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©) SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencion D Patente de Modelo de Utilidad
[:] Capitulo 1. @ Capitulo Il.
@ Nombre: GLAXOSMITHKLINE IDENTIFICACION

. BIOLOGICALS S.A.
Direccion: Rue de Ilnstitut 89, B-1330] CC. O~ [

i 81gi C.E. Otro
SOLICITANTE Rixensart, Bélgica. D D
(71) Nacionalidad o Domicilio: Rixensart,
Bélgica. Cual
Lugar de Constitucién: Bélgica.
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Nmero
E-mail: jlicco@!lloredacamacho.com
@ Némbre:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
cce. X n~nT O

REPRESENTANTE

Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°,| ce. [] ote [
Bogota, Colombia

O APODERADO |Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual

Numero 39.690.713 TP 53.215

E-mail: jlicco@lloredacamacho.com

O

Nombre: BIEMANS, Ralph, Leon y DUVIVIER, Pierre.

INVENTOR(ES) Direccion:  GlaxoSmithKline Biologicals s.a., Rue de llnstitut 89, B-1330
(72) Rixensart.

Nacionalidad o Domicilio: Bélgica.

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2006/006270 Fecha: 23/06/06
Publicacién Internacional No. WQ 2007/000343 A3 Fecha: 04/01/07
@ Titulo (54) “PROCESO PARA FABRICAR VACUNAS”

®

Clasificacion Internacional (51) _A61K 39/116; A61P 31/04

(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
Prioridad GB 27/06/05 0513069.5
GB 27/06/05 0513071.1
S & NO D GB 28/07/05 0515556.9
GB 28/11/05 0524204.5
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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)

Copia del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12. -

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: reporte de bisqueda internacional con su traduccién y; publicacién con su traduccién.

FIGURA CARACTERISTICA:
( ™

\. i

@ Solicito ta concesion de la patente,

NOMBRE: ALICIALLOREDA

FIRMA; @Q\CAJ\UC /‘\/’%‘N 3 v,

\_ | C.C.30.690.713 Usaquén T:P.53.215. /. = .. s )
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ ©para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

ctlloeem
CiA LLbR ARICAURTE -

- T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y

en espanol.

Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafiol.

Notarizacion, documento escrito en espafiol.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda del Norte

1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda del Norte

Este documento publico

2. ha sido firmado James Kerr Milligan
3. actuando como Notario Publico
4, lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico
CERTIFICADO
. en Londres 6. el 01 de septiembre de 2004
7. por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos

-

Exteriores y del Commonwealth
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass
Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccion consular
de la mision que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacion unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean

correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

.

contenidos.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Reptiblica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO ( S
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) Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Publico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio
y letra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada
“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida
y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de

I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica,;

P QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON est4

debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en

virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de septiembre del ano dos

mil cuattro.
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JAMES KERR WI
Notario Publico de I_oq‘dreq Tﬁg ‘t?
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APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961/Convention de La Haye du 5 octot

Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord

This public document/Le présent acte public

has been signed by j&j\/\e S KQ,@/’ V\/\l\llj ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

aetesigné par ...... . =7 0T TS L U LT

acting in the capacity of
agissant en qualité de ... ... ...

bears the seal/stamp of
est revétu du sceau/timbre de

Certified /Attesté

at London/a Londres 6. thesle ................ §...0i0m "\,% ..........

{33 P A 119

by Her Majesty's Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs/
par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

f e

: Numbcr/so.us No . G 749037

f#‘v‘ﬁ"*’* ¢

COMO MOTARIO ':

Aty

Stamp:
timbre:

For the Secretary of State/ Pour le Secrétaire d’Etat

If this document is to be used in a country which is
not party to the Hague Convention of 5 October 1961,
it should he nosssntad 14 the snasular aaction of the
minsion reprsesnting that country.
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Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

con domicilio en rue de I'institut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
oresente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cuaiquier
poder que cualquiera de ellos otorgue ‘a nombre
nuestro. '

Dado y firmado

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
existing under the laws of Belgium.

domiciled at rue de I'Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium
hereby appoint, ALICIA  LLOREDA and/or

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions: file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO andior IGNACIO

SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
Qfmedmu

of attorney by any one of them confe
before the Office of Industrial Pri )

w
31

. Given and éigned this

Marcus (dn4th WllllaMTO

i
"
Attorney an thorised Official @3 Lt iniay,

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 , comparecio
, aquien conozco y

de quien me consta que firmé el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declard y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., Ia
compafia nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélgica, legalmente constituida
para un periodo de duracion que ain no ha
terminado, que ejerce su objeto social, conforme a
las leyes de

que el declarante esta
autorizado por dicha Comparla para conferir este
poder; que el sello estampado por él al pie de tal
poder, en nombre y en representacion de la
expresada Compaiiia, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento

sta comprendido dentro del de la sociedad.

<l suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en ,
con fecha , y certifica que de
conformidad con la legislacion de dicho Pals, la
anterior  declaracion juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
{ss

On this

personally
came ,
to me known, and known to me to be the person who

signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belgium, domiciled at the Cily of Rixensart,
Belgium, legally constituted for a period of tenure
not yet expired, which exercises its corporate
purposes according to the laws of
, that the deponent is
authorized by said Company to confer this power of
attorney; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articies
of Incorporation of said Corporation executed at
, under date of ,
and hereby certifies that under the laws of said
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

day of , 200 .
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int CI: AB1K 39/116; A61P 31/04

(22) Fecha de solicitud: 27-12-07

(30) Prioridad  (31)  No. Prioridad (32)
0513069.5
05130714
0515556.9
0524204.5
0526040.1
0526041.9

(71) Solicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Fecha (33) Pais

27-06-05 GB |(72) Inventor(es):  BIEMANS, Ralph, Leon y DUVIVIER, Pierre.
27-06-05 GB (12) (es) P Y

28-07-05 GB

28-11-05 GB

21-12-05 GB

21-12-05 GB

(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-01-08 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 04-01-07
Fecha de presentacion de la solicitud: 23-06-06 N° publicacién: WO 2007/000343 A3

No. de solicitud: PCT/EP2006/006270

(54) Titulo:

PROCESO PARA FABRICAR VACUNAS

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion numero 1.-

Un método para conjugar un sacérido con un portador proteina usando quimica de condensacion por carbodiimida, caracterizado
porque el sacérido contiene {por ejemplo como parte de su unidad de repeticion), o ha sido derivado para que contenga, grupos amino
ylo grupos carboxilo, y caracterizado ademas porque el portador proteina contiene, o ha sido derivado para que contenga, grupos
grupos amino y/o grupos carboxilo, el método comprende los pasos de:

) - si el portador proteina contiene tanto grupos amino como grupos carboxilo y el sacarido contiene ya sea grupos amino

0 grupos carboxilo:

a) mezclar el sacarido y la alicuota de carbodiimida requerida para realizar la conjugacion, y
b) afiadir |a alicuota de portador proteina requerida durante un periodo de 35 segundos hasta 6 horas;
1) - si el sacarido contiene tanto grupos amino como grupos carboxilo y el portador proteina contiene ya sea grupos amino

0 grupos carboxilo:

a) mezclar el portador proteina y la alicuota de carbodiimida requerida para realizar la conjugacién, y
b) afadir la alicuota de sacéarido requerida durante un periodo de 35 segundos hasta 6 horas;
I11) - si el sacarido contiene tanto grupos amino como grupos carboxilo y el portador proteina contiene tanto grupos amino

como grupos carboxilo:

a) mezclar el portador proteina y el sacérido, y
b) afiadir la alicuota de carbodiimida requerida para realizar la conjugacién durante un periodo de 35 segundos hasta 6

horas.

A0



Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/006270

Casilla II Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del item 2 de
la primera hoja)

Este Reporte de Busqueda Internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguientes razones:

1. @ Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

Aunque las reivindicaciones 47-48 estan dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del
compuesto/composicion.

2. D Reivindicaciones Nos.: . . .
porque se relacionan con partes de la Solicitud Internacional que no cumplen con los requisitos

prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [] Reivindicaciones Nos.:

porque son reivindicaciones dependientes y no estan disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracion de la Regla 6.4(a).

Casilla III Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacién del item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd invenciones multiples en esta solicitud internacional, asi:

1. D Puesto que todos los derechos de busqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

3. E] Puesto que sélo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de busqueda internacional cubre uinicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. D El solicitante no pagd oportunamente los derechos de busqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de busqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; esta cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de busqueda adicionales estuvieron acompaiiados por la protesta
del solicitante.

[:] El pago de los derechos de busqueda adicionales no estuvo acompaiiado por
una protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de la primera hoja (2)) (Enero 2004)
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Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/006270

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
INV. A61K39/095 A61K39/102 A61K39/116 A61P31/04 CO07K17/10

Segun la Clasificacion de Patente Internacional (IPC) o segtn la clasificacién nacional y la IPC

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacién)

AG1K CO7K CO7H

Documentacién buscada fuera de documentacién minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Basc dc datos clectrénica consultada durante la busqueda intcrnacional (nombre de la base de datos y, donde sea practico, buscar términos usados)

EPO-Internacional, WPI Dato, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Dato

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria © Citacion de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes Relevante a la reivindicacién No.

X WO 99/18121 A (CONNAUGHT LAB [US]; RYALL ROBERT P 1-48
[US])

15 de Abril de 1999 (1999-04-15)
reivindicaciones; ejemplo 3

X WO 99/55715 A (GALENICA PHARMACEUTICALS INC [US]; 44-48
MARCIANI DANTE J [US])

4 de Noviembre de 1999 (1999-11-04)
paginas 36-42; reivindicaciones

o]

@ En cl recuadro C se cnumeran mas documentos. @ En el anexo se enumeran micmbros dc la familia de patentes.

° Categorias especiales de documentos citados:
'T" documento posterior publicado después de la fecha de presentacion

‘A" documento que define ¢l estado general de la técnica ¢l cual no sc internacional o fecha de prioridad y que no esta en conflicto con la
considera de relevancia particular solicitud pero citado para cntender el principio o teoria que sustenta
la invencién
'E’ documento anterior pero publicado en o después de la fecha de
presentacién internacional 'X' documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
‘L' documento que puede arrojar dudas sobrc reivindicaciones de un paso inventivo cuando el documento se¢ toma solo
prioridad o quc sc cita para establecer la fecha de publicacion de otra
citacidn u otra razon especial (segun sc especifica) 'Y' documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando ¢l
‘0" documento que sc¢ refiere a una revelacién oral, uso, exhibicion u documento se combina con uno o mas documentos, sicndo dicha
otros medios combinacion obvia para una persona experta cn la técnica

'P" documento publicado antes dc la fecha de presentacion interacional | ‘&' documento miembro dc la misma familia dc patentes
pero después de la fecha dc prioridad reivindicada

Fecha de la terminacién real de la busqueda internacional Fecha de envio por correo del reporte de busqueda internacional
30 de Marzo de 2007 16/04/2007
Nombre y direccion dc correo de la ISA/ Funcionario autorizado
Oficina dc Patentes Europea, P. B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk Hennard, Christophe

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (scgunda hoja) (Abril 2005) pagina 1 de 2
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C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria © Citacion de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relcvantes Relevantc a la reivindicacién No.

X CARMENATE TANIA Y COL: "Efecto de la metodologia de 44-48
conjugacion sobre la inmunogenicidad y eficacia protectiva de
conjugados de proteina P64K-polisacarido de meningococcal
grupo C"
FEMS IMMUNOLOGY AND MEDICAL MICROBIOLOGY,
ELSEVIER SCIENCE B.V., AMSTERDAM, NL,
vol. 40, no. 3, 9 de Abril de 2004 (2004-04-09),
paginas 193-199, XP002314674
ISSN: 0928-8244
pagina 194,2.2.1

A US 5180 815 A (MASUDA NOBUHITO [JP)) 1-43
19 de Enero de 1993 (1993-01-19)
columna 12, ejemplos 4-1

A US 4 376 760 A (JUNG GUENTHER [DE] Y COL) 1-48
15 de Marzo de 1983 (1983-03-15)
columna 15, ejemplo C
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Informacion sobre miembros de familia de patentes PCT/EP2006/006270

Solicitud Internacional No.

Documento de patente citado en
el reporte de bisqueda Fecha de publicacién

Miembro(s) de la familia de patentes

Fecha de publicacion

WO 9918121 A 15-04-1999 AU 9677698 A 27-04-1999
CA 2305620 Al 156-04~-1999
EP 1019437 Al 19-07-2000
us 5965714 A 12-10~-1999

WO 9955715 A 04-11-1999 AU 760669 B2 22-05-2003
AU 3767699 A 16-11-1999
CA 2329897 Al 04-11-1999
EP 1073667 A2 07-02-2001
JP 2002513028 T 08-05-2002

UsS 5180815 A 19-01-1993 NINGUNO

US 4376760 A 15-03-1983 DE 3040825 Al 09-09-1982
EP 0051205 Al 12-05-1982
IL 64157 A 31-12-1984
JP 57122054 A 29-07-1982

Forma PCT/ ISA/ 210 (anexo famiha de patentes) (Abril 2005)
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International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2006/006270

Box Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Clalms Nos.: -

becausse they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claims 47-48 are directed to a method of treatment of

the human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

2. D Clalms Nos.:

because they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful International Search can be carried out, speclfically:

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multipls inventions in this Intemational application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely pald by the applicant, this International Search Report covers all
searchabie daims.

r

2. L__] As all searchable claims could be searched without effort Justifying an additional fes, this Authority did not invite payment
of any additional fee. .

w

X D As only soms of the required additional search fees were timaly paid by the applicant, this International Search Report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this International Search Report Is
restricted to the Invention first mentioned in the clalms; It Is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees ware accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2004)

N1



-

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2006/006270

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

NV RE1K307005  A61K39/102

A61K39/116 A61P31/04 C07K17/10

According 1o International Patent Classification (IPC) or to both national classlfication and IPC

B. FIELDS SEARCHED

A61K CO7K CO7H

Minimum documentation searched (classitication system followed by classificalion symbols)

Documentation searched other than minimum documentation 10 the extent that such documents are Included in the fields searched

Elactronic data base consuited during the international search (name of data base and, where practical, search tarms usad)

EPO-Internal, WPI Data, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Categofy‘ Chation of document, with indicatlon, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

claims; example 3

pages 36-42; claims

X WO 99/55715 A (GALENICA PHARMACEUTICALS 44-48
INC [US]; MARCIANI DANTE J [usD
4 November 1999 (1999-11-04)

X WO 99/18121 A (CONNAUGHT LAB [US]; RYALL 1-48
ROBERT P [US]) 15 April 1999 (1999-04-15)

Further documants are listad in the contlnuation of Box C.

[E See patent family annex.

* Speclal categories of clted documents :

*A* document defining the general state of the at which 1s not
considered to be of partlcular relevance

*E* earller document but published on or after the international
fiiing date

*L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which Is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as speclfled)

*O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* documant published prior to the International filing date but
later than the priority date claimed

'T" later document published after the International fillng date
or priority date and not in conflict with the application but
cltad to understand the principle or theory underlying the
Invention

*X* document of particular relevance; the claimed Invenllon
cannot be considered nove! or cannot be considered to
nvolve an inventive step when the document is taken alone

*y* document of particular relevance; the claimed inveniion
cannot be considerad to Involve an invenlive step when the
document Is combined with one or more other such docu-
Irma'r‘\ts, such combination being obvlous to a person skilled
n the art.

*&* document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

30 March 2007

Data of malling of the intematlonal search repornt

16/04/2007

Name and malling address of the ISA/
European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Hennard, Christophe

Fom PCT/1SA/210 (second sheat) {April 2005)
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international application No

PCT/EP2006/006270

C{Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Cltation of document, with Indicatlon, where appropriate, of the relevant passages

Relsvant to claim No.

X CARMENATE TANIA ET AL: "Effect of
conjugation methodology on the
immunogenicity and protective efficacy of
meningococcal group C polysaccharide-P64k
protein conjugates"

FEMS IMMUNOLOGY AND MEDICAL MICROBIOLOGY,
ELSEVIER SCIENCE B.V., AMSTERDAM, NL,
vol. 40, no. 3, 9 April 2004 (2004-04-09),
pages 193-199, XP002314674

ISSN: 0928-8244

page 194, 2.2.1

A US 5 180 815 A (MASUDA NOBUHITO [JP])

19 January 1993 (1993-01-19)

column 12, examples 4-1

A US 4 376 760 A (JUNG GUENTHER [DE] ET AL)
15 March 1983 (1983-03-15)

column 15, example C

44-48

1-48

1-48

Form PCT/ISA/210Q (continuation of secand shaet} (April 2006)
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WO 9918121 A 15-04-1999 AU 9677698 A 27-04-1999
CA 2305620 Al 15-04-1999
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WO 9955715 A 04-11-1999 AU 760669 B2 22-05-2003
AU 3767699 A 16-11-1999
CA 2329897 Al 04-11-1999
EP 1073667 A2 07-02-2001
JP 2002513028 T 08-05-2002
US 5180815 A 19-01-1993  NONE
US 4376760 A 15-03-1983 DE 3040825 Al 09-09-1982
EP 0051205 Al 12-05-1982
IL 64157 A 31-12-1984
JpP 57122054 A 29-07-1982

Form PCT/ISA/210 (patent famlly annex) (April 2005)
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD -_
(Capitulo II del Tratado de Cooperacién de Patentes).

(PCT Articulo 36 y R_egla 70) -

Registro de referencia del

solicitante o agente PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IPEA/416
MJL/VB62022 .
Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional Ftha de prioridad
(dia/mes/ario) (dia/mes/ario)
PCT/EP2006/006270 23.06.2006 , 27.06.2005

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
INV. A61K39/095

Solicitante

GlaxoSrm'thKline Biologicals s.a.

1. Este reporte es el reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad
Examinadora Preliminar Internacional bajo el Articulo 35 y trasmitido al solicitante de conformidad
con el Articulo 36. '

2. Este REPORTE consta de un total de 8 hojas, incluyendo esta carétula:
3. Estereporte también es acompaiado por ANEXOS, que comprenden:

a. [X] (enviado al solicitante y a la Oficina Internacional) un total de 2 hojas, como sigue:

X hojas de la descripcion, reivindicaciones y/o dibujos los cuales han sido modificados y son la
base de este reporte y/o hojas que contienen rectificaciones autorizadas por esta Autoridad (ver
Regla 70.16 y Seccion 607 de las Instrucciones Administrativas).

[] hojas que reemplazan hojas anteriores, pero las cuales esta Autoridad considera que contienen
una modificacién que va mas all4 de la revelacién en la solicitud internacional como se
present6, como se indicé en el item 4 de la Casilla No. 1 y la Casilla Suplementaria.

b. [ (enviado tinicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar tipo y nimero de medio(s)
electrénico(s)) , que contienen un listado de secuencias y/o tablas con ello, inicamente en una
forma legible en computador, como se indic6 en la Casilla Suplementaria Relacionada con el
Listado de Secuencias (ver Seccion 802 de las Instrucciones Administrativas).

4.  Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes items:

Casilla No. ] Bases del reporte
Casilla No. 11 Prioridad

Casilla No. 111 No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo vy
aplicabilidad industrial

Casilla No. 1V Falta de unidad de invencién

XO XOKX

Casilla No. V Afirmacién razonada de conformidad con el Articulo 35(2) con respecto a
novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que
sustentan dicha afirmacién

[0 CasillaNo.Vl  Ciertos documentos citados
[J Casilla No. VIl  Ciertos defectos en la solicitud internacional

[[] CasillaNo. VIIl Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacién de ]Ja demanda Fecha de terminacién de este reporte
2007-07-04 . 08.10.2007
Nombre y direccién de correo de la autoridad Funcionario autorizado

examinadora preliminar intemacional:
Oficina de Patentes Europea

D-80298 Munich Hennard, Christophe
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d
Fax: +49 89 2399 - 4465 Teléfono No. +49 89 2399-7355

Forma PCT/IPEA/409 (Portada) (Abril 2005)




REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE " Solicitud Internacional No.

PATENTABILIDAD : PCT/EP2006/006270

Casilla No.1 Bases del reporte

1. Respecto al idioma, este reporte estd basado en
X la solicitud internacional en el idioma en el cual fue presentada

(] una traduccién de la solicitud internacional en , el cual es el idioma de una traduccién

suministrada para los propésitos de:

[] busqueda internacional (segun las Reglas 12.3(a) y 23.1(b))
(] publicacién de la solicitud internacional (segiin la Regla 12.4(a))
[[] examen preliminar internacional (segun las Reglas 55.2(a) y/ 0 55.3(a))

2. Respecto a los elementos* de la solicitud internacional, este reporte se bas6 en (hojas reemplazadas las cuales han
sido” suministradas a la Oficina receptora en respuesta a una invitacién segin Articulo 14, son referidas en este

reporte como “originalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):

Descripcidn, Paginas
1-31 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, Nimeros

7-42 como se presentaron originalmente
1-6, 43-47 presentadas con el facsimile de 19.09.2007

[ ] listado de secuencia y/o alguna tabla(s) - ver Casilla Suplementaria en Relacién al Listado de Secuencia

3. [] Las modificaciones resultaron en la cancelaci6n de:

la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/figuras

el listado de secuencia (especificar):

cualquier tabla(s) relacionada al listado de secuencia (especificar):

OO000

4. [] Este reporte ha sido establecido como si (alguno de) los anexos modificados a este reporte y
numerado antes no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién
original, como esta indicado en la Casilla Suplementaria (Regla 70.2(c)).

la descripcién, paginas

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/figuras

el listado de secuencia (especificar):

alguna tabla(s) relacionada al listado de secuencia (especificar):

L0000

* Siel item 4 aplica, algunas o todas de estas hojas pueden ser marcadas “reemplazadas”.
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Casilla No. III No-establecimiento de opinién respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
industrial

1. Las preguntas como quiera que la invencién reivindicada parezca ser novedosa, involucrar un nivel
inventivo (para no ser obvio), o para ser aplicable industrialmente no se han examinado en relacién
con:

[] toda la solicitud internacional,
X reivindicaciones Nos. 47-48
porque:

Xl dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 47-48 se refieren a la siguiente materia
objeto el cual no requiere examen preliminar internacional (especificar):

ver hoja separada

[] la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indican elementos particulares a continuacion) o dichas
reivindicaciones Nos. son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa

(especificar):

[] Ilas reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. estén sustentadas tan inadecuadamente por
la descripcién que no pudo formarse una opinion significativa (especificar).

[} no se ha establecido un reporte de biisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos.

] no pudo establecerse una opinién significativa sin el listado de secuencia, el solicitante, dentro del
limite de tiempo prescrito, no:

[] suministr6 un listado de secuencias en papel para cumplir con el estandar para ello provisto
en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas, y dicho listado no estuvo disponible para
la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

[ ] suministré un listado de secuencias en formato electrénico para cumplir en el estdndar para
ello provisto en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas y tal listado no estuvo
disponible para la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y manera
aceptable para ésta.

[[] pago la tarifa de suministro tardio para el suministro de un listado de secuencia en respuesta a
una invitacién de acuerdo con las Reglas 13ter.1(a) o (b) y 13ter.2.

[J] no pudo establecerse una opinién significativa sin las tablas relacionadas con los listados de
secuencias; el solicitante, dentro del limite de tiempo prescrito, no suministré dichas tablas en
formato electrénico para cumplir con los requisitos técnicos para ello provistos en el Anexo C-bis
de las Instrucciones Administrativas y dichas tablas no estuvieron disponibles para la Autoridad
Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

[] las tablas que se relacionan con el listado de secuencias de aminoacidos y/o nucle6tidos, si estan
solamente en formato electrénico, no cumplen con los requisitos técnicos para ello provistos en el
Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

[] Ver hoja separada para detalles adicionales
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacion

Novedad (N) Si:  Reivindicaciones 1-43
No: Reivindicaciones 44-47
Nivel Inventivo (IS) Si:  Reivindicaciones Ninguna
No: Reivindicaciones 1-47
Aplicabilidad Industrial (I1A) Si:  Reivindicaciones 1-46

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones (Regla 70.7):

ver hoja separada
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Re ftem III

No establecimiento de opinion con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad

industrial

1. Las reivindicaciones 46-47 de la presente solicitud se relacionan con la materia objeto
considerada por esta Autoridad cubierta por las provisiones de la Regla 67.1(iv) PCT
(método de tratamiento de enfermedades relacionadas con humanos). En consecuencia,
no se formulara opinién con respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de
estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(i) PCT).

Re item V

Declaracion razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que soportan tal declaracion

2. Se hace referencia a los siguientes documentos:
D1: WO99/18121 A
D2: WO 99/55715 A
D3:  FEMS IMMUNOLOGY AND MEDICAL MICROBIOLOGY, ELSEVIER SCIENCE
B.V., vol. no. 3, Abril 9 de 2004, paginas 193-199,
D4: US-A-5180815
D5:  US-A-4376 760

3. Novedad (Articulo 33(2) PCT)

3.1

La reivindicacién 44 de la presente solicitud es formulada como una reivindicacion
de producto-por-proceso relacionada con una composicion inmunogénica o
vacuna obtenible por el proceso de las reivindicaciones 1-43.

El proceso para obtener el compuesto no hace al producto novedoso per se, y con
el fin que un producto reivindicado por la formulacién como un producto-por-
proceso sea novedoso, se debe demostrar en la solicitud que el producto obtenido
es diferente del de la técnica previa. En la pagina 10 de la descripcién, el ejemplo
muestra que al afiadir la carbodiimida por un periodo de 10 minutos, la relacién
TT/PS del producto obtenido es diferente de la relaciéon obtenida cuando la
carbodiimida se agrega de una vez. Sin embargo, en la pagina 24, condiciones de
conjugacion diferentes producen radio TT/PS diferente aunque se usan los mismos
reactivos y cantidades. Asi, la solicitud falla en establecer que el producto
obtenido por el método es de hecho diferente de la técnica previa. Persisten dudas
adicionales considerando la revelacién que muestra que diferentes parametros
influencian el producto obtenido en términos de solo relacién TT/PS, asi, es
posible obtener, mediante el método de la presente reivindicacién 1, conjugados
que corresponden a los obtenidos agregando la carbodiimida de una vez, pero al
influenciar otros parametros del método y simultdneamente agregar la
carbodiimida por un periodo de tiempo mayor. Por lo tanto, debido a que las
reivindicaciones de producto-por-proceso no son claras en cuanto a cuales
compuestos caen bajo la reivindicacion, el producto obtenible mediante dicha
reivindicacién no se distingue de los compuestos revelados en la técnica previa y la
novedad de estos productos no puede reconocerse si los documentos de la técnica
previa revelan compuestos que tienen los mismos elementos estructurales a los de
la reivindicacion.
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Asi, se considera que cualquier conjugado de sacérido-vehiculo de proteina o
composicién inmunogénica que lo comprende, en la cual el conjugado esta
caracterizado por la formacién de un enlace de amida que une el vehiculo de
proteina y el sacarido, anticipa la materia objeto reivindicada de la reivindicaciéon
44.

Con el fin de ilustrar esta objecién, D1 (reivindicaciones; ejemplo 3) describe un
conjugado de vacuna de un polisacarido serotipo 19F con un vehiculo de proteina
mediante acoplamiento de carbodiimida generando asi un enlace de amida. Tal
conjugado se usa en la preparacion de un medicamento y se reivindica en un
método de tratamiento. Asi, a la luz de este documento, las reivindicaciones 44-47
de la presente solicitud no son novedosas.

Igualmente, D2 (paginas 36-42; reivindicaciones) y D3 (p4gina 194, 2.2.1) revela la
preparacién de un conjugado de vehiculo de proteina - sacarido usando
carbodiimida como agente de conjugacion. Estos documentos también anticipan
las reivindicaciones 44-47 de la presente solicitud.

Se considera que proveer una lista exhaustiva de documentos que revelan tales
conjugados no es necesaria para ilustrar adicionalmente la falta de novedad de
estas reivindicaciones, que por lo tanto, no cumplen los requerimientos del
Articulo 33(2) PCT.

32 La reivindicacién 1 de la presente solicitud se relaciona con un método para
conjugar un sacarido a un vehiculo de proteina usando una carbodiimida y
caracterizado porque uno de los reactivos (dependiendo de la aparicién de los
grupos amino y carboxilo en el sacarido, la proteina o ambos) se adiciona a la
mezcla de reaccion por un periodo de 35 segundos a 6 horas.

Como nada en la técnica previa citada revela esta caracteristica, se considera que la
reivindicacién 1, asi como las reivindicaciones 2-43 dependientes son novedosas y
cumplen los requerimientos del Articulo 33(2)PCT.

4. Nivel Inventivo (Articulo 33(3) PCT)
D1 (pasajes ver anteriormente), que es la técnica previa més cercana, describe la
preparacién de conjugados de sacarido-vehiculo de proteina usando reactivo de
acoplamiento de carbodiimida para la preparacién de una composicion inmunogénica o
vacuna.
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El método de la reivindicacion 1 presente se distingue en si de D1 en que la reaccion de
acoplamiento se realiza agregando una de las mitades para reaccionar, o la carbodiimida
por un periodo de 35 segundos a 6 horas.

El efecto técnico logrado por esta caracteristica distinguible es, como se mencion¢ en la
solicitud en la pagina 3, lineas 16-21, un mayor rendimiento del conjugado de sacérido,
mejor filtrabilidad, mejor control de la conjugacioén, y se evitan las reticulaciones intra-
mitades. Asi, el problema a ser resuelto por la presente reivindicacién 1 puede verse
como proveer un método para preparar conjugados de sacérido-vehiculo de proteina, que
tienen las ventajas anteriores.

Considerando la formacion del conjugado, por la reaccién de un grupo amino con un
acido carboxilico en la presencia de una carbodiimida, se logra la formacion de un enlace
de amida. El experto que realiza tal reaccién sabe que, si una de las mitades portan al
grupo amino y el carboxilo, se espera una reaccién intramolecular o intermolecular con la
misma mitad (formacién de derivados ciclicos o dimeros). Mas atin, el experto sabe que,
con el fin de minimizar estas “reacciones secundarias”, la mitad que porta ambos grupos
se debe agregar lentamente (por un tiempo mayor) a la mezcla de reaccion y entrar en
contacto con el reactivo (carbodiimida) en una etapa muy tardia. Al hacer esto, el experto
sabe que, cuando la mitas que porta ambos grupos entra en contacto con la segunda
mitas, el ultimo estara presente en la mezcla en un gran exceso aumentando asi la
probabilidad de reaccion de las dos mitades juntas en lugar de reaccionar
intramolecularmente. Todos los efectos mencionados anteriormente estdn directamente
relacionados con esta propiedad al usar mitades que portan ambos grupos.

A pesar que el experto pensaria en un gran nimero de pardmetros a alterar con el fin de
ver un efecto, el experto (que puede estar representado por un equipo de expertos
compuesto de un especialista en inmunologia quien identifica el problema: aumentar la
relacién TT/PS, y un quimico especializado en acoplamiento de proteina/sacérido, que
reconocen el problema surgido por la reaccion intramolecular del sacarido y/o la
proteina) consideraria el tiempo de adicion de la carbodiimida como una alteracion
posible al método de tiempo largo conocido en la técnica para mejorar el acoplamiento
intermolecular. Més aun, este equipo predeciria con gran certeza que el resultado de esta
diferencia demostraria tener mayor acoplamiento intermolecular.

Con el fin de ilustrar el conocimiento general del experto quimico, D4 (columna 4,
ejemplos 4-1) y D5 (columna 15, Ejemplo C) revelan ambos la adicién por gotas de un
reactivo en una solucién cuando una de las mitades porta los dos grupos, limitando por
consiguiente el riesgo de reticulacion (no se pretende que la ensefianza de estos
documentos es sea combinada con D1, pero sirve a los propositos de ilustrar el
conocimiento del experto a cargo de la reaccion de un sacarido con un vehiculo de
proteina en el cual una o ambas entidades portan simultdneamente un grupo amino y
uno carboxilo no destinado a reticularse).
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Por lo tanto, a pesar de la técnica previa, agregar la carbodiimida de una vez en la mezcla
de reacci6n para preparar un conjugado de proteina-sacarido por varios afios, y a pesar
que el experto sabe que varios parametros regulan la relacion de TT/PS, el experto
actuaria, con alta expectativa de éxito, en el tiempo de adicién de la carbodiimida con el
fin de aumentar la reaccién intermolecular y asi aumentar la inmunogenicidad del
conjugado. Asi, la solucién proporcionada por la presente reivindicacion 1 no involucra
un nivel inventivo.

Las reivindicaciones dependientes 2-43 de la presente solicitud no introducen ninguna
caracteristica susceptible de un nivel inventivo porque ya estan reveladas en D1 o parten
del conocimiento general del experto, y por ende se consideran como una desviacion
estandar de la técnica.

Se concluye que, las reivindicaciones 1-43 de la presente solicitud no cumplen los
requerimientos del Articulo 33(3)PCT.

5. Aplicabilidad Industrial (Articulo 33(4) PCT):

Debido a la naturaleza de las reivindicaciones, una aplicabilidad industrial de la
invencién es obvia y se considera que las reivindicaciones 1-46 de la presente solicitud
cumplen los requerimientos del Articulo 33(4) PCT.

Para la evaluacién de las reivindicaciones 47-48 presentes sobre la pregunta si son
aplicables industrialmente, no existe un criterio unificado en el PCT. La patentabilidad
también puede depender de la formulacion de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo,
no reconoce como industrialmente aplicable la materia objeto de las reivindicaciones para
el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero pueden permitir, sin embargo,
reivindicaciones a un compuesto conocido para primer uso en tratamiento médico y el
uso de dicho compuesto para la fabricacion de un medicamento para un nuevo
tratamiento médico.

6. La dependencia de las reivindicaciones 45-47 parece ser incorrecta y parecen ser el
resultado de un olvido obvio (Articulo 6 PCT).
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS

1. Un método para preparar una composicién inmunogénica que comprende conjugar
un sacarido a un vehiculo de proteina usando quimica de condensacién de
carbodiimida, en donde el sacarido comprende (por ejemplo como parte de su unidad
de repetici6n), o ha sido derivado para comprender, grupos amino y/o carboxilo, y en
conde el vehiculo de proteina comprende, o ha sido derivado para comprender,
grupos amino y/o carboxilo, que comprende las etapas de:

I) - Si el vehiculo de proteina comprende grupos amino y carboxilo y el sacarido

comprende cualquier grupo amino o carboxilo:

a) mezclar el sacarido y alicuota de carbodiimida requerida para realizar la

conjugacion, y

b) agregar la alicuota de vehiculo de proteina requerida por un periodo de 35

segundos a 6 horas;

I1) - Si el sacarido comprende grupos amino y carboxilo y el vehiculo de proteina

comprende cualquier grupo amino o carboxilo:

a) mezclar el vehiculo de proteina y alicuota de carbodiimida requerida para

realizar la conjugacion, y

b) agregar la alicuota de sacarido requerida por un periodo de 35 segundos a 6

horas;

I1I) - Si el sacarido comprende grupos amino y carboxilo y el vehiculo de proteina

comprende grupos amino y carboxilo:

a) mezclar el vehiculo de proteina y el sacarido, y

b) agregar la alicuota de carbodiimida requerida para realizar la conjugacién por
un periodo de 35 segundos a 6 horas.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde en la etapa b), el periodo es de 50 segundos
a 5 horas, 1 minuto a 4 horas, 2 minutos a 3 horas, 3 minutos a 2 horas, 4 a 60 minutos,
5 a 50 minutos, 6 a 40 minutos, 7 a 30 minutos u 8 a 20 minutos.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde en la etapa b) , el periodo es de 1 minuto a
5 horas, 10 minutos a 4 horas, 20 minutos a 3 horas, 30 minutos a 2 horas, 40 a 90

minutos, o 50 a 70 minutos.

4. El método de las reivindicaciones 1-3, en donde la carbodiimida es EDAC (1-etil-3-(3-
dimetil-aminopropil)carbodiimida) o una carbodiimida diferente de EDAC.

5. El método de las reivindicaciones 1-4, en donde la alicuota de carbodiimida requerida
para realizar la conjugacién es 0.01 a 3, 0.05a 2 0 0.09 a 1 mg/ mg de sacarido.

6. El método de las reivindicaciones 1-5, en donde el sacérido y/o vehiculo de proteina
ha sido derivado para comprender grupos amino o carboxilo.
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43.

44.

45.

46.

47.

REIVINDICACIONES MODIFICADAS

El método de las reivindicaciones 1-42, en donde el vehiculo de proteina se selecciona
del grupo que consiste de: TT, DT, CRM197, fragmento C de TT, proteina D de H,
influenzar, PhtD neumocécica, y Neumolisina neumocécica.

Una composicién inmunogénica o vacuna obtenible por el método de las
reivindicaciones 1-43.

Uso de una composicién inmunogénica o vacuna de la reivindicacién 45 en la
fabricacién de un medicamento para la prevencion o tratamiento de enfermedad.

Método de prevencién o tratamiento de enfermedad que comprende la etapa de
administrar una dosis efectiva de la composiciéon inmunogénica o vacuna de la
reivindicacién 45 a un paciente en necesidad de la misma.

El uso o método de la reivindicacién 46 o 47, en donde la enfermedad es causada por
una bacteria seleccionada de una lista que consiste de: N. meninigitidis, Streptococcus
pneumoniae, M. catarrhalis, Streptococcus Grupo B, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Vibrio cholerae, E. coli y H. influenzae.
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O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

(J pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b) and 13ter.2.

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Preliminary Examining Authority in a form and manner acceptable to it.

the tables related to the nucleotide and/fr amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details

Form PCTAPEA/ 409 (April 2005)
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-43
No: Claims 44-47
Inventive step (IS) Yes: Claims None

No: Claims 1-47

—t

Industrial applicability (I1A) Yes: Claims
\ 4 No: Claims

1-46

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

Form PCTAPEA/40Q9 (April 2005)
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Re Item Il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

1. Claims 46-47 of the present application relate to subject-matter considered by this
Authority to be covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT (method of treatment
of humans related disease). Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(i)
PCT).

Re Item V

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

2. Reference is made to the following documents:

D1:
D2:
D3:

D4:
D5:

WO 99/18121 A

WO 99/56715 A

FEMS IMMUNOLOGY AND MEDICAL MICROBIOLOGY, ELSEVIER SCIENCE
B.V., vol. 40, no. 3, 9 April 2004, pages 193-199,

US-A-5 180 815

US-A-4 376 760

3. Novelty (Article 33(2) PCT):

3.1

Claim 44 of the present application is formulated as product-by-process claim
related to an immunogenic composition or vaccine obtainable by the process
of claims 1-43.

The process for obtaining the compound does not render the product novel per
se, and in order for a product claimed by the formulation as a product-by-
process to be novel, it must be demonstrate in the application that the product
obtained is different from the prior art. On page 10 of the specifications, the
example shows that when adding the carbodiimide over a period of 10 minutes,
the TT/PS ratio of the product obtained is different from the ratio obtained when
the carbodiimide is added at once. However, on page 24, different conjugation
conditions result in different TT/PS ratio whilst using the same reagents and
amounts. Thus, the application fails to establish that the product obtained by the
method is indeed different from the prior art. Further doubts subsists
considering the disclosure which shows that different parameters influence the

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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product obtained in terms of TT/PS ratio alone, thus, it is possible to obtain by
the method of present claim 1 conjugates corresponding to those obtained by
adding the carbodiimide at once but by influencing on other parameters of the
method and simultaneously adding the carbodiimide over a longer period of
time. Therefore, because product-by-process claims are unclear as to which
compounds are falling under the claim, the product obtainable by such claim are
not distinguishable from the compounds disclosed in the prior art and the
novelty of these products cannot be recognised should prior art documents
disciose compounds having the same structural elements as those of the claim.
Thus, any saccharide-protein carrier conjugate or immunogenic composition
comprising it in which the conjugate is characterised by the formation of an
amide bond linking the protein carrier and the saccharide is considered to
anticipate the claimed subject matter of claim 44.

In order to illustrate this objection, D1 (claims; example 3) describes a vaccine
conjugate of a polysaccharide serotype 19F with a protein carrier via
carbodiimide coupling thereby generating an amide bond. Such conjugate is
used in the preparation of a medicament and claimed in a method of treatment.
Thus, in the light of this document, claims 44-47 of the present application are
not novel.

In a similar way, D2 (pages 36-42; claims) and D3 (page 194, 2.2.1) disclose
the preparation of a protein carrier - saccharide conjugate using carbodiimide
as conjugating agent. These documents are also anticipating claims 44-47 of
the present application.

Providing a comprehensive list of documents disclosing such conjugates is
considered as not necessary to further illustrate the lack of novelty of these
claims which therefore do not fulfil the requirements of Article 33(2) PCT.

3.2 Claim 1 of the present application concerns a method for conjugating a
saccharide to a protein carrier using a carbodiimide and characterised in that
one of the reagent (depending on the occurrence of both amino and carboxyl
groups on the saccharide, the protein or both) is added to the reaction mixture
over a period of 35 seconds to 6 hours.

Because none of the cited prior art discloses this feature, claim 1 as well as
dependent claims 2-43 are considered novel and fulfil the requirements of
Article 33(2) PCT.

4. Inventive merit (Article 33(3) PCT):
D1 (passages see above), which is the closest prior art, describes the preparation of

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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saccharide-protein carrier conjugates using carbodiimide coupling reagent for the
preparation of an immunogenic composition or vaccine.

The method of present claim 1 distinguishes itself from D1 in that the coupling
reaction is performed by adding one of the moieties to react or the carbodiimide over
a period of 35 seconds to 6 hours.

The technical effect achieved by this distinguishing feature is, as mentioned in the
application of page 3, lines 16-21, a higher yield in saccharide conjugate, better
filterability, better control of the conjugation, and preventing intra-moiety cross-links.
Thus, the problem to be solved by the present claim 1 can be seen in providing a
method of preparing saccharide-protein carrier conjugates having the above
advantages.

Considering the conjugate formation, by reacting an amino group with a carboxylic
acid in the presence of a carbodiimide, formation of an amide bond is achieved. The
skilled person performing such a reaction knows that, should one of the moiety carry
both the amino and the carboxyl group intramolecular reaction or intermolecular
reaction with the same moiety (formation of cyclic or dimer derivatives) is to be
expected. Moreover, the skilled person also knows that, in order to minimise these
"side reactions”, the moiety bearing both groups must be added slowly (over a longer
time) to the reaction mixture and come in contact with the reactive (carbodiimide) at
a very late stage. By doing so, the skilled person knows that, when the moiety bearing
both groups come in contact with the second moiety, the latter will be present in the
mixture in large excess thereby increasing the probability of reacting the two moieties
together instead of reacting intramolecularly. All the effects mentioned above, are
directly linked to this property when using moieties carrying both groups.

In spite of that the skilled person would think of a large number of parameters to alter
in order to see an effect, the skilled person (which can be represented by a team of
skilled persons made of a specialist in immunology which identifies the problem:
increasing the TT/PS ratio and a chemist specialised in protein/saccharide coupling
recognising the problem posed by intramolecular reaction of the saccharide and/or
the protein) would consider the time of addition of the carbodiimide as one possible
alteration to the long time known method in the art for improving the intermolecular
coupling. Moreover, this team would predict with high certainty that the result of this
difference will demonstrate to have higher intermolecular coupling.

In order to illustrate the general knowledge of the chemist skilled person, D4 (column
12, examples 4-1) and D5 (column 15, example C) both disclose the dropwise
addition of a reagent in a solution when one of the moieties carries the two groups
therefore limiting the risk of cross-reaction (the teaching of these documents is not

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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intended to be combined with D1 but serves the purpose of illustrating the knowledge
of the skilled person in charge of reacting a saccharide with a protein carrier in which
one or both of the entities carry simultaneously an amino and carboxyl group not
intended to cross-react).

Therefore, in spite of the prior art adding the carbodiimide at once in the reaction
mixture for preparing a protein-saccharide conjugate since many years, and in spite
of the skilled person knowing that several parameters regulate the TT/PS ratio, the
skilled person would, with high expectation of success act on the time of addition of
the carbodiimide in order to increase the intermolecular reaction and thus increasing
the immunogenicity of the conjugate. Thus, the solution provided by the present claim
1 does not involve an inventive merit.

The dependent claims 2-43 of the present application do not introduce any feature
susceptible of an inventive merit because they are either disclosed in D1 or part of
the general knowledge of the skilled person and thus are considered as standard
deviation in the art.

It is concluded that, claims 1-43 of the present application do not fulfil the
requirements of Article 33(3) PCT.

5. Industrial applicability (Article 33(4) PCT):

Due to the nature of the claims, an industrial applicability of the invention is obvious
and claims 1-46 of the present application are considered to fulfil the requirements
of Article 33(4) PCT.

For the assessment of the present claims 47-48 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims
to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

6. The dependency of claims 45-47 appear to be incorrect and seem to result from
an obvious forgetting (Article 6 PCT).

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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CLMSPAMD PCT/EP 2006/006 270:

A method of making an immunogenic composition comprising cenjugating a
saccharide ta a protein carrier using carbodiimide condensation chemistry,
wherein the saccharide comprises (for instance as part of its repeating unit),
or has been derivatised to comprise, amino and/or carboxyl groups, and
wherein the protein carrier comprises, or has been dernvatised to comprise,
amino and/or carboxyl groups, comprising the steps of:

1) - if the protein carrier comprises both amino and carboxyl groups

and the saccharide comprises either amino or carboxyl groups:

a) mixing the saccharide and aliquot of carbodiimide required to

perform the conjugation, and

b) adding the aliquot of protein carrier required aver a period of 35

seconds to 6 hours;

I) - if the saccharide comprises both amino and carboxyl groups and

the protein carrier comprises either amino or carboxyl groups:

a) mixing the protein carrier and aliquot of carbodiimide required to

perform the conjugation, and

b) adding the aliquot of saccharide required over a period of 35

seconds to 6 hours;

Il - if the saccharide comprises both amino and carboxyl groups and

the protein carrier comprises both arnino and carboxyl groups:

a) mixing the protein carrier and saccharide, and

b) adding the aliquot of carbodiimide required to perform the

conjugation over a period of 35 seconds to 6 hours.

The method of claim 1, wherein in step b) the period is 50 seconds to S
hours, 1 minute to 4 hours, 2 minutes to 3 hours, 3 minutes to 2 hours, 4 to
60 minutes, 5 to 50 minutes, 6 to 40 minutes, 7 to 30 minutes or 8 to 20
minutes,

The method of claim 1, wherein in step b) the period is 1 minute to S hours,
10 minutes to 4 hours, 20 minutes to 3 hours, 30 minutes to 2 hours, 40 to
90 minutes, or 50 to 70 minutes.

The method of claims 1-3, wherein the carbodiimide is EDAC (1-ethyl-3-(3-
dimethyl-aminopropyl) carbodiimide) or a carbodiimide other than EDAC.

The method of claims 1-4, wherein the aliquot of carbodiimide required to
perform the conjugation is 0.01 to 3, 0.05 to 2 or 0.09 to 1 mg/mg
saccharide.

The methad of claims 1-5, wherein the saccharide and/or protein carrier has
been derivatised to comprise amino or carboxyl groups.

Re: 1-ved at the EPO on Sep 19, 2007 12:03:54. P: AMENDED SHEET
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The method of claims 1-42, wherein the protein carrier is selected from the
group consisting of: TT, DT, CRM197, fragment C of TT, protein D- of H.
influenzae, pneumococcal PhtD, and pneumococcal Pneumolysin.

An immunogenic cornposition or vaccine obtainable by the method of
claims 1-43.

Use of the immunogenic composition or vaccine of claim 45 in the
manufacture of a medicament for the prevention or treatment of disease.

Method of preventing or treating disease comprising the step of
administering an effective dose of the immunogenic composition or vaccine
of claim 45 to a patient in need thereof.

The use or method of claim 46 or 47, wherein the disease is caused by a
bacterium selected from a list consisting of: N. meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, M. catarrhalis, Group B Streptococcus, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, E. coli, and H. influenzae.

Re 2ived at the EPO on Sep 19, 2007 12:03:54. P: AMENDED SHEET

19-09-2007
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PROCESO PARA FABRICAR VACUNAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente solicitud describe un método mejorado para
realizar reacciones de conjugacién de sacarido-proteina usando
quimica de condensacion por carbodiimida. Dependiendo de la
naturaleza del sacarido o portador proteina involucrado, la calidad
del conjugado puede mejorarse afiadiendo lentamente a la mezcla de
reaccion uno de los componentes de la reaccion. También se
proporciona composiciones inmunogénicas que contienen |os
conjugados de sacarido-proteina elaborados mediante los métodos

descritos.
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PROCESO PARA FABRICAR VACUNAS

La presente invenciéon se refiere a métodos mejorados para
realizar reacciones de condensacién por carbodiimida. En particular,
se refiere a la conjugacion de sacaridos y proteinas usando
condensacion por carbodiimida. También se refiere a composiciones
inmunogénicas que se pueden elaborar para que contengan el
conjugado sacarido-proteinas de la invencidn.

El uso de polisacaridos capsulares bacterianos ha sido
aplicado ampliamente en inmunologia durante muchos afos para la
prevencion de enfermedades bacterianas. Un problema con este uso,
sin embargo, es la naturaleza independiente de T de la respuesta
inmunitaria. Estos antigenos por lo tanto son poco inmundgenos en
los ninos pequefos. Este problema ha sido superado conjugando los
antigenos polisacaridos con un portador proteina (una fuente de
epitopos T auxiliares) los cuales se pueden usar entonces para
producir una respuesta inmunitaria dependiente de T, aun en el
primer afio de vida.

En la materia se conocen diversas técnicas de conjugacién. los
conjugados se pueden preparar mediante métodos de aminacion
reductiva directa segun se describe en US 4365170 (Jennings) y US
4673574 (Anderson). Otros métodos se describen en EP-0-161-188,
EP-208375 y EP-0-477508. El método de conjugacion
alternativamente se puede apoyar en activacién de grupos hidroxilo

del sacarido con tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino piridinio
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(CDAP) para formar un éster cianato. El sacarido activado puede ser
acoplado de esta forma directamente o por medio de un grupo
separador (enlazante) a un grupo amino en la proteina portadora.
Por ejemplo, el éster cianato puede ser acoplado con hexano
diamina o dihidrazida de acido adipico (ADH o AH) y el sacéarido
derivado de amino se conjuga con la proteina portadora usando
usando quimica con carbodiimida (por ejemplo EDAC o EDC) por
medio de un grupo carboxilo en el portador proteina. Estos
conjugados estan descritos en la solicitud del TCP publicada WO
93/15760 Uniformed Services University y WO 95/08348 y WO
96/29094. Véase también Chu C. et al. Infect. Immunity, 1983 245
256.

En general los siguientes tipos de grupos quimicos en un
portador proteina se pueden usar para acoplamiento / conjugacién:

A) Carboxilo (por ejemplo por medio de acido aspartico o acido
glutamico) el cual puede estar conjugado con grupos amino naturales
o derivados en porciones sacarido usando quimica con carbodiimida,

B) Grupo amino (por ejemplo por medio de lisina) el cual puede
estar conjugado con grupos carboxilo naturales o derivados en
porciones sacarido usando quimica con carbodiimida;

C) Sulfhidrilo (por ejemplo por medio de cisteina);

D) Grupo hidroxilo (por ejemplo por medio de tirosina);

E) Grupo imidazolilo (por ejemplo por medio de histidina);

F) Grupo guanidilo (por ejemplo por medio de arginina); y

G) Grupo indolilo (por ejemplo por medio de triptéfano).

Ay
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En un sacarido, en general los siguientes grupos se pueden
usar para un acoplamiento: OH, COOH o NH2. Los grupos aldehido
se pueden generar después de diferentes tratamientos conocidos en
la técnica tales como: periodato, hidrélisis acida, perdxido de
hidrégeno, etc.

Enfoques para acoplamiento directo:

Sacarido-OH + CNBr o CDAP ----> éster cianato + NH2-Prot -->
conjugado

Sacarido-aldehido + NH2-Prot ----> base Schiff + NaCNBH3--->
conjugado

Sacarido-COOH + NH2-Prot + EDAC ----> conjugado

Sacarido-NH2 + COOH-Prot + EDAC ----> conjugado

Enfoques para acoplamiento indirecto por medio de separador

(enlazante):

Sacarido-OH + CNBr o CDAP ----> éster cianato + NH2 ---- NH2
----> sacarido ---- NH2 + COOH-Prot + EDAC ----> conjugado

Sacarido-OH + CNBr o CDAP ----> éster cianato + NH2 ---- SH
----> sacéarido ---- SH + SH-Prot (proteina natural con una cisteina
expuesta u obtenida después de modificacion de grupos amino de la
proteina mediante SPDP por ejemplo) ----> sacarido-S-S-Prot

Sacarido-OH + CNBr o CDAP ----> éster cianato + NH2 ---- SH
----> sacarido ---- SH + maleimida-Prot (modificacion de grupos
amino) ----> conjugado

Sacarido-COOH + EDAC + NH2 ---- NH2 ----> sacarido NH2 +

EDAC + COOH- Prot ----> conjugado
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Sacarido-COOH + EDAC+ NH2 ---- SH ----> sacarido ---- SH +
SH-Prot (proteina natural con una cisteina expuesta u obtenida
después de modificacién de grupos amino de la proteina mediante
SPDP por ejemplo) > sacarido-S-S-Prot

Sacarido-COOH + EDAC+ NH2 ---- SH ----> sacéarido ---- SH +
maleimida-Prot (modificaciéon de grupos amino) ----> conjugado

Sacarido-Aldehido + NH2 ---- NH2 ----> sacarido— NH2 +
EDAC + COOH-Prot ----> conjugado

Como se puede observar la quimica conAcarbodiimida (por
ejemplo usando EDAC) es muy conveniente para reacciones de
conjugacion dado que hace uso de grupos en el sacarido y/o proteina
que pueden estar presentes de manera natural o pueden ser
insertados facilmente por derivacién. También enlaza
convenientemente las fracciones mediante un enlace péptido.

Las carbodiimidas (RN=C=NR’) son compuestos insaturados
con una estructura aleno (Nakajima y lkada 1995 Bioconjugate Chem.
6:123-130; Hoare y Koshland 1967 JBC 242:2447-2453). La quimica
es relativamente inestable en su pH (4.5-6.5) de reaccioén, y en
consecuencia en la técnica se tiende a afadir juntos todos los
componentes de la reaccion de conjugacion
sacarido/proteina/carbodiimida.

Los inventores de la presente han encontrado que dependiendo
de la naturaleza del sacarido y proteina que van a ser conjugados,
se puede lograr mejores caracteristicas del conjugado final para uso

en la vacuna afadiendo cierto componente de la reaccion lentamente

-
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a la mezcla. Haciéndolo de esta forma se puede obtener uno o mas
beneficios o mejoras, tales como: rendimiento de sacarido en el
conjugado, capacidad del conjugado de ser filtrado de manera
estéril, mejor control de la conjugacion, reproducibilidad mas facil,
y/o prevenciéon de enlaces cruzados entre porciones.

De acuerdo con esto, en una modalidad se proporciona un
método para conjugar un sacarido con un portador proteina usando
quimica de condensacién por carbodiimida, en donde el sacarido
contiene (por ejemplo como parte de su unidad de repeticién), o ha
sido derivado para que contenga, grupos grupos amino y/o grupos
carboxilo, y en donde el portador proteina contiene, o ha sido
derivado para que contenga, grupos grupos amino Yy/o grupos
carboxilo, el método comprende los pasos de:

l) - si el portador proteina contiene tanto grupos amino como
grupos carboxilo y el sacarido contiene ya sea grupos amino o
grupos carboxilo:

a) mezclar el sacarido y la alicuota de carbodiimida requerida
para realizar la conjugacién, y

b) afadir la alicuota de portador proteina requerida durante un
periodo de 35 segundos hasta 6 horas;

Il) - si el sacarido contiene tanto grupos amino como grupos
carboxilo y el portador proteina contiene ya sea grupos amino o
grupos carboxilo:

a) mezclar el portador proteina y la alicuota de carbodiimida

requerida para realizar la conjugacion, y

48
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b) afiadir la alicuota de sacarido requerida durante un periodo
de 35 segundos hasta 6 horas;

I11) - si el sacarido contiene tanto grupos amino como grupos
carboxilo y el portador proteina contiene tanto grupos amino como
grupos carboxilo:

a) mezclar el portador proteina y sacarido, y

b) anadir la alicuota de carbodiimida requerida para realizar la
conjugacion durante un periodo de 35 segundos hasta 6 horas.

Descripcion detallada de la invencidn

Se puede usar cualquier carbodiimida apropiada siempre que
sea capaz de conjugar sacaridos y proteinas en un medio acuoso. En
una modalidad la carbodiimida puede ser EDAC (1-etil-3-(3-dimetil-
aminopropil) carbodiimida) [también conocida como EDC] o puede
ser una carbodiimida distinta de EDAC.

El término "sacarido" en esta especificacion puede indicar
polisacarido o oligosacarido e incluye a ambos. Puede indicar
lipopolisacarido (LPS) o lipooliogosacarido (LOS). Antes de su uso,
los polisacaridos (tales como polisacaridos bacterianos) pueden ser
aislados de una cepa fuente (por ejemplo de bacterias) o aislados de
la cepa fuente y ajustados en tamafo en algun grado mediante
métodos conocidos (véase por ejemplo EP497524 y EP497525;
Shousun Chen Szu et al. - Carbohydrate Research Vol 152 p7-20
(1986)) por ejemplo por microfluidizacion. Los polisacaridos se
pueden ajustar en tamaiio con el fin de reducir la viscosidad en

muestras de polisacarido y/o mejorar la capacidad de ser filtrados de
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los productos conjugados. Los oligosacaridos tienen una baja
cantidad de unidades de repeticion (comunmente 5-30 unidades de
repeticion) y comiunmente son polisacaridos hidrolizados.

El término "portador proteina" pretende cubrir tanto péptidos
pequefios como polipéptidos grandes (>10 kDa). Claramente es mas
probable que los polipéptidos grandes contengan tanto grupos amino
como grupos carboxilo reactivos sin ninguna modificacion.

Para los propoésitos de la invencion, "polisacarido natural” se
refiere a un sacarido que no ha sido sometido a un proceso, cuyo
proposito es reducir el tamafio del sacarido. Un polisacarido puede
reduciArse de tamano ligeramente durante procedimientos normales
de purificacion. Este tipo de sacarido es natural todavia. Solamente
si el polisacarido ha sido sometido a técnicas de ajuste de tamarfo el
polisacarido podria no ser considerado natural.

Para los propositos de la invencidn, "ajustado en tamano en un
factor de hasta x2" significa que el sacarido estad sometido a un
proceso para reducir el tamafio del sacarido pero que conserva un
tamafno de mas de la mitad del tamafo del polisacarido natural. X3,
x4 etc. se deben interpretar de la misma forma, es decir, el sacarido
esta sometido a un proceso para reducir el tamafo del polisacarido
pero conserva un tamano de mas de la mitad del tamafio del
polisacarido natural.

El periodo de tiempo de 35 segundos a 6 horas en el paso b)
del método para la adicion de la alicuota completa del componente

final puede ser 50 segundos hasta 5 horas, 1 minuto hasta 4 horas, 2

00
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minutos hasta 3 horas, 3 minutos hasta 2 horas, 4 hasta 60 minutos,
5 hasta 50 minutos, 6 hasta 40 minutos, 7 hasta 30 minutos o 8 hasta
20 minutos. Puede ser 1 minuto hasta 5 horas, 10 minutos hasta 4
horas, 20 minutos hasta 3 horas, 30 minutos hasta 2 horas, 40 hasta
90 minutos, o 50 hasta 70 minutos. Este tiempo se puede ajustar de
acuerdo con el sacarido y la proteina precisos que van a ser
conjugados.

En una modalidad, la alicuota del componente final (por
ejemplo of carbodiimida, sacarido o proteina) se le afiade a la
mezcla de la reaccion a una velocidad constante durante el periodo
de tiempo (esto se logra convenientemente usando una bomba que
funciona a una velocidad constante). Alternativamente se puede
afadir en etapas durante el periodo de tiempo. Si bien esto se puede
hacer en muchas formas, en general se debe anadir partes de la
alicuota durante el periodo. Por ejemplo al menos un cuarto de la
alicuota se puede afadir durante la primera mitad del periodo, al
menos un cuarto de la alicuota durante la segunda mitad del periodo.
La cantidad total de la alicuota 'a' medida, por ejemplo, en mL o mg
se puede afadir en 4-100 etapas ('s') durante el periodo. En una
modalidad las etapas se programan de tal forma que se introduzca
una cantidad igual (a/s) en todas las etapas. En una modalidad, las
etapas estan separadas uniformemente durante el periodo 'p' (en
segundos). De esta forma, si una etapa tiene lugar en el momento
cero del periodo 'p', entonces cada etapa subsiguiente podria tener

lugar en un momento que es p/(s-1 ). El volumen de la alicuota del
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componente final afiadido en el paso b) puede ser ajustado en
téerminos de facilidad de adicién de la alicuota a la reaccion dentro
del periodo de tiempo deseado. La carbodiimida puede ser afadida
como una solucién acuosa (comunmente comunmente amortiguada a
un pH de 7.5 antes de ser afadida a la reacciéon) o como polvo sdélido
(EDAC por ejemplo es altamente soluble en medios acuosos). Por
supuesto, si la carbodiimida es el ultimo componente afiadido a la
reaccion (situacion Il paso b)), se puede usar una carbodiimida de
disoluciéon lenta de tal forma que la alicuota completa de polvo sea
afiadida a la reaccion de una sola vez, pero que se disuelva a una
velocidad consistente con el periodo deseado durante el cual se va a
hacér disponible la alicuota para la reaccion.

Si la proteina y/o sacarido no tiene grupos amino o carboxilo (0
solamente tiene uno de ellos), puede ser derivado(a) para
proporcionarle uno (o para proporcionarle el otro que aun no tiene).
Por ejemplo para un sacarido que solamente contiene grupos
hidroxilo reactivos (por ejemplo sacarido capsular meningocoéccico
del serogrupo A), este grupo se debe utilizar para la derivacion de
grupos amino o carboxilo de tal forma que se pueda lievar a cabo la
condensacién de EDAC.

Esta puede tener lugar dentro de una sub unidad de repeticion,
o puede ser un grupo que solamente estd presente al final de la
molécula de sacarido.

Se debe tener en cuenta que cuando tiene lugar la derivacion,

ésto puede ser Dbeneficioso para derivar la fraccion sélo
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parcialmente. Para los sacaridos con subunidades de repeticion, el
epitopo objetivo puede estar presente en cada repeticion. En
consecuencia si tiene lugar la derivaciéon parcial (por esto se quiere
decir que 0.5-20, 1-15, 3-12, o 5-10% del grupo reactivo deseado es
derivado realmente) esto puede tener el beneficio de conservar la
mayoria de los epitopos, y de evitar que haya demasiado
entrecruzamiento.

Si un sacarido o proteina ya tiene grupos amino o carboxilo
solamente (por ejemplo sacarido Vi de Salmonella typhi el cual de
manera natural tiene grupos carboxilo pero no grupos amino), la
derivacion puede tener lugar para proporcionarle el otro tipo de
grupo (es decir grupos amino para Vi). Se debe tener en cuenta, sin
embargo, que como la derivacion puede ser parcial, esta accion
puede cambiar la reacciéon preferida de la invencion de tipo | a tipo
Ill. Por ejemplo si sacarido Vi se conjuga con un portador proteina
tanto grupos amino como grupos carboxilo, la situacién | afade la
alicuota de proteina lentamente en el paso b). Si el grupo carboxilo
sacarido Vi es derivado parcialmente con grupos amino éste tendra
tanto grupos carboxilo como grupos amino, por ello, en la situacion
Il anadir la alicuota de carbodiimida lentamente en el paso b) se
hace mas relevante.

La derivaciéon puede ocurrir mediante la adicién de un
enlazante hetero- u homo-bifuncional. Esta puede tener lugar con
quimica similar a la descrita arriba para el paso de»conjugaci()n de

sacarido-proteina (por ejemplo CDAP o quimica con carbodiimida). El

50
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enlazante puede tener entre 4 y 20, 4 y 12, o 5 y 10 atomos de
carbono. Puede tener dos grupos amino reactivos, dos grupos
carboxilo reactivos, o uno de cada uno (por ejemplo hexano diamina,
acido 6-aminocaproico, o dihidrazida de acido adipico). Comunmente
la derivacion tiene lugar haciendo reaccionar un gran exceso del
enlazante con el sacarido y/o portador proteina que va a ser
derivado. Esto permite que la derivacién tenga lugar con minimo
grado de entrecruzamiento entre fracciones (lo que si no, seria
posible si por ejemplo a carboxilo grupo en un sacarido estuviera
siendo derivado con grupos amino usando condensacion por
carbodiimida). El enlazante en exceso se puede eliminar facilmente
usando técnicas tales como diafiltracion.

En una modalidad, el sacarido comprende un grupo hidroxilo
reactivo como parte de su unidad de repeticiéon la cual es derivada
parcialmente por medio de un grupo amino en el enlazante (por
ejemplo con quimica CDAP). En otra modalidad el sacarido incluye
un grupo amino reactivo como parte de su unidad de repeticion, la
cual es derivada parcialmente por medio de un grupo carboxilo en el
enlazante (por ejemplo con quimica con carbodiimida). En una
modalidad adicional el sacéarido incluye un grupo carboxilo reactivo
como parte de su unidad de repeticién, el cual es derivado
parcialmente por medio de un grupo amino en el enlazante (por
ejemplo con quimica con carbodiimida).

La alicuota de carbodiimida requerida para realizar |la

conjugacion (si esta presente en el paso a) o b) de la reaccion de la
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invencion) es desde 0.01 hasta 3, desde 0.05 hasta 2, o desde 0.09
hasta 1 mg de carbodiimida/mg de sacarido. Si bien estos numeros
se calculan con respecto a la EDAC que es la carbodiimida, estas
cifras pueden ser ajustadas si se usa cualquier otra carbodiimida,
multiplicando las cantidades en el rango por: (peso molecular de la
otra carbodiimida)/(peso molecular de EDAC).

En general, el sacarido puede estar presente en los métodos
de la invencién en una concentracién final de 0.5-50 mg/ml en el
paso b). Esto dependera del tamafo y naturaleza del sacarido, y de
la extension de cualquier derivacion. Por ejemplo, para los
oligosacaridos se requerira una concentracion mayor, pero para
polisacaridos grandes serd mucho mas apropiada una concentracion
menor. Si esta hacia el extremo alto de derivados parcialmente con
grupos amino o carboxilo, puede ser apropiada una concentracion
menor para reducir la posibilidad de cualquier entrecruzamiento. El
portador proteina puede estar presente en una concentracién final de
1-50 mg/ml en el paso b).

La proporcion inicial de portador proteina con respecto a
sacarido en los métodos de la invencién puede ser desde 5:1 hasta
1:5, 4:1 hasta 1:1, o 3:1 hasta 2:1 (p/p). De nuevo, esto dependera
del tamafo y naturaleza del sacarido, y de la extension de cualquier
derivacion.

Las condiciones de sal (por ejemplo NaCl) también pueden
variarse de acuerdo con la naturaleza del sacarido/proteina.

Usualmente alrededor de NaCl 0.2 M puede estar presente en el
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paso b) de los métodos de la invencién, pero puede ser 0-2, 0.1-1 o
0.2-0.5 M.

En términos de pH en el paso b) de los métodos de la
invencion, el pH de la reaccion puede ser cualquier pH en el cual la
carbodiimida se active - por ejemplo pH 4.5-6.5, 4.7-6.0, o 5-5.5.
Este pH comunmente se mantiene en toda la reaccion mediante la
adicion de acido/base seglun se requiera. La EDAC usualmente es
estable con un pH de 7.5, pese a que si se requiere hacer la
conjugacion también pueden estar presentes compuestos que se
sabe que mantienen la reacciéon intermedia estable (tales como N-
hidroxisuccinimida) en la reaccion, en el paso b), en cuyo caso el pH
de la reaccién en el paso b) puede ser mantenido en un pH de 4.5-
7.5.

La temperatura de la reaccién durante paso b) de los métodos
de la invencién puede ser 4-37, 10- 32, 17-30, o 22-27 °C, y y
comunmente se mantiene en el transcurso de la reaccion.

En los métodos de la invencion, una vez que la alicuota
completa ha sido afiadida en el paso b) la reaccion comunmente se
mantiene durante 10 minutos adicionales hasta 72 horas, 20 minutos
hasta 48 horas, 30 minutos hasta 24 horas, 40 minutos hasta 12
horas, 50 minutos hasta 6 horas, o 1-3 horas. Una vez que esta
terminada la reaccion, el pH es ajustado a 7.5-9 (hacia el extremo
mas alto de éste si esta presente N-hidroxisuccinimida) para
regresar hacia el rango de pH estable de la carbodiimida.

Una vez conjugado, el conjugado sacarido-proteina puede ser
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purificado a partir de: componentes que no reaccionaron, sacarido
libre, etc. inyectandolo en una columna para cromatografia para
exclusiéon por tamano (por ejemplo Sephacryl S400HR, Pharmacia).
Comunmente, esto se lleva a cabo a 2-8 °C. El conjugado puede ser
esterilizado por filtracién y luego aimacenado. Finalmente, se puede
formular una dosis efectiva (por ejemplo 1-20, 2-15, o 3-10 ug
sacarido /dosis) del conjugado sacarido-proteina con un excipiente
aceptable farmacéuticamente (por ejemplo una sal o adyuvante) para
fabricar una composicién inmunogénica o vacuna.

En términos de los sacaridos de la invencion, cualquier
sacarido de fuente viral, fiungica, bacteriana o eucari6tica puede ser
conjugado usando los métodos de la invencién. Este puede ser el
sacarido Vi de Salmonella typhi, o un sacarido distinto de Vi. Puede
ser el sacarido capsular Hib de H. influenzae tipo b, o puede ser un
sacarido distinto de Hib. En una modalidad el sacéarido es un
sacarido capsular bacteriano, por ejemplo derivado de una bacteria
seleccionada de una lista que consiste en: N. meningitidis serogrupo
A (MenA), B (MenB), C (MenC), W135 (MenW) o Y (MenY),
Streptococcus pneumoniae serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F o 33F,
Streptococcus Grupo B grupo la, Ib, I, IIl, IV, V, Vi, o VII,
Staphylococcus aureus tipo 5, Staphylococcus aureus tipo 8,
Salmonella typhi (sacarido Vi), Vibrio cholerae, o H. influenzae tipo
b.

El peso molecular promedio en peso del sacarido puede ser
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1000-2000000, 5000-1000000, 10000-500000, 50000-400000, 75000-
300000, o 100000-200000. ElI peso molecular o peso molecular
promedio de un sacarido aqui se refiere peso molecular promedio en
peso (PM) del sacarido medido antes de la conjugacion y medido por
MALLS. La técnica MALLS es bien conocida en la materia, y
cominmente se lleva a cabo segun se describe en ejemplo 2. Para el
analisis MALLS de sacaridos, se puede wusar dos columnas
(TSKG6000 y 5000PWx!) en combinaciéon, y los sacaridos se eluyen
en agua. Los sacaridos se detectan usando un detector de dispersion
de luz (por ejemplo Wyatt Dawn DSP equipado con un laser de argon
de 10 PM a 488nm) y un refractémetro inferométrico (por ejemplo
Wyatt Otilab DSP equipado con una celda P100 y un filtro rojo a
498nm). En una modalidad, la polidispersidad del sacarido es de 1-
1.5, 1-1.3, 1-1.2, 1- 1.1 0 1-1.05 y después de conjugacion con una
proteina portadora, la polidispersidad del conjugado es de 1.0-2.5,
1.0-2.0. 1.0-1.5, 1.0-1.2, 1.5-2.5, 1.7-2.2 o 1.5-2.0. Todas las
mediciones de polidispersidad son por MALLS.

El sacarido puede un polisacarido natural o puede haber sido
ajustado en tamano mediante un factor de no mas de 2, 4, 6, 8, 10 o
20 veces (por ejemplo mediante microfluidizacién [por ejemplo
mediante un aparato Emulsiflex C-50] u otra técnica conocida [por
ejemplo métodos con calor, quimicos, por oxidacién, o por
sonicacidon]). Los oligosacaridos pueden haber sido ajustado en
tamafo de manera sustancialmente adicional [por ejemplo mediante

métodos conocidos con calor, quimicos o por oxidacion].

5B
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la mayoria de estos

sacaridos son

conocidas (y en consecuencia si de manera natural tienen grupos

amino o carboxilo para quimica con carbodiimida, o cualquier otro

grupo reactivo que puede ser derivado con grupos amino o carboxilo

5 (véase la tabla siguiente).
Grupo COOH Otro grupo
Grupo NH2 natural
natural reactivo
S. aureus
PS5 No Si OH
10: PS8 No Si OH
|
l
N. meningitidis
MenA No No OH
! MenC No Si OH
q
15 MenW135 No Si OH
MenY No Si OH
No (puede ser
OH / N-
MenB generado si se des- Si
propilo
N-acetila)
20
Streptococcus
Gp. B
la, Ib No Si OH
|
| i No Si OH
25‘
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{1 No Si OH
\Y] No Si OH
\% No Si OH
. Vi No Si OH
5 Vi No Si OH
S. typhi
Vi No Si No
10 S. pneumoniae
PS1 Si Si OH
PS3,4,5,8,9, 12F No Si OH
|
{ Vibrio cholerae
|
15 Sacarido capsular Si No OH
H. influenzae B Hib No No OH
LOS
20 . - -
Nmen/Mcat/Hi Sien PEA Si en KDO OH

El sacarido puede ser un lipooligosacarido o lipopolisacarido
bacteriano (véase la tabla anterior), por ejemplo derivado de una

25 bacteria seleccionada de una lista que consiste en: N. meningitidis,
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H. influenzae, E. coli, Salmonella o M. catarrhalis. El LOS puede ser
meningococcico del immunotipo L2, L3 o L10. Puede estar
destoxificado mediante tratamiento alcalino de su fraccion lipida A.
En una modalidad, el sacarido capsular MenA, esta al menos
parcialmente O-acetilado de tal forma que al menos 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95% o 98% de las unidades de repeticion estén O-
acetiladas en al menos una posicion. O-acetilacion por ejemplo esta
presente en al menos la posicién 0-3 de al menos 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95% o 98% de las unidades de repeticion. En una
modalidad, el sacarido capsular MenC, esta al menos parcialmente
O-acetilado de tal forma que al menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95% o 98% de las unidades de repeticion NeuNAc (a2
- 9)-ligadas, estan O-acetiladas en al menos una o dos posiciones.
La O-acetilaciéon por ejemplo esta presente en la posiciéon O-7 y/u O-
8 de al menos 30%. 40%; 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de
las unidades de repeticion. En una modalidad, el sacarido capsular
MenW, esta al menos parcialmente O-acetilado de tal forma que al
menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de las
unidades de repeticion estan O-acetiladas en al menos una o dos
posiciones. La O-acetilacién por ejemplo esta presente en la posicion
O-7 y/u 0-9 de al menos 30%. 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%
0 98% de las unidades de repeticion. En una modalidad, el sacarido
capsular MenY, esta al menos parcialmente O-acetilado de tal forma
que al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o

98% de las unidades de repeticion estan O-acetiladas en al menos
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una o dos posiciones. La O-acetilacion esta presente en la posicion 7
y/o 9 de al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%
o0 98% de las unidades de repeticién. El porcentaje de O-acetilacidn
se refiere al porcentaje de las unidades de repeticion que contienen
O-acetilacién. Este puede ser medido en el sacarido antes de ser
conjugado y/o después de la conjugacion.

El portador proteina puede ser cualquier péptido o proteina.
Este puede contener uno o mas epitopos T auxiliares. En una
modalidad de la invencién, el portador proteina se selecciona del
grupo que consiste en: TT, DT, CRM197, fragmento C de TT,
proteina D de H. influenzae, PhtD neumocéccica, y neumolisina
neumococcica. La proteina portadora puede ser toxoide tetanico
(TT), toxoide tetanico fragmento C, mutantes no toxicos de toxina
tetanica [notese que todas estas variantes de TT se consideran del
mismo tipo de proteina portadora para los propoésitos de esta
invencién], toxoide diftérico (DT), CRM197, otros mutantes no
toxicos de toxina diftérica [tales como CRM176, CRM 197, CRM228,
CRM 45 (Uchida et al. J. Biol. Chem. 218; 3838-3844, 1973); CRM 9,
CRM 45, CRM102, CRM 103 y CRM107 y otras mutaciones descritas
por Nicholls y Youle en Genetically Engineered Toxins, Ed: Frankel,
Maecel Dekker Inc, 1992; delecién o mutacion de Glu-148 en Asp,
GlIn o Ser y/o Ala 158 en Gly y otras mutaciones que se describen en
US 4709017 o US 4950740; mutacién de al menos uno o mas
residuos de Lys 516, Lys 526, Phe 530 y/o Lys 534 y otras

mutaciones que se describen en US 5917017 o US 6455673, o

A
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fragmento que se describen en US 584371 1] (notese que todas
estas variantes de DT se considera que son del mismo tipo de
proteina portadora para los propésitos de esta invencion),
neumolisina neumocdccica (Kuo et al (1995) Infect Immun 63; 2706-
13), OMPC (proteina meningococcica de membrana exterior -
usualmente extraida de N. meningitidis serogrupo B - EP0372501),
péptidos sintéticos (EP0378881, EP0427347), proteinas de choque
por calor (WO 93/17712, WO 94/03208), proteinas de tosferina (WO
98/58668, EP0471177), citocinas, linfocinas, factores de crecimiento
u hormonas (WO 91/01146), proteinas artificiales que contienen
multiples epitopos de células T CD4+ humanas de diversos
antigenos derivados de patdégenos (Falugi et al (2001 ) Eur J
Immunol 31 ; 3816-3824) tales como proteina N19 (Baraldoi et al
(2004) Infect Immun 72; 4884-7) proteina superficial neumocoéccica
PspA (WO 02/091998), proteinas de absorcion de hierro (WO
01/72337), toxina A o B de C. difficile (WO 00/61761 ), Proteina D de
H. influenzae (EP594610 y WO 00/56360), PhtA neumocdéccica (WO
98/18930, también denominada Sp36), PhtD neumocdccica (que se
describe en WO 00/37105, y también se denomina SpO36D), PhtB
neumocoéccica (que se describe en WO 00/37105, y también se
denomina Sp0O36B), o PhtE (que se describe en WO00/30299 y se
denomina BVH-3).

En un aspecto adicional de la invencién se proporciona
conjugado de sacarido-portador proteina (o una composicion

inmunogénica o vacuna) obtenible u obtenida mediante el método de

63



10

15

20

25

21

la invencion.

Un uso de la composicién inmunogénica o vacuna de la
invencion en la fabricacion de un medicamento para la prevencién o
tratamiento de una enfermedad, y también se proporciona un método
para prevenir o tratar una enfermedad que comprende el paso de
administrar una dosis efectiva de la composiciéon inmunogénica o
vacuna de la invencién a un paciente que necesita de ello. El uso o
método puede ser tal que la enfermedad es causada por una bacteria
seleccionada de wuna lista que consiste en: N. meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, M. catarrhalis, Streptococcus Grupo B,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, E. coli, y
H. influenzae.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion también
pueden incluir una vacuna DTPa o DTPw (por ejemplo una que
contiene DT, TT, y ya sea una vacuna de célula entera de tosferina
(Pw) o una vacuna acelular de tosferina (Pa) (que contiene por
ejemplo toxoide de tosferina, FHA, pertactina, y, opcionalmente
aglutinébgenos 2 y 3). Estas combinaciones también pueden incluir
una vacuna contra hepatitis B (por ejemplo puede contener antigeno
superficial de hepatitis B [HepB], opcionalmente adsorbido en fosfato
de aluminio). En una modalidad la composiciéon inmunogénica de la
invencion contiene Hib, conjugados de sacarido MenA y MenC, o
conjugados de sacarido Hib y MenC, o conjugados de sacarido Hib,
MenC y MenY, o conjugados de sacarido MenA, MenC, MenW vy

MenY, en donde al menos uno, dos, o todos los conjugados de
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sacarido se elaboran de acuerdo con el método de la invencion.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion
opcionalmente contienen antigenos virales adicionales confiriendo
proteccion contra la enfermedad producida por sarampién y/o
paperas y/o rubeola y/o varicela. Por ejemplo, la composicién
inmunogénica de la invencién contiene antigenos de sarampion,
paperas y rubeola (MMR) o sarampién, paperas, rubeola y varicela
(MMRYV). En una modalidad, estos antigenos virales estan presentes
opcionalmente en el mismo envase que el conjugado o conjugados
meningocoéccicos y/o de sacarido Hib presentes en la composicion.
En una modalidad, estos antigenos virales estan liofilizados.

En una modalidad, la composicién inmunogénica de |la
invencion contiene ademas un antigeno de N. meningitidis serogrupo
B. El antigeno es opcionalmente una preparacién de vesicula de
membrana exterior de N. meningitidis serogrupo B segun se describe
en EP301992, WO 01/09350, WO 04/14417, WO 04/14418 y WO
04/14419.

En general, la composicion inmunogénica de la invencion
puede contener una dosis de cada conjugado sacarido de entre 0.1 y
20 g, 2y 10 ug,2y 6 ugo4y7 ugde sacarido.

"Alrededor de" o "aproximadamente" se definen como valores
dentro de 10% mas o menos de la cifra proporcionada para los
propositos de la invencion.

En una modalidad, la composicidén inmunogénica de la

invencién estd ajustada o amortiguada hasta, o ajustada a un pH de

53
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entre 7.0y 8.0, pH 7.2 y 7.6 0 a un pH de alrededor o exactamente
de 7.4.

La composicién inmunogénica o vacunas de la invencion
opcionalmente estan liofilizadas en la presencia de un agente
estabilizante, por ejemplo un poliol tal como sacarosa o trehalosa.

Opcionalmente, la composiciéon inmunogénica o vacuna de la
invencion contiene una cantidad de un adyuvante suficiente para
mejorar la respuesta inmunitaria al inmundégeno. Los adyuvantes
apropiados incluyen, sin limitarse a ellos, sales de aluminio (fosfato
de aluminio o hidroxido de aluminio), mezclas de escualeno (SAF-1 ),
péptido muramilo, derivados de saponina, preparaciones de pared
celular de micobacteria, lipido A monofosforilo, derivados de acido
micotico, agentes tensoactivos de copolimeros en bloque no idnicos,
Quil A, sub unidad B de la toxina del colera, polifosfaceno y
derivados, y complejos inmunoestimulantes (ISCOM) tales como los
descritos por Takahashi et al. (1990) Nature 344:873-875.

Para las combinaciones de N. meningitidis o HibMen, puede ser
ventajoso no utilizar ningun adyuvante de sal de aluminio o cualquier
adyuvante.

Tal como con todas las composiciones inmunogénicas o
vacunas, las cantidades efectivas inmunolégicamente de Ilos
inmunogenos tienen que ser determinadas empiricamente. Los
factores que debe considerarse incluyen la inmunogenicidad, ya sea
que el inmunégeno esté formando complejos o] unido

covanlentemente a un adyuvante o proteina portadora u otro

7z
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portador, vias de administracién y la cantidad de dosis de
inmunizacién que se van a administrar.

El agente activo puede estar presente en concentraciones
variables en la composicion farmacéutica o vacuna de la invencién.
Comunmente, la concentracion minima de la sustancia es una
cantidad necesaria para obtener su uso pretendido, mientras que la
concentracion maxima es la cantidad maxima que permanecera en
solucién o suspendida homogéneamente dentro de la mezcla inicial.
Por ejemplo, la cantidad minima de un agente terapéutico
opcionalmente es una que proporcionarda una sola dosis efectiva
terapéuticamente. Para las sustancias bioactivas, la concentracion
minima es una cantidad necesaria para bioactividad con la
reconstitucién y la concentracién maxima esta en el punto en el cual
no se puede mantener una suspensién homogénea. En el caso de
unidades de una sola dosis, la cantidad es la de una sola aplicacién
terapéutica. Generalmente, se espera que cada dosis contenga 1-100
ug de antigeno de proteina, opcionalmente 5-50 yg o 5-25 ug. Por
ejemplo, las dosis de sacaridos bacterianos son de 10-20 ug, 5-10
ug, 2.5-5 ug o 1-2.5 yg de sacarido en el conjugado.

Las preparaciones para vacuna de la presente invencion se
pueden usar para proteger o tratar a un mamifero (por ejemplo un
paciente humano) susceptible a infeccion, por medio de administrar
dicha vacuna por via sistémica o por via mucosa. Un paciente
humano opcionalmente es un infante (de menos de 12 meses), un

nino pequefio (12-24, 12-16 o 12-14 meses), un nifo (2-10, 3-8 o 3-5
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afios) un adolescente (12-21, 14-20 o 15-19 ainos) o un adulto. Estas
administraciones pueden incluir inyeccién por medio de las vias
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o por
medio de administracion en las mucosas para lost ractos
oral/alimenticio, respiratorio, genitourinario. La administraciéon
intranasal administration de vacunas para el tratamiento de
pneumonia o de otitis media se prefiere (dado que el transporte
nasofaringeo de los neumococos puede evitarse de manera mas
efectiva, atenuando asi la infecciéon en su etapa mas temprana). Si
bien la vacuna de la invencion puede ser administrada como una sola
dosis, sus componentes también pueden ser coadministrados juntos
al mismo tiempo o en diferentes momentos (por ejemplo si en una
vacuna estan presentes sacaridos, estos podrian ser administrados
por separado, al mismo tiempo o 1-2 semanas después de |la
administracion de una vacuna de proteina bacteriana para la
coordinacién optima de las respuestas inmunitarias con respecto a
cada uno de los otros). Ademas de una sola via de administracién,
se puede usar 2 vias de administracién diferentes. Por ejemplo, se
puede adminsitrar antigenos virales ID (intradérmico), mientras que
las proteinas bacterianas se pueden administrar IM (intramuscular) o
EN (intranasal). Si estan presente sacaridos, se pueden administrar
IM (o ID) y las proteinas bacterianas se pueden administrar EN (o
ID). Ademas, las vacunas de la invencién se pueden administrar IM
para dosis de sensibilizacién y EN para dosis de refuerzo.

La preparacion de vacunas se describe en general en Vaccine
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Design ("The subunit and adjuvant approach” (Ed. Powell M. F. y
Newman M.J.) (1995) Plenum Press New York). La encapsulacién
con liposomas es descrita por Fullerton, patente estadounidense
4,235,877.

Un aspecto adicional de la invencion es un proceso para
elaborar la composiciéon inmunogénica o vacuna de la invencion, que
comprende el paso de mezclar los sacaridos MenA y MenC de la
invencion elaborados mediante el método de la invencién, con MenW
y MenY que no han sido elaborados de acuerdo con la invencion, y
con un excipiente aceptable farmacéuticamente.

Los términos "que comprende”, "incluye" y "contiene" como se
usan aqui, tienen la intenciéon por parte de los inventores, de ser
sustituibles opcionalmente con los términos "consiste en” "esta
constituido por” y "que consiste en", respectivamente, en cada caso.

Todas las referencias o solicitudes de patente citadas dentro
de esta especificacion de patente estan incorporadas aqui mediante
referencia.

La invencion se ilustra en los ejemplos siguientes. Los
ejemplos que siguen se llevan a cabo usando técnicas estandar, las
cuales son bien conocidas, asi como también la rutina para las
personas habiles en la técnica, excepto cuando se describe en
detalle otra cosa. Los ejemplos son ilustrativos, pero no limitan la
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparaciéon de conjugados de polisacarido

A



10

15

20

25

27

Ejemplo 1a - Preparaciéon de conjugado de polisacarido capsular

meningoéccico MenA y MenC de acuerdo con la invencién

Se produjeron conjugados MenC-TT se produjeron usando
polisacaridos naturales (de mas de 150 kDa medido mediante
MALLS) o se microfluidizaron ligeramente. Se produjeron conjugados
MenA-TT usando polisacarido natural o polisacarido ligeramente
microfluidizado de mas de 60 kDa medido mediante el método
MALLS para el ejemplo 2. ElI ajuste de tamano fue por
microfluidizacion usando un aparato homogenizador Emulsiflex C-50.
Los polisacaridos se filtraron entonces a través de un filtro de 0.2
um.

Con el fin de conjugar polisacarido capsular MenA con toxoide
tetanico por medio de un separador, se us6 el método siguiente. El
enlace covalente del polisacarido y el separador (ADH) se lleva a
cabo mediante una quimica de acoplamiento mediante la cual el
polisacarido es activado bajo condiciones controladas por un agente
cianilante, tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino-piridinio
(CDAP). EI separador reacciona con el PS cianilado mediante sus
grupos hidrazino, para formar un enlace isourea estable entre el
separador y el polisacarido.

Se traté 10mg/ml de una solucién de MenA (pH 6.0) [3.5 g] con
100 mg/ml de wuna solucién recién preparada de CDAP en
acetonitrilo/agua (50/50 (v/v)) para obtener una proporcién
CDAP/MenA de 0.75 (p/p). Después de 1.5 minutos, se elevd el pH

hasta un pH de 10.0. Tres minutos después, se anadié ADH para
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obtener una proporcion de ADH/MenA de 8.9. Se disminuyd el pH de
la reaccion hasta 8.75 y la reaccién prosiguié durante 2 horas
manteniendo este pH (manteniendo la temperatura a 25 °C).

La solucion de PSA,.y se concentré hasta un cuarto de su
volumen inicial y luego se diafiltré con 30 volumenes de NaCl 0.2 M
usando una membrana Filtron Omega con un corte de 10 kDa, y se
filtr6 el retenido.

Antes de la reaccién de conjugacién (condensaciéon por
carbodiimida), la solucién TT purificada y la solucion de PSAs4 se
diluyeron hasta alcanzar una concentracion de 10 mg/ml para PSAau
y 10mg/ml para TT.

Se le afnadio6 EDAC (1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)
carbodiimida) a la solucién de PSay (2g de sacarido) con el fin de
alcanzar una proporcion final de 0.9 mg EDAC/mg PSAa.4. Se ajustd

el pH hasta 5.0. Se le afadio toxoide tetanico purificado con una

‘bomba peristaltica (en 60 minutos) hasta alcanzar 2 mg TT/mg

PSAan. La solucién resultante se dejé 60 min a +25°C bajo agitacion
para obtener un tiempo de acoplamiento final de 120 min. Se
neutralizo la solucion mediante la adicién de Tris-HCI 1 M con pH de
7.5 (1/10 del volumen final) y se dejé 30 minutos a +25°C, luego
durante la noche a +2°C hasta +8°C.

El conjugado se clarificé usando un filtro de 10 um y se purificd
usando una columna Sephacryl S400HR (Pharmacia, Suecia). Se
equilibré la columna en 10 mM Tris-HCI (pH 7.0), 0.075 M NaCl y el

conjugado (aprox. 660 mL) se cargd en la columna (+2 °C hasta

H
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+8°C). El grupo para elucion se seleccioné como una funciéon de
densidad é6ptica a 280 nm. La recoleccibn comenz6 cuando la
absorbancia aumenté a 0.05. La recoleccion continué hasta que la
Kd alcanzo 0.30. El conjugado se esterilizé6 por filtracion a +20 °C,
luego se almacen6 a +2 °C hasta +8 °C. El conjugado resultante tuvo
una proporcion polisacarido:proteina de 1:2-1:4 (p/p).

Con el fin de cohjugar el polisacarido capsular MenC con
toxoide tetanico por medio de un separador, se usé el meétodo
siguiente. El enlace covalente del polisacarido y el separador (ADH)
se lleva a cabo mediante una quimica de acoplamiento mediante la
cual el polisacarido es activado bajo condiciones controladas por un
agente cianilante, tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino-
piridinio (CDAP). E! separador reacciona con el PS cianilado
mediante sus grupos hidrazino, para formar un enlace isourea
estable entre el separador y el polisacarido.

Se traté 20mg/ml de una solucién de MenC (pH6.0) (3.5 g) con
100 mg/ml de wuna solucién recién preparada de CDAP en
acetonitrilo/agua (50/50 (v/v)) para obtener una proporcion de
CDAP/MenC de 1.5 (p/p). Después de 1.5 minutos, se elevo el pH
hasta un pH de 10.0. En el pH de activacion se le anadié NaCl 5 M
hasta obtener una concentracion final de NaCl 2 M. Tres minutos
después, se le anadi6 ADH para obtener una proporcién de
ADH/MenC de 8.9. Se disminuy6 el pH de la reaccién hasta 8.75 y la
reacciéon prosiguioé durante 2 horas (mantenida a 25 °C).

La solucion de PSCay se concentré hasta un minimo de 150 mL
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y luego se diafiltro6 con 30 volumenes de NaCl 0.2 M usando una
membrana Filtron Omega con un corte de 10 kDa, y se filtro el
retenido.

Antes de la reaccion de conjugacién, la solucién TT purificada
y la solucion de PSCay (2g en bascula) se diluyeron en NaCl 0.2 M
hasta alcanzar una concentracion de 15 mg/ml para PSCay VY
20mg/ml para TT.

Se le anadid el toxoide tetanico purificado a la solucion de
PSCan con el fin de alcanzar 2 mg de TT/mg PSCa4. Se ajustd el pH
hasta 5.0. Se le afnadio EDAC (16.7 mg/ml en Tris 0.1 M pH 7.5) con
una bomba peristaltica (en 10 minutos) hasta alcanzar una
proporcion final de 0.5 mg EDAC/mg PSCau. La solucion resultante
se dejo 110 min a +25°C bajo agitacion y regulacién de pH para
obtener un tiempo de acoplamiento final de 120 min. Luego se
neutralizé la solucion mediante la adicion de Tris-HCI 1 M con pH de
9.0 (1/10 del volumen final) y se dejé 30 minutos a +25°C, luego
durante la noche a +2°C hasta +8°C. El conjugado se clarifico
usando un filtro de 10 uym vy se purific6 usando una columna
Sephacryl S400HR (Pharmacia, Suecia). Se equilibré la columna en
10 mM Tris-HCI (pH 7.0), 0.075 M NaCl y el conjugado (aprox. 460
mL) se cargé en la columna (+2 °C hasta +8°C). El grupo para
eluciéon se selecciond como una funciéon de densidad 6ptica a 280
nm. La recolecciéon comenzé cuando la absorbancia aument6é a 0.05.
La recoleccion continué hasta que la Kd alcanzé 0.20. El conjugado

se esterilizd por filtracion a +20°C, luego se almacend a +2°C hasta

B
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+8°C. El conjugado resultante tuvo una proporcion
polisacarido:proteina de 1 :2-1 :4 (p/p).

Se llevaron a cabo diversos experimentos para afnadir EDAC
durante 10-45 minutos - en cada caso el resultado fue Conjugados
MenC de buena calidad. Si a pesar de que el portador TT se anadi6
de ultimo lentamente a la mezcla de MenC-ADH + EDAC, esto
condujo a un gel- un conjugado que no pudo ser purificado.

También se llevaron a cabo experimentos para afiadir el EDAC
de una sola vez a la reaccién, pero la proporcion final de TT/PS
(2.771) (p/p) del conjugado fue mas baja que la del conjugado
obtenido por medio de la reaccion en donde se afiadio EDAC durante
10 minutos (3.3/1); adicionalmente, las antigenicidades de aTT y aPS
fueron ambas menores que la medida con respecto al conjugado
elaborado mediante la reaccién en donde se afadi6 EDAC durante
10 minutos.

Nota sobre el % aproximado de derivacion de los polisacaridos

MenCAH: después de tratamiento de CDAP con ADH
aproximadamente 3.47% de los grupos hidroxilo fueron derivados con
ADH (con una estimacién de dos grupos hidroxilo disponibles por
subunidad de repeticiéon). Para MenA: aproximadamente 11.5% de
grupos hidroxilo derivados con ADH (considerando que solamente
hay un grupo hidroxilo por unidad de repeticion).

Ejemplo 1 b - preparaciéon de polisacarido conjugado capsular

neumococcico PS 3

1) Proceso PS03-TTau: PS03-TTA4208
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Ajuste de tamaifo con Emulsiflex

Se peso el PS sobre la base de 10% de contenido tedrico de
humedad. ElI PS natural se disolvié durante la noche en NaCl 2 M a
una concentracion inicial de 3 mg/ml. Antes del ajuste de tamano, la
solucién de PS natural se clarifico en corte de filtro de 5 ym.

Se usé un aparato homogenizador Emulsiflex C-50 para reducir
el peso molecular y la viscosidad del polisacarido antes del paso de
activaciéon. La eficiencia del ajuste de tamaio depende de la presién
del circuito, la presién de alimentacién del émbolo y del numero total
de ciclos. Con el fin de mejorar la eficiencia del ajuste de tamano (y
en consecuencia reducir la cantidad total de ciclos), la celda de
homogenizacion del Emulsiflex fue reemplazada con una celda con
una geometria fija (Camara de interaccion Microfluidics F20Y-
0.75um). EI objetivo del ajuste de tamano fue reducir el peso
molecular y la viscosidad del PS sin una disminucion critica de su
antigenicidad.

La reduccion de tamaro se realizé a 41.36 £+ 3.4 MPa (6000
500 psi) y se le hizo seguimiento en proceso mediante una medicion
de viscosidad. Eil ajuste de tamafno se detuvo cuando se alcanzo6 el
objetivo de 2.0 £ 0.2 cp.

Filtracion de PS con tamafno ajustado en 0.22 ym

Se filtro PS con tamano ajustado en una membrana Millipak 40
(corte 0.22 mm) a una velocidad de flujo de 10 mi/min.

Derivacion de TT

El paso de derivacion se realizé a 25°C bajo agitacion continua
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en un banfo de agua con temperatura controlada. TT se diluyé en
NaCl 0.2M para obtener una concentracién final de TT de 25mg/ml.
Se le afnadié ADH en forma solida a la solucién de TT hasta alcanzar
una concentracion final de 0.2 M. Después de completar la disolucidn
de ADH, se establecié la solucién a un pH de 6.2+/- 0.1 con HCI.
Luego se le afiadi6 EDAC a la solucion de TT/ADH hasta alcanzar
una concentraciéon final de 0.02 M. Se establecio el pH en 6.2+/-0.1
con HCI y se mantuvo bajo regulacion de pH durante 1 hora.
Después del paso de derivacion, se elevd el pH hasta un pH de 9.5
con NaOH para detener la reaccion. La solucion se dej6é durante 2
horas bajo regulacion de pH antes del paso de diafiltracion.

Diafiltraciéon

Se diafiltr6 el derivado TTay con el fin de eliminar los
subproductos de ADH y EDAC que no reaccionaron.

Se realizé la diafiltracién en una membrana Centramate (0.09
m?, corte 10 kDa). La soluciéon fue dializada contra 20 volumenes de
NaCl 0.2 M.

El seguimiento del paso de diafiltracién se realizé6 mediante
una cuantificacion de ADH (analisis TBNS) en el permeado después

de 5, 10, 15y 20 volumenes de diafiltracién.

Filtracion en 0.22 ym

TTan se filtro finalmente en una membrana con corte de 0.22
um (Millipack 40) a una velocidad de flujo de 10 ml/min. ElI TTax
filtrado se almacend entonces a -70 °C

Conjugado PS3-TTau

25
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Las condiciones del proceso fueron las siguientes:

Una concentracion inicial de PS3 de 2 mg/ml en NaCl 2 M, una
proporcion inicial de TTAu/PS3 de 1.5/1 (p/p), una concentracién de
EDAC de 0.5 mg/mg PS, y una concentraciéon de TT de 10 mg/ml en
NaCi 0.15 M.

Se diluyeron 50 mg de PS3 en NaCl 2 M para obtener una
concentracion final de PS de 2 mg/ml. La soluciéon de TTan purificada
se diluyé en NaCl 0.2 M hasta alcanzar una concentracion de 10
mg/ml.

La solucién de PS3 se ajusté hasta un pH de 5 con HCI.

Se afadi6 EDAC en forma sélida a la solucion de PS3 con el
fin de alcanzar una concentracién final de 0.5 mg EDAC/ mg PS. Se
ajusté el pH hasta 5.0 £ 0.05 con HCl y TTay se afadié manualmente
en 11 minutos (alicuotas/min). Se incubd la solucién resultante 109
min a + 25°C con agitaciéon y regulacion de pH para obtener un
tiempo de acoplamiento final de 120 min. Luego se neutralizé la
solucién mediante la adicion de Tris-HCI 1 M con pH de 7.5 y se dejo
30 min a +25°C.

Se clarificé el conjugado finalmente en una membrana de 5 ym
y se inyecté en una Columna Sephacryl S400HR.

2) Proceso PS03-TTay: PS03,4-TT215

Ajuste de tamaiio por Emulsiflex

Como se indicd en lo anterior.

Filtracién de PS ajustado en tamafio en 0.22 ym

Como se indico en lo anterior.
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Derivacién de PS3

El paso de derivacion se realizé a 25°C bajo agitaciéon continua
en un bafio de agua con temperatura controlada. Se diluyé PS3 en
NaCl 2M para obtener una concentracion final de PS de 3mg/ml. La
solucién de PS se fijé con un pH de 6.0 antes de la adicién de CDAP
(0.25mg/mg PS, disolucién a 100mg/ml en wuna mezcla de
acetonitrilo/ WFI). Se aumenté el pH hasta pH9.5 con NaOH antes de
la adicién de ADH (8.9mg ADH/mg PS, disolucién en 100 mg/ml en
NaCl 0.2 M). El pH se mantuvo en 9.5 y se reguldé durante 60
minutos. El porcentaje de derivacion correspondié a 2.4% (2.4 mg
ADH/ 100 mg PS). Esta puede ser medida con técnicas conocidas:
TNBS para la estimacién de ADH; y DMAB o resorcinol (Monsigny et
al (1988) Anal. Biochem. 175, 525-530) para la cuantificaciéon de PS.
En este caso, la dosis de TNBS fue de 228 wpg/ml y la dosis de PS:
5250 wug/ml.

Dado que el PM de ADH es de 174.2, y el PM de la unidad de
repeticion de PS3 es de 338.27 (con 1 COOH y 4 grupos OH), hay
1.3 umoles de ADH / 15.52 umol de unidad de repeticion, o 1.3
umoles de ADH / 62.08 ymol de grupo hidroxilo reactivo. 2.09% de
los grupos hidroxilo PS3 fueron grupos hidroxilo modificados con
ADH.

Diafiltracion

Se diafiltro el derivado PS3.4 con el fin de eliminar los
subproductos ADH y CDAP que no reaccionaron. Se realizo la

diafiltracion en una membrana UFP-30-C-H24LA (42 cm?, corte 30
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kDa). La solucién fue dializada contra 20 volumenes de NaCl 0.2 M.
E!l seguimiento del paso de diafiltracion se realizo mediante una
cuantificacion de ADH (analisis TBNS) en el permeado después de 5,
10, 15 y 20 volumenes de diafiltracion.

Filtracion en 0.22 ym

Se filtré finalmente PSay en membrana con corte de 0.22 ym
(Millipack 40) a una velocidad de flujo de 10 mi/min. ElI PS34y filtrado
se almacend entonces a 4°C.

Conjugado PS3,4-TT

Las condiciones del proceso fueron las siguientes:

Una concentracion inicial de PS3 de 2 mg/ml en NaCl 2 M, una
proporcién inicial de TT/PS3aq de 1.5/1 (p/p), una concentracion de
EDAC de 0.5 mg/mg PS, y una concentracion de TT de 10 mg/ml en
0.15M NacCl.

Se diluyéo 50 mg de PS3,4 en NaCl 0.2 M para obtener una
concentracion final de PS de 2 mg/ml. La solucion TT purificada se
diluyoé en NaCl 0.2 M hasta alcanzar una concentracion de 10 mg/ml.
La solucién de PS3,4 se ajustdo hasta un pH de 5 con HCI.

Se anadio EDAC en forma soélida a la solucion de PS3a4 con el
fin de alcanzar una concentracion final de 0.5 mg EDAC/ mg PS. Se
ajusté el pH hasta 5.0 + 0.05 con HCl y se le afiadio TT en 10
minutos usando una bomba peristaltica. Se incubdé la solucién
resultante 110 min a + 25°C con agitacion y regulacién de pH para
obtener un tiempo de acoplamiento final de 120 min. Luego se

neutralizo la solucion mediante la adicion de Tris-HCI 1 M con pH de

A
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7.5y se dej6é 30 min a +25°C. Se clarificd el conjugado finalmente en
una membrana de 5 uym y se inyectd en una Columna Sephacryl
S400HR.

3) Proceso PS03AH-TT: PS3AH-TT21

Ajuste de tamano por Emulsiflex

Como se indicd en lo anterior.

Filtracion de PS ajustado en tamaiio en 0.22 ym

Como se indicd en lo anterior.

Derivacién de PS3

Igual que para el conjugado 215.

Diafiltracién

Igual que para el conjugado 215.

Filtracién en 0.22 ym

Igual que para el conjugado 215.

Conjugado PS3Au-TT

Las condiciones del proceso fueron las siguientes:

Una concentracion inicial de PS3 de 2 mg/ml en NaCl 2 M, una
proporcion inicial de TT/PS3a4de 1.5/1 (p/p), una concentracion de
EDAC de 0.5 mg/mg PS, y una concentracion de TT de10 mg/ml en
0.15M NacCl.

Se diluyé 50 mg de PS3.4 en NaCl 0.2 M para obtener una
concentraciéon final de PS de 2 mg/ml. La solucion TT purificada se
diluyé en NaCl 0.2 M hasta alcanzar una concentracién de 10 mg/ml.

Las soluciones de PS3ay ¥y TT se mezclaron y se ajusto el pH

hasta 5 con HCI.
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Se disolvié EDAC en un amortiguador Tris 1M con pH de 7.5.
Se anadié 40 ul de EDAC cada minuto (10 minutos hasta alcanzar la
proporcion EDAC/PS (0.5 mg EDAC/ mg PS)). Se incubé la solucién
resultante 110 min a + 25 °C bajo agitacién y regulaciéon de pH para
obtener un tiempo de acoplamiento final de 120 min. Luego se
neutralizo la solucion mediante la adicién de Tris-HCI 1 M con pH de
7.5y se dejo 30 min a +25°C. Se clarificé el conjugado finalmente en
una membrana de 5 ym y se inyecté en una Columna Sephacryl
S400HR.

4) Proceso PS03AH-TT: PS3AH-TT218

Ajuste de tamaifio por Emulsiflex

Como se indicd en lo anterior.

Filtracion de PS ajustado en tamano en 0.22 ym

Como se indico en lo anterior.

Derivacion de PS3

El paso de derivacion se realizé a 25°C con agitacion continua
en un banio de agua con temperatura controlada. Se diluyé PS3 en
NaCl 2M para obtener una concentracién final de PS de 3mg/ml. Se
anadio EDAC en forma solida hasta alcanzar una proporcion de
EDAC/ PS de 0.1 mg/mg PS. Después de disolucién completa, se
establecio el pH de la solucion en 5. Luego se le afadié ADH (8.9mg
ADH/mg PS, disolucion a 100 mg/ml en NaCl 0.2 M) usando una
bomba peristaltica en 44 minutos (pese a que estuvo presente un
exceso de ADH como tal, la adicién directa también pudo haber sido

apropiada). El pH se mantuvo en 5.0+/-0.1 y se regul6é durante 120
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minutos (44' + 76'). Se detuvo la reaccion aumentando el pH hasta
7.5 usando hidréoxido de sodio. EI porcentaje de derivacién
correspondio a 3.7% (mg ADH/ mg PS). La dosis de TNBS fue de 220
ug/ml y la dosis de PS fue de 5902 ug/ml, de esta manera hay 1.26
umoles de ADH / 17.44 ymol de unidad de repeticién (=ymol de
grupo COOH reactivo). Asi, 7.22% de los grupos carboxilo PS3
fueron grupos COOH modificados con ADH.

Diafiltracion

Se diafiltro derivado PS3ay con el fin de eliminar los
subproductos de ADH y EDAC que no reaccionaron. Se realiz6 la
diafiltracion en una membrana UFP-30-C-H24LA (42 cm?, corte 30
kDa). La solucién fue dializada contra 23 volumenes de NaCl 0.2 M.

El seguimiento del paso de diafiltracion se realiz6 mediante
una cuantificaciéon de ADH (analisis TBNS) en el permeado después
de 5, 10, 15y 20 volumenes de diafiltracion

Filtracién en 0.22 ym

Se filtro PSan finalmente en membrana en corte de 0.22 uym
(Millipack 40) a una velocidad de flujo de 10 ml/min. EI PS3,y filtrado
se almacen6 entonces a 4°C.

Conjugado PS3,4-TT

Las condiciones del proceso fueron las siguientes:

Una concentracion inicial de PS3,4 de 2 mg/ml en NaCl 2 M,
una proporcion inicial de TT/PS3a4 de 1.5/1 (p/p), una concentracién
de EDAC de 0.5 mg/mg PS, y una concentracién de TT de10 mg/ml

en 0.15M NacCl.
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Se diluyéo 50 mg de PS3a4 en NaCl 0.2 M para obtener una
concentracién final de PS de 2 mg/ml.

La solucion TT purificada se diluyé en NaCl 0.2 M hasta
alcanzar una concentracion de 10 mg/ml.

Las soluciones de PS3ay y TT fueron mezcladas juntas. Se
ajust6 el pH hasta 5.0 * 0.05 con HCI y EDAC se anadi6
manualmente en 10 minutos (alicuotas en partes iguales afadidas
cada minuto). Se incubé la solucién resultante 110 min a + 25°C con
agitacion y regulacion de pH para obtener un tiempo de acoplamiento
final de 120 min.

Luego se neutralizé la solucién mediante la adicién de Tris-HCI
1 M con pH de 7.5 y se dejo 30 min a +25°C. Se clarificé el
conjugado finalmente en una membrana de 5§ yum y se inyectd en una
Columna Sephacryl S400HR.

Conclusiones:

Se elaboraron diferentes conjugados usando quimica con
carbodiimida en el paso de conjugacién. El ultimo componente
afadido en la solucion de la reacciéon puede ser la proteina TT o el
reactivo EDAC. EI tiempo de adicion puede tener un efecto sobre los
conjugados resultantes.

Conjugados PS3AHTT215 y 217:

Se usaron los mismos componentes y condiciones para
preparar ambos conjugados. La forma en la cual se afadié el ultimo
componente fue diferente. El conjugado PS3a4TT217 condujo a un

producto que cumplié los criterios in-vitro. Este se elabord afadiendo
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EDAC en 10 minutos.

El conjugado PS3,4TT215, sin embargo, no se pudo filtrar en
membrana estéril. Para este, el ultimo componente afnadido en el
medio de la reaccién fue el TT (en 10 minutos). Las proporciones
finales de TT/PS fueron grandemente diferentes para amos
conjugados (0.98/1 contra 0.50/1). Si el EDAC es afadido primero al
PSan (que tiene tanto grupos amino como grupos carboxilo reactivos)
esto puede conducir a entrecruzamiento entre hidrazina y grupos
acido carboxilico presentes en el polisacarido, y por ello podria
conducir a un conjugado mas entrecruzado con una proporcion final
mas débil después de la adicion de TT en 10 minutos.

Este efecto no se observa para el conjugado PS3,4TT217. La
incorporacién de TT funcioné mejor mediante la incorporacién de
EDAC en 10 minutos, quizas debido a un menor grado de
entrecruzamiento, y a un mejor entrecruzamiento entre los grupos
hidrazina del los grupos PS3,4 y carboxilicos de la proteina.

En el caso del conjugado 218, dado que la derivacion de PS3
EDAC solamente deriva parcialmente el polisacarido (para mantener
la mayoria de los epitopos polisacaridos intactos), de nuevo estan
presentes tanto grupos amino como grupos carboxilo reactivos, razén
por la cual la adicion lenta de EDAC en un paso final de conjugacion
también es beneficiosa.

La adicion lenta de TT en el paso de conjugacion final fue
beneficiosa (sin embargo) para el conjugado 208 en donde el TT fue

derivado con ADH (y contiene grupos amino y grupos carboxilo),
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mientras que el PS3 se dejo con sus grupos reactivo naturales -OH vy
-COOH como parte de su sub unidad de repeticién. La adicién de
EDAC al PS 3 no tuvo el efecto de enilace cruzado anterior, y la
adicion lenta del TT derivado produjo conjugado con buenas
caracteristicas in vitro - véase lo siguiente.

Caracterizacion in vitro:

'- Adicién de
Conij. | Derivacién/Quimica Conjugaciéon/Quimica
componente final

TTan afadido en 11

208 TT/ADH 2 EDAC PS-TTan > EDAC
minutos

TT afiadido en 10

215 PS3/ADH - CDAP PSau-TT - EDAC
minutos

EDAC anadido en

217 PS3/ADH > CDAP PSan-TT = EDAC
10 minutos

EDAC afadido en
218 PS3/ADH > EDAC PS.4-TT > EDAC

10 minutos
i Proporcién Tiempo
! [PS] [TT] [EDAC] (PS
Conj.| Ps In.TT/PS acopl.
L(mg/mL) | (mg/mL) mg/mg)
| (p/p) (min)
|
| 10
208 C6EO2 2.0 (TTan) 1.5/1 0.5/ 120
bomba
3a1001 10
215 2.0 1.5/1 0.5/ 120
(CDAP) ! . bomba
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3ar001 0.5/1
217 2.0 10 1.5/1 120
(CDAP) (fracciones)
3ar002 0.5/1
218 2.0 10 1.5/1 120
(EDAC) (fracciones)
F.TT/PS
Rendimiento | Rendimiento | PS libre | Antigenicidad | Antigenicidad
Conj.| proporciéon
PSrec (%) | filtr. Rec (%) (%) aPS/aPS (%) | aTT1/aPS (%)
(P/p)
103
208 1.84/1 69 95 10.2 99
! 100*
215 0.50M1 17 27 - - -
103
217 0.98/1 66 100 0.7 17
100*
222
218 0.88/1 74 101 11.0 34
216"

* con relacién al conjugado 208

Ejemplo 1c - preparaciéon de conjugado de polisacarido Vi de S

typhi de la invencién

Ajuste de tamaino por Emulsiflex

Se pesd el PS sobre la base de 15% de contenido teérico de

humedad. EI PS natural se disuelve durante la noche en WFI| a una

concentracion inicial de 7 mg/ml. Antes del ajuste de tamano, la
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solucién de PS natural es clarifica en filtro en corte de 10 ym a una
velocidad de flujo de 50 ml/min. Se usé un aparato homogenizador
Emulsiflex C-50 para reducir el peso molecular y la viscosidad del
polisacarido antes del paso de activacion. La eficiencia del ajuste de
tamafio depende de la presion del circuito, la presion de alimentacion
del émbolo y del numero total de ciclos. Con el fin de mejorar la
eficiencia del ajuste de tamano (y en consecuencia reducir la
cantidad total de ciclos), la celda de homogenizacion de Emulsifiex
fue reemplazada por una celda con una geometria fija (Camara de
interaccion Microfluidics F20Y-0.75 um). El objetivo del ajuste de
tamarno es reducir el peso molecular y la viscosidad del PS sin una
disminucion critica de su antigenicidad.

El ajuste de tamafio se realiz6 a 103.4 + 3.4 MPa (15000
500 psi) y se le hizo seguimiento en proceso mediante una medicion
de la viscosidad. El ajuste de tamafio se detiene cuando se alcanza
el objetivo de 5.0 £ 0.3 cp.

Filtracién de PS ajustado en tamaio en 0.22 ym

Se filtra PS ajustado en tamafio en una membrana Millipak 40
(corte 0.22 mm) a una velocidad de flujo de 10 ml/min. EI PS
ajustado en tamano, filtrado, se almacena a -20 °C.

Derivacion de polisacarido Vi

Se disolvié 1.5 g de PS Vi a 25°C en EPI bajo agitacion (5
mg/mt). Se le afiade 13.35 g de ADH (8.9 mg ADH/mg PS) a la
solucion de PS. Después de disolucion completa se ajustd el pH a un

pH de 5.0 £ 0.05 con HCI 1 N. Se le afiadi6 EDAC (0.1 mg/mg PS) en
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forma sélida. La soluciéon se dejo 60 min a 25°C. Luego se neutralizé
la solucién mediante la adicién de Tris-HCI 1 M con un pH de 7.5 y

se dejo al menos 30 min a 25°C (maximo 2 horas). Se estimd que el

| nivel de derivacion es de 4.55% usando la dosis de TNBS (mg ADH/

100 mg PS). La dosis de TNBS fue ‘de 200 wug/ml y la dosis de PS
fue de 4034 ug/ml; asi, 0.0697 ymoles de ADH / 16.46 uymol de
unidad de repeticion (PM 245). 1.3 ymoles de ADH / 16.46 umol de
grupo COOH reactivo en Vi, asi 7% de grupos COOH Vi fueron
grupos COOH modificados con ADH.

Dia_filtracién

Se diafiltr6 el derivado PSViau con el fin de eliminar los
subproductos de ADH y EDAC que no reaccionaron. Se realiz6 la
diafiltracion en una membrana Centramate (0.09 m?, corte 10 kDa).
La solucion fue dializada contra 20 volumenes de NaCl 0.2 M. ElI
seguimiento del paso de diafiltracion se realizé mediante una
cuantificaciéon de ADH (analisis TBNS) en el permeado después de 3,
5, 10 y 20 volumenes de diafiltracién

Filtracion en 0.22 ym

Se filtr6 PSViay finalmente en membrana en corte de 0.22 ym
(Millipack 40) a una velocidad de flujo de 10 mi/min. EI PSViAH
filtrado se almacend a +2/+8°C durante un maximo de 4 dias.

Conjugados PSVU,-TT

Las condiciones del proceso fueron las siguientes:
Una concentracién inicial de PSViAH de 2 mg/ml en 0.2 M

NaCli, una proporcién inicial de TT/PSViAH de 2.5/1 (p/p), una
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concentracion de EDAC de 0.25 mg/mg PS y una concentracién de
TT de10 mg/ml en NaCl 0.2 M.

Se diluyé 1g of PSViay se diluyé en NaCl 0.2 M para obtener
una concentraciéon final de PS de 2 mg/ml (dosis de acido urédnico).
La solucién TT purificada se diluyé en NaCl 0.2 M hasta alcanzar una
concentracion de 10 mg/ml.

Se ariadié TT a la soluciéon de PSViay con el fin de alcanzar
una proporcion final de 2.5 mg TT/ mg PS. El pH es ajustado a 5.0 %
0.05 con HCI 1 N. Luego se le afiadié la solucién de EDAC (7.5
mg/ml en 0.1 M Tris pH 7.5) (en 10 minutos con una bomba
peristaltica) hasta alcanzar 0.25 mg EDAC/ mg PSViau- Se incubd la
solucién resultante 50 min a + 25°C con agitaciéon y regulacién de pH
para obtener un tiempo de acoplamiento final de 60 min. Luego se
neutralizé la solucién mediante la adicion de Tris-HCI 1 M con pH de
7.5y se dejé 30 min a +25 °C. Se transfirié el conjugado a 4°C y se
dej6é durante la noche bajo agitacién lenta continua antes del paso de
cromatografia

Purificacion

Antes de la elucién en Sephacryl S400HR, el conjugado se
clarificé usando un filtro Kleenpak de 10 um. La velocidad de flujo se
fijo en 100 ml/min. Luego se inyect6 el conjugado en Sephacryl
S400HR y el grupo de recoleccién se basé en un valor de Kd. Se
usaron los siguientes criterios para la recoleccion del grupo: desde
OD= 0.05 a 280 nm comenzé la recolecciéon, y finalizé6 cuando Kd=

0.22.
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Filtracion por esterilizacién

Antes de la filtracién, el producto en bruto se llevé de nuevo a
temperatura ambiente. Luego el conjugado se filtr6 en wuna
membrana esterilizante Opticap de 10 cm (4”). La velocidad de flujo
se fijo en 30 ml/min.

Analisis

El conjugado resultante tuvo una proporcion final TT/PS (p/p)
de 2.44/1, un contenido de PS libre de 3.7% y una antigenicidad
aPS/aPS de 58%.

Ejemplo 1d - preparacién de otros conjugados de polisacarido

El enlace covalente del polisacarido PRP de Haemophilus
influenzae (Hib) con TT se llevd a cabo mediante una quimica de
acoplamiento desarrollada por Chu et al (Infection and Immunity
1983, 40 (1 ); 245-256). El polisacarido Hib PRP se activd
afiadiendo CNBr e incubando con un pH de 10.5 durante 6 minutos.
Se disminuy6é el pH hasta un pH de 8.75 y dihidrazida de acido
adipico (ADH) se afadidé y la incubacion continué durante otros 90
minutos. El PRP activado se acoplé a un toxoide tetanico purificado
por medio de condensacién por carbodiimida usando 1-etil-3-(3-
dimetil-aminopropil)carbodiimida (EDAC). Se anadié EDAC al PRP
activado hasta alcanzar una proporcién final de 0.6 mg de EDAC/mg
de PRP activado. Se ajusté el pH hasta 5.0 y se le afnadi6 toxoide
tetanico purificado hasta alcanzar 2mg de TT/mg de PRP activado.
La solucion resultante se dejé durante tres dias con agitacion suave.

Después de filtracion a través de una membrana de 0.45 um, se

70,
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purificé el conjugado en una columna Sephacryl S500HR (Pharmacia,
Suecia) equilibrada en NaCl 0.2 M.

Se produjeron conjugados MenC-TT usando polisacaridos
naturales (de mas de 150 kDa medido mediante MALLS) o se
microfluidizaron ligeramente. Se produjeron conjugados MenA-TT
usando polisacarido natural o} polisacarido ligeramente
microfluidizado de mas de 60 kDa, medido mediante el método
MALLS para el ejemplo 2. Se produjeron conjugados MenW y MenY-
TT usando polisacaridos ajustados en tamano de alrededor de 100-
200 kDa medido mediante MALLS (véase el ejemplo 2). El ajuste de
tamano fue por microfluidizacion usando un aparato homogenizador
Emulsiflex C-50. Los polisacaridos se filtraron entonces a través de
un filtro de 0.2 yum.

Se realizd activacién y acoplamiento directo segun se describe
en W096/29094 y WO 00/56360. Brevemente, el polisacarido en una
concentracion de 10-20 mg/mi en NaCl 2M con pH 5.5-6.0 se mezcld
con solucién CDAP (100 mg/ml recién preparada en acetonitrilo/WF1,
50/50) para una proporcion final de CDAP/polisacarido de 0.75/1 o
1.5/1. Después de 1.5 minutos, se elevo el pH con hidréoxido de sodio
hasta un pH de 10.0. Después de tres minutos se le afiadié toxoide
tetanico hasta alcanzar una proporcion proteina/polisacarido de 1.5/1
para MenW, 1.2/1 para MenY, 1.5/1 para MenA o 1.5/1 para MenC.
La reaccion continu6 durante una a dos horas.

Después del paso de acoplamiento, se afiadi6 glicina hasta una

proporcion final de glicina/PS (p/p) de 7.5/1 y se ajust6é el pH hasta

74
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pH9.0. La mezcla se dejo reposar durante 30 minutos. El conjugado
se clarifico usando un filtro Kleenpak de 10 yum y luego se cargd en
una Columna Sephacryl S400HR usando un amortiguador para
elusién de NaCl 150 mM, Tris 10 mM o 5 mM con pH de 7.5. Se
filtraron cantidades clinicas en una Membrana esterilizante Opticap
4. Los conjugados resultantes tuvieron una proporcion promedio
polisacarido:proteina ratio de 1 :1-1 :5 (p/p).

Ejemplo 2 - Determinacion de peso molecular usando MALL

Se acoplaron detectores a una columna para HPLC por
exclusién de tamafno a partir de la cual fueron eluidas las muestras.
Por una parte, el detector de dispersién de luz laser midié las
intensidades luminosas dispersadas en 16 angulos por la solucién
macromolecular y por otra parte, un refractémetro interferométrico
colocado en linea permitio la determinacion de la cantidad de
muestra eluida. A partir de estas intensidades, se puede determinar
el tamario y la forma de las macromoléculas en la solucién.

El peso molecular (PM) medio en peso se define como la suma
de los pesos de todas las muestras multiplicados por su respectivo
peso molecular y dividida por la suma de los pesos de todas las
muestras.

a) Peso molecular promedio en peso: -Mw-

b) Peso molecular promedio en numero: -Mn-

" ZN,. m,

o - SN.M, m
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c) Raiz cuadrada media del radio: -Rw- y R*w es el radio al

cuadrado definido por:

R?w o (P)w = %n%

(-m; es la masa de un centro de dispersién i y -ri- es la
distancia entre el centro de dispersidén i y el centro de gravedad de la
macromolécula).

d) La polidispersidad se define como la proporciéon -Mw/Mn-.

Los polisacaridos meningocéccicos fueron analizados mediante
MALLS cargandolos en dos columnas para HPLC (TSKG6000 vy
5000PWxi) usadas en combinacion. Se carg6 25 ul del polisacarido
en la columna, y se eluyé con 0.75 ml de agua filtrada. Los
polisacaridos se detectan usando un detector de dispersién de luz
(Wyatt Dawn DSP equipado con un laser de argén de 10 PM a
488nm) y un refractometro inferométrico (Wyatt Otilab DSP equipado
con una celda P100 y un filtro rojo a 498nm).

Las polidispersidades del peso molecular y las recuperaciones
de todas las muestras fueron calculadas mediante el método Debye
usando un orden de ajuste polinomial de 1 en el software Astra 4.72.

Ejemplo 3 - Prueba clinica para evaluar el efecto de un enlazante

en MenA en una vacuna de conjugado MenACWY

Se administré una sola dosis de diferentes formulaciones de

vacunas MenACWY a adolescentes de 15-19 afos en 5 grupos de 25
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sujetos en wuna prueba aleatoria 1:1:1:1:1. Las formulaciones
sometidas a prueba fueron:

F1 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico con el
conjugado MenA que contiene un separador AH(ADH) (elaborado de
acuerdo con el ejemplo 1) - 6/5/5/5 ug

F2 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico con el
conjugado MenA que contiene un separador AH (elaborado de
acuerdo con el ejemplo 1) - 2.5/5/2.5/2.5 ug

F3 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico con el
conjugado MenA que contiene un separador AH (elaborado de
acuerdo con el ejemplo 1) - 5/5/2.5/2.5 ug

F4 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico sin separador
en ningun conjugado - 5/5/5/5 ug

Grupo control - Mencevax™ ACWY

El dia 30 después de la inoculacién, se le tomd una muestra de
sangre a los pacientes.

Se usaron las muestras de sangre para evaluar el porcentaje
de SBA-MenA, SBA-MenC, SBA- MenW135 y SBA-MenY
respondedores un mes después de la dosis de vacuna. Una
respuesta a la vacuna se defini6 como 1 ) para sujetos inicialmente
seronegativos - un titulo de anticuerpo posterior a la vacunacion >
1/32 a 1 mes o 2) para sujetos inicialmente seropositivos - titulo de
anticuerpo de > 4 veces el titulo de anticuerpo antes de la
vacunacion.

Resultados



10

15,

20

25

52

Como se muestra en la Tabla siguiente, el uso de un separador
en el conjugado MenA condujo a una respuesta inmunitaria
aumentada contra MenA. El porcentaje de respondedores aumento
desde 66% hasta 90-95% cuando se afadi6 el separador AH. Esto se
reflej6 en un aumento en GMT SBA desde 4335 hasta 10000 y un
aumento en GMC desde 5 hasta 20-40. Sorprendentemente, el uso

de un separador AH también condujo a una respuesta inmunitaria

aumentada contra MenC como se observa mediante un aumento en.

el porcentaje de respondedores y un aumento en GMT SBA. También
se pudo observar un aumento en SBA-GMT contra MenY (6742-7122)

y contra MenW (4621-5418) cuando se introdujo un separador.

% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC
Formulacién
respondedores GMT Mg/mL ELISA
F1s5an/5/5:5 90.9 9805 20.38
F22 5aH152.5/2.5 75 8517 29.5
F3s5an/5/2.5/2.5 95.5 10290 47 .83
Fdss/5i5 66.7 4335 5.46
Mencevax'™ 85.7 8022 27.39
% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC
' Formulacién
respondedores GMT pg/mL ELISA
Flsamis/s/s 69.6 3989 12.11
F22 5an/5/2.512.5 ! 81.8 3524 12.78
F3san/5/2.512.5 81.8 3608 8.4
F4sisisis 73.9 2391 8.84

975
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% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC
Formulacion
respondedores GMT pg/mL ELISA
F1san/sisss 95 5418 9.65
F2, 5an/5/2.5/2.5 85 4469 14.55
F3sanisizsizs 95.5 4257 6.39
Fds/5/55 95.5 4621 10.7
Mencevax'" 86.4 2714 13.57
% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC
Formulacion
respondedores GMT Ng/mL ELISA
F1sanssisss 91.3 7122 16.3
F22.5an1812.502.5 87.5 5755 12.52
F3sanisi2.512.5 80 5928 8.88
Fdsisisis 91.3 6742 13.88
Mencevax'™ 91.7 4854 21.02

Ejemplo 4 - Prueba clinica para evaluar el efecto de un enlazante

en_Conjugados MenA y MenC en una vacuna de conjugado

MenACWY

Una sola

MenACWY se

dosis de diferentes

formulaciones

le administré6 a adolescentes de 15-19 afnos en 5

de Vacuna

&
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grupos de 25 sujetos en una prueba aleatoria 1:1:1:1:1. Las
formulaciones sometidas a prueba fueron:

F1 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico con los
conjugados MenA y MenC que contienen un separador AH (elaborado
de acuerdo con el ejemplo 1) - 2.5/2.5/2.5/2.5 ug

F2 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico con los
conjugados MenA y MenC que contienen un separador AH (elaborado
de acuerdo con el ejemplo 1) - §/56/2.5/2.5 ug

F3 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico con los
conjugados MenA y MenC que contienen un separador AH (elaborado
de acuerdo con el ejemplo 1) - 5/6/5/5 ug

F4 - Conjugado MenACWY con toxoide tetanico con el
conjugado MenA que contiene un separador AH (elaborado de
acuerdo con el ejemplo 1) - 5/5/5/5 ug

Grupo control - ACWY Mencevax™

El dia 30 después de la inoculacion, se le tom6 una muestra de
sangre a los pacientes.

Se usaron las muestras de sangre para evaluar el porcentaje
de respondedores SBA-MenA, SBA-MenC, SBA-MenW135 y SBA-
MenY un mes después de la dosis de vacuna. Una respuesta a la
vacuna se definio como 1 ) para sujetos inicialmente seronegativos -
un titulo de anticuerpo posterior a la vacunacion > 1/32 a 1 mes o0 2)
para sujetos inicialmente seropositivos - titulo de anticuerpo de > 4
veces el titulo de anticuerpo antes de la vacunacién.

Resultados
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La introduccion de un AH separador en el conjugado MenC
condujo a un aumento en la respuesta inmunitaria contra MenC como
se muestra en la Tabla siguiente. Esto se demuestra por un aumento
en GMT SBA desde 1943 hasta 4329 y un aumento en GMC anti PSC
de 7.65 hasta 13.13. Las buenas respuestas inmunitarias contra

MenA, MenW y MenY se mantuvieron.

% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC
Formulacion
respondedores GMT Mg/mL ELISA
F125aH12.54H/12.5/2.5 75 8417 20.23
F25aH/5AH/2.512 5 72 6299 16.07
F35an/5aH/5/5 87 9264 27.26
Fl4s5am5/5/5 77.3 9632 20.39
Mencevax'™ 78.3 8284 12.93
% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC
Formulacion
respondedores GMT Hg/mL ELISA
F1;5an/2.5aH/2 5/2.5 88 3619 12.82
F25aH15AH/2.512.5 88 2833 13.32
F3sanisanisis 95.8 4329 13.13
Fdsan/sisis 95.8 1943 7.65
Mencevax'™ 91.7 1567 16.55
% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC
Formulacion
respondedores GMT Hg/mL ELISA
F12 san/2.5aH12.5/2.5 100 5656 7
F2s5anisani2.5/2.5 96 4679 5.4

1B
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F3s5aHisaHis/s 91.3 4422 4.45

F4sanss/5/5 88 4947 7.67

Mencevax'™ 96 3486 11.93
% deMenA SBA SBA-MenA Anti-PSA GMC

Formulaciéon

respondedores GMT Mg/mL ELISA

F12.5aH/2.5aH2.5/2.5 75 3891 17.81

F25ani5aH12.512.5 92 3968 11.96

F 35 anisanrsrs 79.2 2756 951

Fdsanisisis 80 3914 16.76

Mencevax'™ 88 3056 21.41

99
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REIVINDICACIONES

1. Un método para conjugar un sacarido con un portador
proteina wusando quimica de condensacion por carbodiimida,
caracterizado porque el sacarido contiene (por ejemplo como parte
de éu unidad de repeticion), o ha sido derivado para que contenga,
grdpos amino y/o grupos carboxilo, y caracterizado ademas porque el
portador proteina contiene, o ha sido derivado para que contenga,
grupos grupos amino y/o grupos carboxilo, el método comprende los
pasos de:

) - si el portador proteina contiene tanto grupos amino como
grupos carboxilo y el sacarido contiene ya sea grupos amino o
grupos carboxilo:

a) mezclar el sacarido y la alicuota de carbodiimida requerida
para realizar la conjugacion, y

b) afadir la alicuota de portador proteina requerida durante un
periodo de 35 segundos hasta 6 horas;

II) - si el sacarido contiene tanto grupos amino como grupos
carboxilo y el portador proteina contiene ya sea grupos amino o
grupos carboxilo:

a) mezclar el portador proteina y la alicuota de carbodiimida
requerida para realizar la conjugacion, y

b) afadir la alicuota de sacarido requerida durante un periodo
de 35 segundos hasta 6 horas;

1) - si el sacarido contiene tanto grupos amino como grupos
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carboxilo y el portador proteina contiene tanto grupos amino como
grUpos carboxilo:

a) mezclar el portador proteina y el sacarido, y

b) anadir la alicuota de carbodiimida requerida para realizar la
conjugacion durante un periodo de 35 segundos hasta 6 horas.

2. El método de la reivindicacién 1, caracterizado ademas
porque en el paso b) el periodo es desde 50 segundos hasta 5 horas,
desde 1 minuto hasta 4 horas, desde 2 minutos hasta 3 horas, desde
3 minutos hasta 2 horas, desde 4 hasta 60 minutos, desde 5 hasta 50
minutos, desde 6 hasta 40 minutos, desde 7 hasta 30 minutos o
desde 8 hasta 20 minutos.

3. El método de la reivindicacion 1, caracterizado ademas
porque en el paso b) el periodo es desde 1 minuto hasta 5 horas,
desde 10 minutos hasta 4 horas, desde 20 minutos hasta 3 horas,
desde 30 minutos hasta 2 horas, desde 40 hasta 90 minutos, o desde
50 hasta 70 minutos.

4. El método de las reivindicaciones 1-3, caracterizado
ademas porque la carbodiimida es EDAC (1-etil-3-(3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida) o una carbodiimida distinta de EDAC.

5. El método de las reivindicaciones 1-4, caracterizado
ademas porque la alicuota de carbodiimida requerida para realizar la
conjugacion es desde 0.01 hasta 3, desde 0.05 hasta 2 o desde 0.09
hasta 1 mg/mg de sacarido.

6. El método de las reivindicaciones 1-5, caracterizado

ademas porque el sacarido y/o portador proteina ha sido derivado
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para que contenga grupos amino o carboxilo.

7. El método de la reivindicacién 6, caracterizado ademas
porque la derivacion se lleva a cabo mediante la adicién de un
enlazante hetero- u homo-bifuncional.

8. El método de la reivindicaciéon 7, caracterizado ademas
porque el enlazante tiene entre 4 y 12 atomos de carbono.

9. El método de la reivindicacién 7 u 8, caracterizado
ademas porque el enlazante tiene dos grupos amino reactivos.

10. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 7-9
caracterizada ademas porque el enlazante es ADH.

11. El método de la reivindicacion 7 u 8, caracterizado
ademas porque el enlazante tiene dos grupos reactivos acido
carboxilico.

12. EI método de la reivindicacion 7 u 8, caracterizado
ademas porque el enlazante tiene un grupo amino reactivo en un
extremo y un grupo reactivo acido carboxilico en el otro extremo.

13. EI método de las reivindicaciones 7-12, caracterizado
ademas porque la derivacion tiene lugar haciendo reaccionar un
exceso grande de enlazante con el sacarido y/o portador proteina
que va a ser derivado.

14. El método de las reivindicaciones 7-13, caracterizado
ademas porque el sacarido contiene un grupo hidroxilo reactivo como
parte de su unidad de repeticion, el cual esta derivado parcialmente

por medio de un grupo amino en el enlazante.
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15. EIl método de la reivindicacién 14, caracterizado ademas
porque el sacarido es derivado parcialmente con quimica CDAP.

16. EI método de las reivindicaciones 7-13, caracterizado
ademas porque el sacarido incluye un grupo amino reactivo como
parte de su unidad de repeticion, el cual esta derivado parcialmente
por medio de un grupo carboxilo en el enlazante.

17. EI método de la reivindicacion 16, caracterizado ademas
porque el sacarido es derivado parcialmente con quimica de
condensacion por carbodiimida.

18. E! método de las reivindicaciones 7-13, caracterizado
ademas porque el sacarido incluye un grupo carboxilo reactivo como
parte de su unidad de repeticiéon, el cual esta derivado parcialmente
por medio de un grupo amino en el enlazante.

19. EIl método de la reivindicacion 18, caracterizado ademas
porque el sacarido es derivado parciaimente con quimica con
carbodiimida.

20. ElI método de las reivindicaciones 1-19, caracterizado
ademas porque en el paso b) la alicuota de carbodiimida, sacarido o
portador proteina se anade a una velocidad constante usando una
bomba.

21. EI método de las reivindicaciones 1-19, caracterizado
ademas porque en el paso b) la alicuota de carbodiimida, sacarido o
portador proteina se afiade por etapas durante el periodo.

22. EI método de la reivindicacion 21, caracterizado ademas

porque al menos un cuarto de la alicuota se anade durante la
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primera mitad del periodo, y al menos un cuarto de la alicuota
durante la segunda mitad del periodo.

23. El método de la reivindicacién 21 o 22, caracterizado
ademas porque la alicuota “a” se afnade en 4-100 etapas “s”.

24. El método de la reivindicacion 23, caracterizado ademas
porque a/s de la alicuota se afnade en cada etapa.

25. E! método de la reivindicacion 23 o 24, caracterizado
adémés porque si una etapa tiene lugar en el momento cero del
periodo “p", cada etapa subsiguiente tiene lugar en un momento que
es p/(s-1).

26. EI meétodo de las reivindicaciones 1-25, caracterizado
ademas porque el sacarido esta presente en una concentracion final
de 0.5-50 mg/ml en el paso b).

27. EI método de las reivindicaciones 1-26, caracterizado
ademas porque la proporcion inicial de portador proteina respecto un
sacarido es desde 5:1 hasta 1:5, desde 4:1 hasta 1:1, o desde 3:1
hasta 2:1 (p/p).

28. El método de las reivindicaciones 1-27, caracterizado
ademas porque la concentracion de sal, por ejemplo NaCl, presente
en el paso b) es de 0-2, 0.1-1 0 0.2-0.5 M.

29. El método de las reivindicaciones 1-28, caracterizado
ademas porque el portador proteina esta presente en wuna
concentracion final de 1-50 mg/ml en el paso b).

30. EI método de las reivindicaciones 1-29, caracterizado

ademas porque el pH de la reaccion en el paso b) se mantiene en un
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pH de 4.5-6.5, 4.7-6.0, o 5-5.5.

31. EI método de las reivindicaciones 1-29, caracterizado
ademas porque N-hidroxisuccinimida también esta presente en la
reaccion en el paso b), y el pH de la reaccion en el paso b) se
mantiene en 4.5-7.5.

32. ElI método de las reivindicaciones 1-31, caracterizado
ademas porque la temperatura de la reaccién en el paso b) se
mantiene a 4-37, 10-32, 17-30, o 22-27 °C.

33" El método de las reivindicaciones 1-32, caracterizado
ademas porque después de que la alicuota ha sido afadida toda en
el paso b) la reaccion se mantiene por otros 10 minutos hasta 72
horas, 20 minutos hasta 48 horas, 30 minutos hasta 24 horas, 40
minutos hasta 12 horas, 50 minutos hasta 6 horas, o 1-3 horas.

34. El método de las reivindicaciones 1-33, caracterizado
ademas porque una vez que esta terminada la reaccion el pH es
ajustado a 7.5-9.

35. ElI método de las reivindicaciones 1-34, que ademas
comprende un paso subsiguiente c), en donde el conjugado sacarido-
proteina es purificado en una columna para cromatografia por
exclusiéon de tamano.

36. EI meétodo de las reivindicaciones 1-35, que ademas
comprende un paso subsiguiente d), caracterizado ademas porque el
conjugado sacarido-proteina es filtrado de manera estéril.

37. EI método de las reivindicaciones 1-36, que comprende

un paso subsiguiente e), caracterizado ademas porque una dosis
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efectiva del conjugado sacarido-proteina se formula con un
excipiente aceptable farmacéuticamente para fabricar wuna
composicion inmunogénica o vacuna.

38. EI método de las reivindicaciones 1-37, caracterizado
ademas porque el sacarido es un sacarido capsular bacteriano, por
ejemplo derivado de una bacteria seleccionada de una lista que
consiste en: N. meningitidis serogrupo A, B, C, W135 o Y,
Streptococcus pneumoniae serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F o 33F,
Streptococcus Grupo B, grupo la, Ib, II, I, IV, V, VI, o VII,
Staphylococcus aureus tipo 5, Staphylococcus aureus tipo 8,
Salmonella typhi (sacarido Vi), Vibrio cholerae, o H. influenzae tipo
b.

39. EI método de las reivindicaciones 1-38, caracterizado
ademas porque el peso molecular promedio en peso del sacarido es
1000-2000000, 5000-1000000, 10000-500000, 50000-400000, 75000-
300000, o 100000-200000.

40. ElI método de las reivindicaciones 1-39, caracterizado
ademas porque el sacarido es un polisacarido natural o esta
dimensionado por un factor de no mas de x10 (por ejemplo mediante
microfluidizacién).

41. ElI método de las reivindicaciones 1-37, caracterizado
ademas porque el sacarido es un lipooligosacarido o lipopolisacarido
bacteriano, por ejemplo derivado de una bacteria seleccionada de

una lista que consiste en: N. meningitidis, H. influenzae, E. coli,
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Salmonella o M. catarrhalis.

42. EI método de las reivindicaciones 1-41, caracterizado
ademas porque el portador proteina contiene uno o mas epitopos T
auxiliares.

43. E! método de las reivindicaciones 1-42, caracterizado
ademas porque el portador proteina se selecciona del grupo que
consiste en: TT, DT, CRM197, fragmento C de TT, proteina D de H.
influenzae, PhtD neumocoéccico, y neumolisina neumococcica.

44, Un conjugado de sacarido-portador que se puede obtener
mediante el método de las reivindicaciones 1-43.

45. Una composicion inmunogénica o vacuna que se puede
obtener mediante el método de las reivindicaciones 1-43.

46. Uso de la composicion inmunogénica o vacuna de la
reivindicacién 44 en la fabricacion de un medicamento para la
prevencién o tratamiento de una enfermedad.

47. Meétodo para prevenir o tratar una enfermedad que
comprende el paso de administrar una dosis efectiva de |la
composicion inmunogénica o vacuna de la reivindicacién 45 a un
paciente que necesita de ello.

48. EI uso o método de la reivindicaciobn 45 o 46,
caracterizado ademas porque la enfermedad es causada por una
bacteria seleccionada de una lista que consiste en: N. meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, M. catarrhalis, Grupo B Streptococcus,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, E. coli, y

H. influenzae.
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