipitado; y
procesar la solucion y el precipitado por centrifugacion y/o filtracion, por lo cual el
polisacarido capsular en la solucién se preserva y la proteina soluble se reduce

efectivamente.

Ejemplos no limitantes de serotipos de S. pneumoniae seleccionados para esta

modalidad de la invencion son 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F y 19A. En una modalidad particular de

la invencién, y dependiendo del serotipo que crece en la etapa (a), el pH de la

fermentacién en la etapa (a) se mantiene mediante una admisién de base de hidroxido
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de sodio, carbonato de sodio, 0 una combinacion de estos. En otra modalidad, el pH en
la etapa (d) se reduce entre 4.5 y menos de 5.5. En todavia otra modalidad, el
detergente es desoxicolato de sodio.

En aun otra modalidad, cuando el serotipo es el serotipo 5 o 19A, el medio

basado en soya se complementa con bicarbonato de sodio.

Esta invencion permite la remocion de grandes cantidades de contaminacién de
excesos de proteinas del lisado celular, dejando por lo tanto un producto mas limpio
(caldo de cultivo libre de células o CFB) para purificacién que obtendra generalmente
mayores recuperaciones de polisacaridos y rendimientos actuales de polisacaridos de lo
que son posibles utilizando el método de recuperacién y fermentacién de la técnica

anterior.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un gel SDS-PAGE que muestra la reduccién significativa en
proteina soluble en gramos por litro de lisado mientras el pH se reduce con acido acético
para S. pneumoniae Tipo 4. Los componentes 39 kDa y 48 kDa son proteinas de

superficie de pared celular. También se muestra el rendimiento de polisacaridos.

La figura 2 es un diagrama de resultados para S. pneumoniae Tipo 6B de ajuste
de pH a pH 5 que muestra la reduccion de proteina como se determina mediante
rendimiento de polisacarido (Ps) y SDS-PAGE como se determina con HPLC-SEC con
detector de indice de refraccion (RI).

La figura 3 es un diagrama de resultados para S. pneumoniae Tipo 1 de de ajuste
de pH a pH 5 que muestra la reduccién de proteina como se determina por Rendimiento
de polisacarido y SDS-PAGE como se determina por HPLC-SEC con Detector RI.

La Figura 4 es un diagrama de resultados para S. pneumoniae Tipo 5 de de
ajuste de pH a pH 4.1 que muestra la reduccién de proteina como se determina por
Rendimiento de polisacarido y SDS-PAGE como se determina por HPLC-SEC con
Detector RI.
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La Figura 5 es un diagrama de resultados para S. pneumoniae Tipo 6A de de
ajuste de pH a pH 4.5 de dos series de fermentacién diferentes que muestran la
reduccion de proteina como se determina por Rendimiento de polisacarido y SDS-PAGE

como se determina por HPLC-SEC con Detector RI.

La Figura es un diagrama de resultados para S. pneumoniae Tipo 7F de de ajuste
de pH a pH 4.8 que muestra la reduccién de proteina como se determina por
Rendimiento de polisacarido y SDS-PAGE como se determina por HPLC-SEC con
Detector RI.

DESCRIPCION DETALLADA DE A INVENCION

Los Streptococcus pneumoniae son cocos con forma de lanceta, Gram-positivos,
que se ven usualmente en pares (diplococos), pero también en cadenas cortas o como
células sencillas, ellas crecen facimente en placas agar con sangre con colonias y
exhiben emolisis alfa a menos que crezcan anaerdbicamente cuando ellos muestran
emolisis beta. Ellos son sensibles a sales de bilis que pueden degradar la pared celular
con la presencia de las enzimas propias de la célula, auto lisina. El organismo es un
anaerobio aero alertante y es exigente en que este tiene requerimientos nutricionales

complejos.

Las células de serotipos mas neumocécicos tienen una capsula que es un
recubrimiento de polisacarido que rodea cada célula. Esta cépsula es un determinante
de la virulencia en humanos en razén a que esta interfiere con la fagositosis al evitar que
los anticuerpos ataquen a las células bacterianas. Actualmente existen 90 serotipos
capsulares identificados, con 23 serotipos responsables de aproximadamente 90% de
las enfermedades invasivas. El recubrimiento de polisacarido como una vacuna puede
conferir un grado razonable de inmunidad (para S. pneumoniae) en individuos con
sistemas inmunes desarrollados o no alterados, pero una proteina conjugada con un
polisacarido permite una respuesta inmune en infantes y ancianos que también estan en
su mayoria en riesgo de infecciones neumocdcicas. Es importante ser capaz de separar

este polisacarido capsular de la bacteria lisada (muerta) y remover tal residuo celular
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tanto como sea posible. Como se describe aqui, esta remocién se logra en una serie de

cambios de procesos de fermentacion.

Los tres cambios mayores que han mejorado grandemente el procesamiento

corriente abajo son como sigue: (1) cambiar el alimento de base de fermentacién de

(@3}

carbonato de sodio a hidroxido de sodio cuando sea posible; (2) mantener la agitacion en
el fermentador durante el intervalo de duracién del deoxicolato; y (3) reducir el pH

despues de la duracion del lisado de desoxicolato a menos de 5.5.

10 El descubrimiento inicial es que al reducir el pH a menos de 5.5, de 50-90% de la
proteina soluble indeseable se puede remover del lisado celular antes de procesamiento
corriente abajo (purificacién). Mientras estos es una mejora del proceso muy importante,
el uso de grandes voltimenes de carbonato de sodio para mantener el punto de ajuste de
pH durante las series de fermentacion origina un serio problema de espumacién cuando

15 el pH se ajusta a 5.0 con acido acético. También se descubrid que un pH estable es
dificil de mantener después del ajuste en razon a las multiples formas que existen de
carbonato en la solucién. Esto conduce a buscar en alimentos base alternos que no
crearian una concentracién de carbonato en el caldo de cultivo de fermentacion. El
hidroxido de sodio se selecciona en razén a que este ya se esta utilizando para ajustar el

20  pH del medio y las botellas de semilla antes inoculaciéon. Estudios hasta de 100L de
fermentaciones indican que esta es una alternativa viable solo con una menor reduccion
en crecimiento, basado en la densidad 6ptica (OD). Esto también resolver el problema de
la espumacion. A pesar que se pueden utilizar otras bases de hidroxido de sodio, y de
bicarbonato de sodio se pueden utilizar como un complemento cuando se determina que

25 el organismo requiere alguna forma de carbonato para mantener el crecimiento, por
ejemplo, tal como con los serotipos 5 y 19A. Si se utiliza carbonato de sodio como el
alimento de base primario, tal como para el serotipo 19A, entonces el ajuste del pH del
post lisado (para un pH de menos de 5.5) requiere una adicion de acido controlada multi
hora para evitar la espumacion.

30

Finalmente, basado en observaciones de laboratorio, se determina que si el
desoxicolato permanece sin agitacién (como en un protocolo anterior), un gel similar al
precipitado podria sedimentarse en las paredes del fermentador y en la sonda del pH.

Esto crea lecturas de pH in situ no confiables cuando se ajusta el pH. La etapa de
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agitacion evita que este precipitado se forme y permite que se mantenga la integridad de
la sonda del pH.

Asi, en la invencion reivindicada actuaimente, los serotipos de Streptococcus
pneumoniae seleccionados se expanden en voliumenes incrementados a partir de
frascos de semillas en un medio estéril compuesto de, por ejemplo, un producto basado
en soya digerido por enzimas, cloruro de sodio, fosfato de potasio mono basico, cloruro
de calcio y un aminoacido seleccionado. La dextrosa con sulfato de magnesio se utiliza
como la fuente de carbdn para sostener el crecimiento en el medio liquido. El medio
también se puede complementar con otros aditivos segun se requiera por el proceso o
serotipo especifico. El cultivo inicia en un primer contenedor, tal como botellas de
semilla, que, después de un intervalo de crecimiento en una incubadora convencional, se
utiliza para inocular un segundo contenedor, tal como un fermentador se semilla, que se
a su vez se puede utilizar para inocular, si se desea, al menos un contenedor
progresivamente mayor, tal como un fermentador reproduccion, hasta que se alcanza la
produccién a escala. En una modalidad, un serotipo de S. pneumoniae seleccionado se
expande en volumenes incrementados a partir de frascos de semilla a botellas de semilla
a un fermentador de 20 L a un fermentador de 200 L a un fermentador de produccion de
2000 L. Los parametros de crecimiento se monitorean de cerca para densidad optica,
temperatura y pH con el fin de determinar cuando transferir el cultivo a la siguiente

escala de fermentacion y también cuando terminar la serie de tanda.

Cuando la bacteria entra a la fase estacionaria, las células en el fermentador de
produccion se fuerzan a entrar en lisis por la adicién de un detergente, tal como un
detergente anidnico o catiénico. Ejemplos representativos de tales detergentes incluyen
desoxicolato de sodio, N-lauril sarcosina, acido quenodeoxicolico de sodio, y saponinas.
Después de agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la
completa muerte celular, por ejemplo, durante un tiempo entre 8 y 24 horas y una
temperatura entre 7 °C y 13 °C, la segunda fase del proceso es reducir el pH del lisado
celular a menos de pH 5.5 con una solucion acida, tal como 50% de acido acético. La
presente reducciéon de pH varia con el propdsito de ser capaz de estar por debajo de la
especificacion de proteina purificada final en una base consistente requerida para un
proceso de produccién robusto. En una modalidad particular de la invencion, el pH se

reduce entre 4.5 y menos 5.5.
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La etapa de reduccién del pH origina un “salazon” (precipitacidén) de proteinas
solubles. Este es un efecto quimico bien conocido en proteinas ya que ellas pueden
alcanzar sus puntos isoeléctricos. Lo que hace que esta etapa Unica en la actual
invencion es que esta se utiliza como una etapa de purificacién en un caldo de cultivo de
lisado extra celular altamente complejo. El caldo de cultivo se define como “complejo” ya
que este contiene componentes de medio, ADN, proteinas, polisacaridos, ARN, y otros

residuos celulares.

En adicion al acido acético, los procesos reivindicados también se han mostrado
que trabajan con acidos fosféricos y sulfuricos, y deben trabajar con eficiencia variante
luego de la serie Hofmeister de la cual estos acidos hacen parte. Las series Hofmeister
es la clasificacién de varios aniones y cationes su capacidad para precipitar mezclas de
proteinas. La concentracion final de estos compuestos (en las series Hofmeister) en la

solucion determina la solubilidad final de las varias proteinas.

Después de un tiempo de duracién, sin agitacién, que es suficiente para permitir
la sedimentaciéon de precipitado y por lo tanto ayudar en el proceso continuo de
centrifugacion, tal como, por ejemplo, entre 12 y 24 horas en una temperatura entre 15
°C y 25° C, una porcién significativa de sus proteinas previamente solubles (y
probablemente algunos de los otros componentes contaminantes solubles previos) cae
de la soluciéon como un precipitado sélido con poca pérdida o degradacion del producto

de polisacarido que permanece en la solucion.

Esta solucion con el precipitado se procesa luego a través de una centrifuga
continua o alternadamente mediante centrifugacion con botellas estandar. El super
nadante que contiene el polisacarido se recolecta y corre a través de un particulado y
filtracion de nitrotes antes de ser transferido para concentracién y purificacion corriente

abajo.

Los resultados de utilizar el proceso de esta invencién se describen en las
Figuras. La Figura 1 muestra un gel SDS-PAGE representativo de la reduccion de
proteina observada utilizando acido acético para reducir el pH de 6.8 a 5.0 en el cultivo

de caldo de lisado celular para el serotipo 4 de S. pneumoniae. La linea distante a la
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izquierda es un marcador de peso molecular utilizado como una referencia para peso de
proteina. La linea de muestra 1 ("C") es un control que no se ajusta al pH. Los niimeros
muestran el valor aproximado (g/L en cambio de cultivo lisado) de las dos bandas
contaminantes mayores de proteina (48kDa y 39kDa) y también la proteina total en la
linea completa. También se muestra el rendimiento total del polisacarido contenido en
una alicuota de muestra presentada para analisis HPLC-SEC Las lineas 2-8 muestran la
misma informacién de las muestras de pH ajustado. Las lineas 9-11 son estandares BSA
utilizados para determinar los rendimientos de proteina mediante analisis de regresién
lineal basico. El analisis Ps no se hace en la muestra de pH 6.8. En este serotipo
particular, hubo alguna pérdida moderada de polisacaridos (Ps) pero en mucho menor

nivel que la pérdida de proteina a través de la reduccién de pH.

La Figura 2 es una grafica que ilustra la reduccién de proteina en el lisado celular
del serotipo 6B de S. pneumoniae junto con la estabilidad del rendimiento del
polisacarido cuando el pH del lisado celular se reduce a 5.0. No se observa pérdida de
polisacarido con este serotipo. Por el contrario, la proteina total se reduce a mas de la

mitad.

La Figura 3 es una grafica que ilustra la reduccion de proteina en el lisado celular
del serotipo 1 de S. pneumoniae junto con la estabilidad de rendimiento de polisacarido
cuando el pH del lisado celular se reduce a 5.0. Casi no se observa cambio en la
concentracioén de polisacarido. Por el contrario, se reduce la proteina total a mas del
90%.

La Figura 4 es una grafica que ilustra la reduccion de proteina en el lisado celular
del serotipo 1 de S. pneumoniae junto con la estabilidad de rendimiento de polisacarido
cuando el pH del lisado celular se reduce a 4.1. Casi no se observa cambio en la
concentracion de polisacarido hasta muy bajo pH, que se atribuye a un efecto de dilucion
debido a la cantidad de acido agregado. Por el contrario, se reduce la proteina total a
mas del 75% en pH 4.5.

La Figura 5 es una grafica de dos series de fermentacion diferentes que ilustran
la reduccion de proteina en el lisado celular del serotipo 6A de S. pneumoniae 5 junto

con la estabilidad de rendimiento de polisacarido cuando el pH del lisado celular se
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reduce a 4.5. Casi no se observa cambio en la concentracion de polisacarido. Esta
grafica también muestra que las concentraciones de polisacarido se mantienen mientras
que las concentraciones de proteina se reducen cuando se utiliza NaOH en cambio de
Na,COs,.

(2]

La Figura 6 es una grafica que ilustra la reduccion de proteina en el lisado celular
del serotipo 7F S. pneumoniae junto con la estabilidad de rendimiento de polisacarido
cuando el pH del lisado celular se reduce a 4.8. Casi no se observa cambio en la
concentracion de polisacarido. Por el contrario, se reduce la proteina total a mas del 80%

10 enpH4.8.

La tabla 1 adelante es representativa de alguna ganancia de polisacarido y
reduccion de proteina de polisacaridos purificados finales después que se utiliza el

proceso de esta invencion.

15
Tabla 1. Concentracion de proteina y rendimiento de polisacarido para varios Serotipos
de S. pneumoniae
| ” . 1
Especificaciény  Proceso original  Proceso de la invencién
Serotipo e proteina ;
P P Conc.' Rendimi | Conc. Rendimi
proteina | ento Ps proteina | ento Ps
1 <2.0% 11.7% 11.2g «<0.8% 15~20g
5 <7.5% 10.2% 6.0g <6.5%" 8~13g
7F <5.0% 0.2% 19.2g 0.2% 53g
BA =<2.0% NA NA 0.3% 2169
20
*El proceso de fermentacion muestra una reducciéon de proteina del 80% de
material de lisado DOC pero la remocion de proteina adicional no es tan eficiente
durante el proceso de purificacion.
25 Los cambios en los procesos de fermentacion destacados anteriormente sirven

para reducir grandemente el contenido de proteina del caldo de cultivo del lisado antes
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del procesamiento de purificacion. Esto ha permitido al producto purificado cumplir la
especificacion de proteinas sin modificacion significativa de los procesos de purificacion
actuales para recuperacion de polisacaridos. Un beneficio inesperado de estos cambios
es una mejora del rendimiento de purificacién del polisacarido rendimiento total de 25-
100% a pesar del crecimiento ligeramente menor como se determina por OD. Esta es
una mejora robusta del proceso de fermentacion/recuperacion que puede mejorar

grandemente la produccion de polisacaridos neumococicos.

La anterior descripcion describe de manera general la presente invencion. Un
entendimiento mas completo se puede obtener por referencia a los siguientes ejemplos
especificos. Estos ejemplos se describen Unicamente para propésito de ilustracion y no

estan destinados a limitar el alcance de la invencion.
EJEMPLOS

Ejemplo 1. Reduccién de proteina en el lisado celular de Serotipos 1, 6A y 7F de S.

pneumoniae

Preparacién de bancos celulares de trabajo y maestros

Se obtiene el serotipo 1 de S. pneumoniae del American Type Culture Collection,
ATCC, cepa 6301. S. Los serotipos 6A y 7F de S. pneumoniae se obtiene del Doctor.
Gerald Shiftman de la Universidad Estatal de New York. Se crean varias generaciones
de semillas con el fin de expandir la cepa y remover componentes de origen animal
(generaciones F1, F2, y F3). Se producen dos generaciones adicionales de semilla. La
primera generacion adicional se hace a partir de un frasco F3, y la posterior generacién
se hace a partir de un frasco de la primera generacion adicional. Los frascos de semilla
se almacenan congelados (<-70°C) con glicerol sintético como un criopreservante.
Adicionalmente a los frascos congelados, los frascos liofilizados se preparan para la
generacion F4. Para la preparacion de bancos celulares, los cultivos se hacen crecer en
medio basado en soya. Antes de congelamiento, las células se concentran por
centrifugacion, se remueve el medio gastado, y los globulos celulares se resuspenden en

medio fresco que contiene un criopreservante, tal como glicerol sintético.
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Fermentacion y recuperacion

Se utilizan cultivos del banco celular de trabajo para inocular botellas de semillas
que contienen un medio basado en soya (Tabla 2). Las botellas se incuban a 36 °C +
2°C sin agitacion hasta que se cumplan los requerimientos de crecimiento. Se utiliza una
botella de semilla para inocular un fermentador de semillas que contiene el medio
basado en soya. Un pH de aproximadamente 7 se mantiene con 3N NaOH. Después que
se alcanza la densidad optica objetivo, se utiliza el fermentador de semillas para inocular
el fermentador de produccion que contiene el medio basado en semilla. ElI pH se
mantiene con 3N NaOH. La fermentacién se termina después que cesa el crecimiento o
cuando se alcanza el volumen de trabajo del fermentador. Una cantidad apropiada de
12% de desoxicolato de sodio estéril se agrega al cultivo para obtener una concentracion
0.12% - 0.13% en el caldo de cultivo, para lisar las células bacterianas y la liberacién de
polisacarido asociado a la célula. Después de lisar, los contenidos del fermentador se
agita durante un intervalo de tiempo entre 8 a 24 horas a una temperatura entre 7 °C y
13 °C, para asegurar que la lisis celular completa y la liberacion del polisacarido hubieran
ocurrido. La agitaciéon durante este periodo de mantenimiento impidié el sedimento del
lisado se asentara en las paredes del fermentador y la probeta de pH, permitiendo asi
que se mantuviera la integridad de la probeta de pH. Luego, el pH del caldo de cultivo
lisado se ajusté a aproximadamente un pH de 5.0 con 50% de acido acético. Después de
un tiempo de mantenimiento sin agitacion, durante un intervalo de tiempo entre 12 a 24
horas a una temperatura entre 15 °C y 25 °C una porcién significativa de las proteinas
solubles previas se sacd de la solucion como un precipitado sélida con poca pérdida o
degradacion del polisacarido, el cual permanecié en la solucion. La solucion con el
precipitado se clarificé entonces mediante centrifugacién del flujo continuo seguido por

una filtracién de profundidad y una micro filtracién de 0.45 ym.

A una escala mas pequefia, el proceso descrito anteriormente también resulté en
una reduccion significativa de la proteina total para los serotipos 4 y 6B (Figuras 1y 2), lo
que indica que el proceso trabaja para estos dos serotipos a una escala mas grande.
(Serotipos de S. pneumoniae 4 y 6B también se obtuvieron del Doctor. Gerald Shiffman

de la Universidad Estatal de New York.)

Tabla 2. Composicion del medio con base en soya
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Componente Conceptracién Baja B Alta B
de la linea base | concentracion concentracion
HySoy 28g/L 18g/L 38g/l.
NaCl 3.5g/L 3.5¢/L 3.5¢/L
KHPC, 0.7g/L 0.7g/L 0.7¢g/L
CaCl,-H,0 0.018g/t. 0.018¢/L 0.018g/L
{-Cisteina, HCI 0.21gL 0.21g 0.21g/L
Ejemplo 2

Reduccion de la proteina en el lisado celular del serotipo 5 del S. pneumoniae
El serotipo 5 del S. pneumoniae se obtuvo del de Doctor Gerald Schiffman de la
Universidad Estatal de New York, Brooklyn, New York. Para la preparacion del sistema

de banco celular, ver el Ejemplo 1.

Fermentacion y recuperacion

Se utilizan cultivos del banco celular de trabajo para inocular botellas de semillas
gue contienen un medio basado en soya descrito anteriormente (Tabla 2). Dicho medio
se suplementd con una solucién de NaHCO; estéril a una concentracion de 10 mM. Las
botellas se incuban a 36 °C + 2°C sin agitacion hasta que se cumplan los requerimientos
de crecimiento. Se utiliza una botella de semilla para inocular un fermentador de semillas
que contiene el medio basado en soya con una concentracion de NaHCO; de 10 mM en
el medio. Un pH de aproximadamente 7 se mantiene con 3N NaOH. Después que se
alcanza la densidad optica objetivo, se utiliza el fermentador de semillas para inocular el
fermentador de produccién que contiene el medio basado en soya con una
concentracion de 10 mM de NaHCO; en el medio. El pH se mantiene con 3N NaOH. La
fermentacion se termina después que cesa el crecimiento o cuando se alcanza el
volumen de trabajo del fermentador. Una cantidad apropiada de 12% de desoxicolato de
sodio estéril se agrega al cultivo para obtener una concentracién entre 0.12% - 0.13% en
el caldo, para lisar las células bacterianas y la liberacién de polisacarido asociado a la

célula. Después de lisar, los contenidos del fermentador se agitan durante un intervalo
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de tiempo entre 8 a 24 horas a una temperatura entre 7 °C y 13 °C, para asegurar que la
lisis celular completa y la liberacién del polisacarido hubieran ocurrido. La agitacién
durante este periodo de mantenimiento impidié que el sedimento del lisado se asentara
en las paredes del fermentador y la probeta de pH, permitiendo asi que se mantuviera la
integridad de la probeta de pH. Luego, el pH del caldo de cultivo lisado se ajusté a
aproximadamente un pH de 4.8 con 50% de acido aceético. Después de un tiempo de
mantenimiento sin agitacién, durante un intervalo de tiempo entre 12 a 24 horas a una
temperatura entre 15 °C y 25 °C una porcion significativa de las proteinas solubles
previas se sacé de la solucidn como un precipitado sélido con poca pérdida o
degradacion del polisacarido, el cual permanecié en la solucién. La solucion con el
precipitado se clarificé entonces mediante centrifugacién del flujo continuo seguido por

una filtraciéon de profundidad y una micro filtracién de 0.45 ym.

Deberia entenderse que la discusion anterior y los ejemplos presentan
meramente una descripcion detallada de ciertas modalidades. Por lo tanto deberia ser
evidente usualmente para aquellos versados en la técnica que diversas modificaciones y

equivalentes pueden hacerse sin salirse del espiritu y alcance de la invencion.

PCT/US2006/012134
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REIVINDICACIONES ‘

Lo que se reivindica es:

(a)

(b)

(©)

(d)

(e)

Un proceso para reducir el contenido de proteina y preservar el contenido de
polisacarido capsular en un caldo de lisado celular complejo de Streptococcus

pneumoniae antes de la purificacion, el proceso comprende las etapas de:

hacer crecer un serotipo de S. pneumoniae seleccionado en un medio basado en

soya, que incluye:

(i) inocular un primer contenedor que contiene el medio basado en soya
con material de semilla del serotipo seleccionado, e incubar el primer

contenedor hasta que se cumplan los requerimientos de crecimiento,

(i) inocular un segundo contenedor que contiene el medio basado en
soya con el cultivo de la etapa (i) mientras se mantiene un pH y una

temperatura estables en el segundo contenedor, y

lisar con un detergente las células bacterianas producidas en la etapa (a),
produciendo asi un lisado que contiene proteinas solubles, desechos de células,

acidos nucleicos y polisacarido;

agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la lisis completa

y la liberacién de polisacarido completa;

disminuir el pH del lisado celular a menos de 5.5 para precipitar el detergente y la

mayor parte de las proteinas solubles;

mantener la soluciéon y el precipitado formado en la etapa (d) sin agitacion

durante un tiempo suficiente para permitir el asentamiento del precipitado; y

PCT/US2006/012134
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) procesar la solucién y el precipitado mediante centrifugacion y/o filtracion,
mientras que se preserva el polisacarido capsular en la solucién y la proteina

soluble se reduce de manera efectiva.

o
N

El proceso de la reivindicacion 1, en donde el serotipo seleccionado de S.
pneumoniae es 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F o 19A.

3. El proceso de la reivindicacion 1, en donde el detergente es desoxicolato de
sodio.
10
4. El proceso de la reivindicacion 1, en donde el pH en la etapa (d) se disminuye

hasta entre 4.5 y menos de 5.5.

5. El proceso de la reivindicacion 1, en donde el pH en la etapa (a) se mantiene
15 mediante una alimentacion base de hidréxido de sodio, carbonato de sodio, o una

combinacion de estos.

6. Un proceso para reducir el contenido de proteina y preservar el contenido de
polisacarido capsular en un caldo de lisado celular complejo de Streptococcus

20 pneumoniae antes de la purificacién, el proceso comprende las etapas de:

(a) expandir en volumenes incrementales desde un contenedor de partida hasta un
contenedor a escala de produccién en un medio basado en soya un serotipo de
S. pneumoniae seleccionado y mantener un pH estable y una temperatura

25 durante el crecimiento celular;

(b) lisar con un detergente las células bacterianas producidas en la etapa (a),
produciendo asi un lisado que contiene proteinas solubles, desechos de células,
acidos nucleicos y polisacarido;

30
(c) agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la lisis completa

y la liberacion de polisacarido;
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disminuir el pH del lisado celular a menos de 5.5 para precipitar el detergente y la

mayor parte de las proteinas solubles;

mantener la solucion y el precipitado formados en la etapa (d) sin agitacion

durante un tiempo suficiente para permitir el asentamiento del precipitado; y

(f) procesar la solucién y el precipitado mediante centrifugacién y/o filtracién, mientras

10.

1.

(a)

que se preserva el polisacarido capsular en ia solucién y la proteina soluble se

reduce de manera efectiva.

El proceso de la reivindicacion 6, en donde el serotipo seleccionado de S.
pneumoniae es 1,4, 5, 6A, 6B, 7F o 19A.

El proceso de la reivindicacién 6, en donde el detergente es desoxicolato de

sodio.

El proceso de la reivindicacion 6, en donde el pH en la etapa (d) se disminuye

entre 4.5 y menos de 5.5.

El proceso de la reivindicacién 6, en donde el pH en la etapa (a) se mantiene
mediante una alimentacién base de hidroxido de sodio, carbonato de sodio, o una

combinacién de estos.

Un proceso para reducir el contenido de proteina y preservar el contenido de
polisacérido capsular en un caldo de lisado celular complejo de Streptococcus

pneumoniae antes de la purificacion, el proceso comprende las etapas de:

expandir en volumenes incrementales desde un contenedor de partida hasta un
contenedor a escala de produccién en un medio basado en soya un serotipo de
S. pneumoniae seleccionado del grupo que consiste de los serotipos 1, 4, 6A, 6B
y 7F, y mantener un pH estable y una temperatura estable durante el crecimiento

celular, el pH es mantenido con hidréxido de sodio;
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(c)

(d)

(e)

(f)

12.

13.

14.

(a)

lisar con un detergente las células bacterianas producidas en la etapa (a),

produciendo asi un lisado que contiene proteinas solubles, desechos de células,
acidos nucleicos y polisacarido;

agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la lisis completa

y la liberacion de polisacarido;

disminuir el pH del lisado celular a menos de 5.5 para precipitar el detergente y la

mayor parte de las proteinas solubles;

mantener la solucion y el precipitado formado en la etapa (d) sin agitacién durante

un tiempo suficiente para permitir el asentamiento del precipitado; y

procesar la solucion y el precipitado mediante centrifugacion y/o filtracion,
mientras que se preserva el polisacarido capsular en la solucién y la proteina

soluble se reduce de manera efectiva.

El proceso de la reivindicacion 11, en donde el detergente es desoxicolato de

sodio.

El proceso de la reivindicacién 11, en donde el pH en la etapa (d) se disminuye

entre 4.5 y menos de 5.5.

Un proceso para reducir el contenido de proteina y preservar el contenido de
polisacarido capsular en un caldo de lisado celular complejo de Streptococcus

pneumoniae antes de la purificacién, el proceso comprende las etapas de:

expandir en volimenes incrementales el serotipo 5 de S. pneumoniae, desde un
contenedor de partida hasta un contenedor a escala de produccion en un medio
basado en soya suplementado con bicarbonato de sodio, y mantener un pH
estable y una temperatura durante el crecimiento celular, el pH es mantenido con

hidréxido de sodio;
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(b) lisar con un detergente las células bacterianas producidas en la etapa (a),
produciendo asi un lisado que contiene proteina solubles, desechos de células,

acidos nucleicos y polisacérido;

(c) agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la lisis completa

y la liberacion de polisacarido;

(d) disminuir el pH del lisado celular a menos de 5.5 para precipitar el detergente y la

mayor parte de las proteinas solubles;

(e) mantener la solucion y el precipitado formados en la etapa (d) sin agitacion

durante un tiempo suficiente para permitir el asentamiento del precipitado; y

() procesar la solucion y el precipitado mediante centrifugacion y/o filtracion,
mientras que se preserva el polisacarido capsular en la solucién y la proteina

soluble se reduce de manera efectiva.

15. El proceso de la reivindicacion 14, en donde el detergente es desoxicolato de

sodio.

16. El proceso de la reivindicacion 14, en donde el pH en la etapa (d) se disminuye entre

4.5 y menos de 5.5.

17. Un proceso para reducir el contenido de proteina y preservar el contenido de
polisacarido capsular en un caldo de lisado celular complejo de Streptococcus

pneumoniae antes de la purificacién, el proceso comprende las etapas de:

(a) expandir en volumenes incrementales el serotipo 19A de S. pneumoniae, desde
un contenedor de partida hasta un contenedor a escala de produccién en un
medio basado en soya suplementado con bicarbonato de sodio, y mantener un
pH estable y una temperatura durante el crecimiento celular, el pH es mantenido

con carbonato de sodio;
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(c)

(d)

(e)

(f)

18.

19.

lisar con un detergente las células bacterianas producidas en la etapa (a),
produciendo asi un lisado que contiene proteina solubles, desechos de células,

acidos nucleicos y polisacarido;

agitar el lisado celular durante un tiempo suficiente para asegurar la lisis completa

y la liberacién de polisacarido;

disminuir el pH del lisado celular a menos de 5.5 para precipitar el detergente y la

mayor parte de las proteinas solubles;

mantener la solucion y el precipitado formados en la etapa (d) sin agitacion
durante un tiempo suficiente para permitir el asentamiento del precipitado; y
procesar la solucion y el precipitado mediénte centrifugacion y/o filtracion,
mientras que se preserva el polisacarido capsular en la solucién y la proteina
soluble se reduce de manera efectiva. o

-
El proceso de la reivindicacion 17, en donde el detergente es desoxicolato de

sodio.

El proceso de la reivindicacion 17, en donde el pH en la etapa (d) se disminuye

entre 4.5 y menos de 5.5.
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SEPARACION DE CONTAMINANTES DE POLISACARIDOS DE STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE MEDIANTE MANIPULACION DE PH

RESUMEN

v
Un proceso para reducir el contenido de proteina y preservar el contenido de
polisacarido capsular en un caldo de lisado celulér complejo de Streptococcus
pneumoniae antes de la purificacion se describe. Utilizando la reduccién de pH después
de la lisis celular ha resultado en un polisacarido purificado que cumple
consistentemente la especificacion de proteina, y productos de recuperacién mayores

del polisacarido durante el proceso de purificacion.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

U
=

Un proceso para reducir el contenido de proteina vy
preservar el contenido de polisacarido capsular en un
caldo de cultivo del lisato celular complejo de
Streptococcus pneumoniae antes de purificacidén, el
proceso comprende las etapas de:

10

(a) Hacer <crecer un serotipo de S. pneumoniae

seleccionado en un medio basado en soya, que incluye:

(1) Inocular un primer recipiente que contiene
15 el medio basado en soya con semillas del serotipo
seleccionado, e incubar el primer recipiente hasta

que se cumplan los requerimientos de crecimiento.

(ii) Inocular un segundo recipiente que contiene
20 el medio basado en soya con el cultivo de la etapa
(i) mientras mantiene una temperatura y pH estable en

el segundo recipiente, vy

(b) Lisar con un detergente las células bacterianas
25 producidas en la etapa (a), produciendo por lo tanto
un lisato que contiene proteinas solubles, restos

celulares, &acidos nucleicos y polisacéaridos;



Ut

10

15

20

25

finng -
8]

(c) Agitar el 1lisato celular durante un tiempo
suficiente para asegurar la lisis completa y 1la

liberacidén de polisacaridos;

(d) Reducir el pH del lisato celular a menos de 5.5
para precipitar el detergente y la mayoria de

proteinas solubles;

(e) Mantener la solucidén y el precipitado formado en
la etapa (d) sin agitacién durante un tiempo
suficiente para permitir la sedimentacién del

precipitado; vy

(f) Procesar 1la solucién y el ©precipitado por
centrifugacién vy/o filtracién, con lo cual el
polisacédrido capsular en solucidén se preserva y la

proteina soluble se reduce eficientemente.

Un proceso para reducir el contenido de proteina y
preservar el contenido de polisacérido capsular en un
caldo de cultivo de 1lisato celular complejo de
Streptococcus pneumoniae antes de purificacidén, el

proceso comprende las etapas de:

(a) Expandir en volUmenes incrementados de un

recipiente de partida a un recipiente de produccidn a
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gran escala en un medio basado en soya un serotipo de
S. pneumoniae seleccionado y mantener una temperatura

Yy PH estables durante el crecimiento celular; -

(b) Hacer la lisis con un detergente a las células
bacterianas producidas en la etapa (a), produciendo

por lo tanto wun 1lisato que contiene proteinas

solubles, restos celulares, dcidos nucleicos vy
polisacéridos;
(c) Agitar el 1lisato celular durante un tiempo

suficiente para asegurar la 1lisis completa vy la

liberacidén de polisacéaridos;

(d) Reducir el pH del lisato celular a menos de 5.5
para precipitar el detergente y 1la mayoria de

proteinas solubles;

(e) Mantener la solucidn y el precipitado formado en
la etapa (d) sin agitacidén durante un tiempo
suficiente para permitir la sedimentacidén del

precipitado; y

(f) Procesar la solucidén y el precipitado por
centrifugacién vy/o filtracidn, con lo cual el
polisacarido capsular en solucién se preserva y la

proteina soluble se reduce eficientemente.
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El proceso de la reivindicacién 1 o 2, en donde el
serotipo S, pneumoniae seleccionado es 1, 4, 5, 6A,

6B, 7F o 19A.

El proceso de la reivindicacidén 1 o 2, en donde el pH
en la etapa (a) se mantiene por una alimentacidén base
de hidréxido de sodio, carbonato de sodio, o una

combilnacidn de estos.

Un proceso para reducir el contenido de proteina y
preservar el contenido de polisacdrido capsular en un
caldo de cultivo de 1lisato celular complejo de
Streptoccocus pneumoniae antes de purificacién, el

proceso comprende las etapas de:

(a) Expandir en volUmenes incrementados de un
recipiente de partida a un recipiente de produccidn a
gran escala en un medio basado en soya un serotipo de
S. pneumoniae seleccionado del grupo de serotipos 1,
4, 6A, 6B y 7F, y mantener una temperatura y pH
estables durante el crecimiento celular, el pH se

mantiene con hidréxido de sodio;

(b) Lisar con un detergente las células bacterianas

producidas en la etapa (a), produciendo por lo tanto
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un 1lisato que contiene proteinas solubles, restos

celulares, acidos nucleicos y polisacéaridos;

(c¢) Agitar el 1lisato celular durante un tiempo
suficiente para asegurar la lisis completa y la

liberacidén de polisacaridos;

(d) Reducir el pH del lisato celular a menos de 5.5
para precipitar el detergente vy la mayoria de

proteinas solubles;

(e) Mantener la solucidén y el precipitado formado en
la etapa (d) sin agitacién durante un tiempo
suficiente para permitir la sedimentacidén del

precipitado; y

(f) Procesar la solucién y el ©precipitado por
centrifugacién vy/o filtracidn, con lo cual el
polisacarido capsular en la solucidn se preserva y la

proteina soluble se reduce eficientemente.

Un proceso para reducir el contenido de proteina y
preservar el contenido de polisacarido capsular en un
caldo de cultivo de 1lisato celular complejo de
Streptoccocus pneumoniae antes de purificacidén, el

proceso comprende las etapas de:
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(a) Expandir en vollUmenes incrementados el serotipo 5
de S. pneumoniae seleccionado, de un recipiente de
partida a un recipiente de produccién a escala en un
medio basado en soya complementado con bicarbonato de
sodio, y mantener una temperatura y pH estable
durante el crecimiento celular, el pH se mantiene con

hidréxido de sodio;

(b) Hacer 1lisis con un detergenté a las células
bacterianas producidas en la etapa (a), produciendo
por lo tanto un lisato que contiene proteinas
solubles, restos celulares, dcidos nucleicos vy

polisacéaridos;

(c) Agitar el 1lisato celular durante un tiempo
suficiente para asegurar la lisis completa y la

liberacidén de polisacéaridos;

(d) Reducir el pH del lisato celular a menos de 5.5
para precipitar el detergente y 1la mayoria de

proteinas solubles;

(e) Mantener la solucidén y el precipitado formado en
la etapa (d) sin agitacidén durante un tiempo
suficiente ©para permitir 1la sedimentacién del

precipitado; vy
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(f) Procesar 1la solucidén vy el precipitado por
centrifugacién vy/o filtracidn, con lo cual el
polisacarido capsular en la solucidn se preserva y la

proteina soluble se reduce eficientemente.

Un proceso para reducir el contenido de proteina y
preservar el contenido de polisacarido capsular en un
caldo de cultivo de 1lisato celular complejo de
Streptoccocus pneumoniae antes de purificacidén, el

proceso comprende las etapas de:

(a) Expandir en volUmenes incrementados el serotipo
19A de S. pneumoniae, de un recipiente de partida a
un recipiente de produccién a escala en un medio
basado en soya complementado con bicarbonato de
sodio, y mantener wuna temperatura y pH estable
durante el crecimiento celular, el pH se mantiene con

carbonato de sodio;

(b) Hacer 1lisis con un detergente a las células
bacterianas producidas en la etapa (a), pfoduciendo
por lo tanto un lisato que contiene proteinas
solubles, restos celulares, dcidos nucleicos vy

polisacéaridos;
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(c) Agitar el 1lisato celular durante un tiempo
suficiente para asegurar la lisis completa y la

liberacidédn de polisacéaridos;

(d) Reducir el pH del lisato celular a menos de 5.5
para precipitar el detergente vy la mayoria de

proteinas solubles;

(e) Mantener la solucidén y el precipitado formado en
la etapa (d) sin agitacidén durante un tiempo
suficiente para permitir la sedimentacién del

precipitado; y

(f) Procesar la solucién y el precipitado por
centrifugacién vy/o filtracidn, con lo cual el
polisacédrido capsular en la solucidn se preserva y la

proteina soluble se reduce eficientemente.

El proceso de cualquiera de 1la reivindicacién 1,
reivindicacidén 2, reivindicacidén 5, reivindicacidn 6
o reivindicacidn 7, en donde el detergente es

desoxicolato de sodio.

El proceso de cualquiera de 1la reivindicacidén 1,
reivindicacidédn 2, reivindicacién 5, reivindicacidén 6
o reivindicacién 7, en donde el pH en la etapa (d) se

reduce entre 4.5 y menos de 5.5.
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Box No. Vi

Rax No. VIT

L]
L]
[] BoxNo v
ad
]
L]

X Box No. v

date (Rule 44bis .2).

3. This report contains indications relating to the Tollowing items:

Rasis of the repoit
Priority
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upplicability; citations and axplanations supporting such stutement

Cerrain documents cited
Certain defects in the interoutional application

Cerlain ohservarions on the imternational application

4. 'The International Burean will eammnnicate this report to designuted Olfices in accordance with Rules 44bis.3(¢) and 93bis.1 but
nol, except where the applicant makes an express request under Article 23(2), belure the expirution of 30 monaths from the priorizy

Date of issuance of this report
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Fucsunile No. +41 22 338 8270

The International Buisan of WIPQO
34, chemin des Colonihaties
1211 Geneva 20, Switzerland

Authorized officer

Nora Lindner

e-mail: pt2 pet@wipeint

Torm PCTAR/ATA {Tanvary 2004)
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{daytnonihfear) eee form PCTASAR1D {second sheet)

Applicant's or Qent's file relerence FOR FUHTHER ACTION

see form PCTASAZ2D See paragraph 2 below
Inernationat application No, ' International filing date (daydnanihsear) * | Prionty date {daysronthirear)
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Applicant
WYETH

1. This opinion contains indications relating to the following items:

B Box No. | Basis of the opinion

O BoxNo.ll  Priority

1 Box No. il Non-establishment of opinion with regard fo novelty, inventive etep and indugtrial applicahiiity
[J BoxNo. IV Lack ot unity of inventian

Box No. V' Reasoned statement under Rule 43bis.1 (a)(i} with regard to novelly, inventive step or industrial
apptlicability; cilations and explanations supporting such staterment

0 BoxNo. VI Certain documents cited
O BoxNo. Vil Cerlain detects in the internationaf application
Ed Box No. viiI Certain observations on the international apphication

2. FURTHER ACTION

If & demand for international prefiminary examination ig made, this opinion whi usually be considered to ba a
wrillen apinion of the international Praliminary Examining Authority ("IPEA" except that this does nat apply whera
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and tha chosen IPEA hag notifed the
Internationa! Bureau under Rule 66.15is{b) that written opinione of this Intemational Saarching Authority

if this opinion is, as provided above, considsred to be a wrilten opinion of the IPEA, the applicant ie Invited to
submit to the IPEA 2 written reply tagether, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Fortn PCTASALZ0 or bafore the expiration of 22 months from the priority date,
Whichaver 2xpires later.

For futher options, see Form PCTASAZ2D.
3. Forturther detalls, see notes o Form PCTASAZ20.

Name and maiing address of ihe [5A, Date of completion of | Authorized Officer
— this opinion ra T,
European Patant Oflice - P8, £818 Patentidap 2 . . 9 W]
Q NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas !%%CTEIOS"XB1 o Mazet, Jean-Frangois ; _ 0)))
T Tel, +31 70 340 - 2040 Tx: 31 851 apo nl *,
Fax: +31 70 340 - 3018 ' Teleplione No. +31 70 340-3509 g

Form (PCTASAL37) (Cover Sheeat) (April 2005)




WRITTEN OPINION OF THE ' international application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2006/012134

Box No.1 Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
B the international application in the language in which it was filed

LI atransiation of the international application into. , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 {b)).

2. With regard to any nucleotide andfor amino acid sequence disciosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this oplnion has been established on the basls of

a. type of material;
O asequence listing
O  table(s) related to the sequenee listing
b. format ot material:
L} on paper
O in electronic farm
¢. time of filingfurnighing:
L1 contained in the international application as filed.
L filed together with the international application in electronic form.
00 fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. L1 In addition, in the case that more than one verslon or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filad or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnishad.

4. Additional comments:

Form PCTISA/237 {April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2006/012134

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1{a)(i) with regard i&k novelty, inventive step or
industrf-al-applicability: citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-19

No: Claims
Inventive step (I8) Yes: Claims 4,9,13,16,19

No:  Claims 1-3,5-8,10-12,14,15,17,18
Industrial applicability {iA) Yes: Claims 1-19

No: Claims

2. Citations and explanations

See separate sheet

Box No. Vill__Certain observations on the internatlonal application

The following observations on the Clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

See separate sheet

Form PCTASA/237 (Aprit 2005)
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- WRITTEN OPINION OF THE International appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/012134
Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents : :

D1: EP-A2-0 024 493 (AMERICAN CYANAMID CO [US]) 11 March 1981 (1981-03-
11)

D2: OHNO NAHOITA ET AL: "CHARECTERIZATION OF TYPE XIX CAPSULAR
POLYSACCHARIDE FROM STRPTOCOCCUS PNEUMONIAE 11D 559"
MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY, TOKYQ, JP, vol. 28, no. 8, 1982,
pages 523-530, XP008073834 ISSN: 0385-5600

D3: EP-A2-0 072 513 (SMITH KLINE RIT {BE]) 28 February 1983 (1 983-02-23)

D4: WO 82/01995 A (MERIEUX INST [FR]) 24 June 1982 (1982-06-24)

DS: EP-A-0 002 404 (MERCK & CO INC [US]) 13 June 1979 (1979-06-13)

1. Claims 1 and 6

The document D1 is considered as being the closest prior-art for the subject-matter of
claim 1 and shows (the references in parentheses applying to this document): a process
for reducing the protein content {see page &, lines 11-15; page 6, lines 20-28; page 7, lines
1-4) and preserving the Capsular polysaccharide content in a complex cellular
Streptococcus pneumoniae lysate broth prior to purification, the process comprising the
steps of growing a selected S. pneumoniae serotype (page 6, lines 12-13), lysing with a
detergent the bacterial cells (Page 8, lines 20-28), lowering the pH of the cellular lysate to
6.6 (page 13, lines 5-35), adding alcoho! and adjusting the pH to 7.0: holding the solution
as the precipitate forms slowly avernight (page 14, lines 2-1 7), and processing by
centrifugation to eliminate precipitated cantaminants, thus obtaining the capsular
polysaccharide in solution (page 14, lines 17-24),

The subject-matter of claim 1 differs from this known process in that after lysing the
bacterial cells with a detergent, the pH is lowered to less than 5.5 to precipitate out the
detergent and most of the soluble proteins.

The subject-matter of claim 1 is therefore new (Article 33(2) PCT).

Form PCTISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/ US2006/012134

The problem to be solved by the present invention may be regarded as to provide a
process for reducing the residual protein content in the purified polysaccharide to a lower
level (despcription, page 2, lines 20-29).

The solution to this problem proposed in ¢laim 1 of the present application is not
considered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT) for the following reasons:

The document D2 discloses a process for isolating a cellular polysaccharide comprising
the steps of growing a selected S. pneumoniae serotype in a medium, the pH of the culture
being maintained at 7.8 by adding NaHCO3 powder, lysing with a detergent (sodium
deoxycholate) the bacterial cells produced in previous step and lowering the pH of the
cellular lysate to less than 5.5 (pH 3.0) by adding acetic acid. The precipitate contains the
detergent, nucleic acid and some other material (see page 523, second paragraph). No
details concerning the growing steps is given.

Thus starting from D1, and aware of the teaching of D2, the skilled person seeking to solve
the problem mentionned above would contemplate to lower the pH of the celiular lysate to
less than 5.5 to purify the polysaccharide. )

The same reasoning applies for the subject-matter of independent claim 6.

2. Dependent Claims 2,3,5,7,8, 1012, 14, 15, 17, 18 do noi seem to contain any fea-
tures which, in combination with the features of any claim to which they refer, meeat the
requirements of the PCT in respect of novelty and/or inventive step (see D1-D5 and
corresponding citations in the search repart).

3. The subject-matter of dependent claims 4, 9, 13, 16, 19 seems o meet the

requirements of the PCT in respect of novelty and/or inventive step (lowering the pH of the
cellular lysate to between 4.5 and less than 5.5).

Re ltem VIli

Certain observations on the international application

Although claims 1 and 6 have been drafted as separate independent claims, they appear

Form PGTASA287 (Separate Bhest) (Sheet ) (EPO-April 2008)
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WRITTEN OPINION OF THE : international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHE ET) " PCT/US2006/012134

to relate effectively to the same subject-matter and to differ from each other only with
regard to the definition of the subject-matter for which protection is sought and/or in
respect of the terminology used for the features of that subject-malter, The
aforementioned claims therefore lack conciseness and as such do not meet the
requirements of Article 6 PCT.

Form PCTASA23? {Separate Sheet) (Shzel 3) {EPO-April 2008)
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