TITULO DE LA INVENCION

PROCESO MEJORADO PARA LA CONJUGACION Y CONJUGADOS SINTETICOS
DE OLIGOSACARIDO-PROTEINA NOVEDOSOS OBTENIDOS DEL MISMO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado de la conjugacién para
obtener conjugados sintéticos novedosos de oligosacaridos - proteinas (OS - PR). La
presente invencion también se refiere a nuevos conjugados de OS-PR sintéticos para la
preparacion de nuevas vacunas conjugadas en donde dichos oligosacaridos son

oligosacaridos sintéticos.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

Los oligosacaridos que corresponden a una pequefia fraccion de polisacaridos capsulares
bacterianos naturales son reconocidos por anticuerpos dirigidos contra antigenos de
polisacaridos nativos de alto peso molecular. Los oligosacaridos dan posibilidades
prometedoras como candidatos principales para, ya que no sélo son inmunogénicos, sino
también pueden funcionar como haptenos en sus conjugados de proteinas que pueden
producir anticuerpos especificos en modelos animales y en seres humanos. Los avances en
el campo de la investigacion bioldgica y tecnologia de vacunas sintéticas organicas de
nueva generacion han proporcionado ensamblaje quimico mas eficaz de los fragmentos de
oligosacaridos complejos en el laboratorio de sintesis organica que generalmente estan

disponibles en y se purifican a partir de la superficie de bacterias patogenas.

Los conjugados obtenidos a partir de polisacaridos naturales se han desarrollado con éxito
como vacunas humanas. Sin embargo, su uso esta asociado con problemas tales como la
variacion significativa en el tamafio y las propiedades de polisacaridos bacterianos, la
destruccion de caracteristicas inmuno-dominantes vitales durante la conjugacion quimica
con una proteina vehiculo, la visualizacion de heterogeneidad significativa en los
conjugados y la presencia de componentes altamente toxicos y otras impurezas de la célula
huésped que pueden ser dificiles de eliminar. La sintesis organica puede proporcionar

epitopos de hidratos de carbono con alta pureza y en cantidades relativamente grandes para
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la conjugacion controlada a una proteina portadora. En este enfoque, los sacéridos
sintéticos estan equipados con un separador artificial para facilitar la conjugacion selectiva

con una proteina portadora.

El advenimiento de las vacunas conjugadas contra enfermedades asociadas con
Haemophilus influenzae tipo b han abierto una nueva era en la vacunologia. Uno de los
principales hitos en el desarrollo de vacunas de nueva generacion es el desarrollo de
conjugados de proteina eficaces de fragmentos sintéticos del oligosacarido capsular de
Haemophilus influenzae tipo b en la prevenciéon de la meningitis infantil y otras
enfermedades. Las cuestiones clave relacionadas con el desarrollo de oligosacaridos
sintéticos y sus conjugados son multiples como el tamafo de epitopo, el nlimero de copias
de oligosacaridos por proteina en el conjugado, el posible efecto del espaciador en la
respuesta inmune, y la adecuada eleccion de la proteina portadora combinada con la

seleccion del modelo animal.

Teniendo en cuenta el hecho de que el oligosacarido sintético proporciona los compuestos
principales eficaces para la investigacion biologica, especificamente en el campo de la
tecnologia de vacunas, la investigacion significativa e curso para la preparacion de los
oligosacaridos sintéticos y sus conjugados de proteinas. Sin embargo, no existe un
protocolo general para la preparacion del oligosacarido de la importancia biologica. La
sintesis quimica de cada molécula conjugada principal es un proyecto de investigacion que
conlleva experimentacion larga y sistematica. El tiempo total de proceso documentado en la
técnica anterior desde la materia prima al producto tarda 20-24 horas. El rendimiento mas
bajo, menos estabilidad y menos pureza del oligosacarido convencional y su conjugado de
proteina son los principales motivos de preocupacién. Por lo tanto, hay una urgente
necesidad largamente sentida de tener conjugados sintéticos de oligosacaridos-proteinas
con una mayor estabilidad acoplados con homogeneidad y un proceso de conjugaciéon OS-
PR sintética eficiente para obtener tales vacunas conjugadas sintéticas con un mejor
rendimiento, estabilidad y pureza. La asequibilidad y la disponibilidad de las vacunas

conjugadas sintéticas es un problema importante que requiere un proceso que permite la



disponibilidad de vacunas conjugadas sintéticas de una manera efictiva en cuanto a tiempo

y eficaz en costo.

OBJETO DE LA INVENCION

Con el fin de obviar los inconvenientes del estado de la técnica actual, el objeto principal de
la presente invencidon es proporcionar un procedimiento mejorado de conjugacion para

obtener conjugados sintéticos novedosis de oligosacaridos-proteinas (OS-PR).

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento mejorado de
sintesis de conjugacion OS-PR en el que dicho proceso permite mayor rendimiento, mayor

pureza y mayor estabilidad de los conjugados de oligosacaridos-proteinas.

Sin embargo, otro objetivo de la presente invencidén es proporcionar un procedimiento
mejorado de conjugacion sintética de OS-PR en donde dicho proceso es rapido y

conveniente para la conjugacion de dicho oligosacarido y proteina portadora.

Sin embargo, otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar un procedimiento
mejorado de costo efectivo de conjugacion sintética OS-PR para obtener conjugados

asequibles de oligosacaridos-proteinas.

Sin embargo, otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar nuevos conjugados

sintéticos de OS-PR para la preparacion de nuevas vacunas conjugadas.

Sin embargo, otro objetivo de la presente invencion es proporcionar nuevos conjugados

sintético OS- PR en donde los oligosacaridos son oligosacaridos sintéticos.



Sin embargo, otro objetivo de la presente invencion es proporcionar conjugados sintéticos
OS-PR en el que dichos conjugados de oligosacaridos-proteinas provocan respuesta inmune

especifica y homogénea.

Sin embargo, otro objetivo de la presente invencion es proporcionar nuevos conjugados
sintéticos OS- PR para la preparacion de nuevos conjugados sintéticos basados en
oligosacéridos utilizados ya sea como vacunas monovalentes o como vacunas de

combinacion, y también como herramientas de diagnostico.

RESUMEN DE LA INVENCION

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento mejorado de la
conjugacion para obtener nuevos conjugados OS-PR sintéticos. El proceso de la
conjugacion sintética OS-PR de presente invencidon es un proceso rapido que proporciona
conjugados OS-PR que producen respuestas inmunes altas, monoespecificas y homogéneas.
Los conjugados producidos de este modo dan resultados reproducibles que mejoran la

fiabilidad de las vacunas y diagnosticos basados en estos conjugados.

Los nuevos conjugados OS-PR sintéticos obtenidos con el proceso de la presente invencion

producen nuevas vacunas conjugadas basadas de oligosacaridos sintéticos.

Dichos conjugados sintéticos son sintéticos porque la parte de oligosacarido de los
conjugados OS-PR sintéticos es un oligosacarido sintético, mientras que la proteina

portadora se obtiene a partir de bacterias gram positivas.

La presente invencion implica la seleccion de una longitud adecuada de oligosacarido
sintético, preferiblemente tetramero y octamero de oligosacéarido (oligobmero de aqui en

adelante), que se modifica para la conjugacion con la proteina. La modificacion comprende



las etapas de adicion de un enlazador a ese oligdbmero, la activacion de dicho oligobmero
usando un agente de tiolacion seguido de la purificacion de dicho oligémero activado (es
decir oligébmero tiolado). Por otra parte, una proteina bacteriana adecuada, preferiblemente
pero no limitado a toxoide tetanico, se modifica por la activacion. El citado oligdbmero

tiolado se conjuga con dicha proteina bacteriana activada.

El enlazador incorporado en dicho oligdbmero proporciona el grupo amino (-NH2) en el
extremo terminal de dicho oligémero. El dicho grupo amino terminal (-NH2) es facilmente
disponible para la activacion con el agente de tiolacion. El agente de tiolacion se selecciona
de un grupo de reactivos tales como, pero no limitado a &cido tioacético y S-acetiltioacetato
de N-succinimidilo (SATA), preferiblemente SATA. El compuesto sulfhidrilado se trata
después con nucleofilo seleccionado del grupo de agentes reductores para obtener el
oligdbmero activado que luego se purifica. El ensayo se lleva a cabo para determinar las

unidades de tiol por unidades de oligosacaridos.

Dicha proteina se activa usando un agente reticulador tal como el éster de N-(beta-
maleimido propiloxy) succinimida (BMPS). Dicho oligosacérido activado y dicha proteina
activada se mantienen en ciertas condiciones experimentales, tales como temperatura

especifica para el momento especifico para la conjugacion.

La quimica de conjugacion de dicho conjugado de oligosacarido-proteina de la presente

invencion es el enlace tio-éter.

La presente invencion proporciona la conjugacion sintética en la que el tiempo de proceso
completo esta en el intervalo de 14-22 horas. La presente invencion no requiere la purga de
nitrogeno y utiliza los reactivos para los cuales no se requieren habilidades especiales de

manipulacion, con lo que se hace el proceso conveniente y rentable.



La presente invencion proporciona los conjugados sin ninguna modificaciéon de la
estructura oligomérica precursora, manteniendo asi todos los epitopos intactos para generar

la respuesta inmune natural.

La relacion de oligosacaridos y proteinas tiene un papel critico en la generacion de la
respuesta inmune. La presente invencion proporciona la obtencion de una mayor carga de
oligosacaridos en la proteina para obtener una relacion OS:PR deseada entre 0,2 y 0,5 para
Haemophilus influenzae tipo b (Hib) y meningitidis Neisseria serogrupos A, C, Y, W135 o
X (MenA, MenC, MenY, MenW o MenX, respectivamente). El rendimiento global de la
conjugacion del conjugado de oligosacarido-proteina es de aproximadamente 45% a 65%
para Hib y 21% a 48% para los serogrupos MenA/C/Y/ W/X. La presente invencion
también utiliza N- succinimidil S-acetiltioacetato (SATA) para la activacion de oligomeros.
SATA es soluble en sulfoxido de dimetilo (DMSO) y permite una rapida mezcla de
oligosacarido con el agente de tiolacion en buffer, facilitando asi el proceso. La presente
invencion también proporciona el proceso de conjugacion sintética en el que la purificacion
de un solo paso se lleva a cabo, lo que reduce los pasos en el proceso, resultando en un

mejor rendimiento y tiempo de proceso menor.

El procedimiento mejorado de la presente invencion es util para la preparacion de una serie
de conjugados utiles en la preparacion de vacunas. Unos pocos ejemplos no limitantes de
tales conjugados OS- TT son conjugado Hib-TT, conjugado MenX-TT, conjugado MenC-
TT, conjudado MenA-TT, conjugado MenW-TT, conjugado MenY-TT, conjugado Hib-
CRM197, conjugado MENX -CRM197, conjugado MenC-CRM197, conjugado MenA-
CRM197, conjugado MenW-CRM197, conjugado MenY-CRM197. La vacuna se puede

preparar ya sea como vacuna unica o como vacunas de combinacion.

De los muchos ejemplos en los que puede utilizarse el proceso de sintesis de conjugacion
OS-PR, en un ejemplo no limitativo, dicho oligbmero preparado sintéticamente estd ligado
con el enlazador de hexailamina y activado usando (N-succinimidil S-acetiltioacetato

(SATA), en el que dicho SATA se disuelve en sulfoxido de dimetilo (DMSO). El



oligosacarido sulthidrilado asi obtenido se somete a condiciones predeterminadas por un
periodo determinado a una tasa de flujo muy baja y luego se purifica. Dicho oligdmero
purificado luego se concentra y se hace reaccionar con al menos un nucleofilo tal como

hidrocloruro de hidroxilamina para obtener el oligosacarido tiolado.

Una solucién de éster de N-(beta-maleimido propiloxy) succinimida en N-metil-2-
pirrolidona (NMP) se mezcla con una proteina portadora ej., toxoide de tétanos (TT)
(obtenido a partir de Clostridium tetani) o CRM197 (mutante de reacciéon cruzada o
mutante no téxico de la toxina diftérica y también se conoce como CRM en la memoria
descriptiva) y se mantuvo en condiciones predeterminadas durante un periodo fijo. La
mezcla de reaccion de dicha proteina portadora activada a continuacion se purifica y

recolecta.

La proteina portadora esterificada o activada y dicho oligdbmero tiolado se mezclan y se
incuban durante la noche a condiciones predeterminadas. El volumen de conjugado de
oligdbmero-proteina se purifica utilizando filtros de ultracentrifugacion u otros dispositivos

de exclusion por tamafio ej., cromatografia de filtracion en gel.

El resultado mas importante del proceso mejorado de la presente invencidn es proporcionar
conjugados de oligosacaridos-proteinas tales como, pero no limitados a a conjugados
MenA-TT, MenC-TT, MenX-TT, MenY-TT, MenW-TT, Hib-TT a partir de conjugacién
OS-PR sintética con resultados reproducibles. Dicho conjugado de oligosacarido-proteina
produce la respuesta inmune especifica y homogénea y es util en la produccion de vacunas

monovalentes o vacunas de combinacion multivalentes y como herramienta de diagnostico.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig-1 ilustra colectivamente la representacion esquematica de las estructuras de

oligdbmeros sintéticos de diferentes serogrupos meningococales. Fig la: Men A, Fig 1b:

7



MenC, Fig lc: MenY, Fig 1d: MenW 35 y la figura le: MenX con amina terminal que

contiene enlazador.

La Fig. 2A ilustra una representacion esquematica del proceso de activacion de oligdmeros

para generar el grupo tiol terminal reactivo.

La Fig. 2b representa un diagrama esquematico que muestra la activacién de la proteina

portadora para generar el grupo maleimida reactivo frente a tioles.

La Fig. 2c representa un diagrama esquematico que muestra la conjugacion del oligdmero

sintético tiolado a la proteina portadora marcada con maleimida a través de enlace tio-éter.

Las Figs 3a y 3b representan el perfil pico HP-SEC de oligdmero conjugado (MenC)4 o
(MenC) g en comparacion con la proteina activada (TT & CRM), como se observa en el

detector UV/PDA Waters.

La Fig. 3c representa el perfil pico HP-SEC del tetramero Hib conjugado en comparacion

con la proteina activada, como se observa en el detector UV/PDA Waters.

La Fig. 3d representa el perfil pico HP-SEC del tetramero MenX conjugado en

comparacion con la proteina activada, como se observa en el detector UV/PDA Waters.

La Fig. 4 representa las propiedades antigénicas in vitro del conjugado (MENX), y
(MENX)4-TT como se muestra en términos de porcentaje de inhibicidon de los anticuerpos

generados contra polisacarido MenX bacteriano.



La Fig. 5a ilustra la respuesta inmunoldgica con respecto a concentraciones séricas de IgG
anti-MenC en ratones albinos Swiss despuésn de 1,2 y 3 dosis de conjugados MenC

sintéticos segun se estim6 mediante ELISA.

La Fig. 5b ilustra la respuesta inmunologica después de 3 dosis en relacion con titulos del

ensayo bactericida en suero anti- MenC para conjugados (MenC)s-TT.

La Fig. 5c ilustra la respuesta inmunolégica después de 3 dosis en relacion con titulos del

ensayo bactericida en suero anti- MenC para conjugados (MenC)g-TT.

La Fig. 5d representa las respuestas inmunoldgicas con respecto a la respuesta IgG anti-
MenX estimada por ELISA en suero y titulos bactericidas séricos después de 3 dosis de

conjugados sintéticos (MENX)-TT en ratones albinos suizos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION CON ILUSTRACIONES Y
EJEMPLOS

En consecuencia, la presente invencion proporciona un procedimiento mejorado de
conjugacion para la preparacion de conjugados sintéticos de oligosacaridos-proteinas utiles

en la preparacion de vacunas.

Unos pocos ejemplos no limitantes de tales conjugados son conjugado Hib-TT, 30
conjugado MenX-TT, conjugado MenC-TT, conjugado MenA-TT, conjugado MenW-TT,
conjugado MenY-TT, conjugado Hib-CRM197, conjugado MenX-CRM197, conjugado
MenC-CRM197, conjugado MenA-CRM197, conjugado MenW- CRM 197, conjugado
MenY-CRM 197. La vacuna se puede preparar ya sea como vacunas monovalentes o como

vacunas de combinacion.



La presente invencion implica la seleccion de un oligbmero sintético adecuado,
preferiblemente tetrdmero oligosacarido y octamero, el oligosacarido sintético que
comprende al menos un enlazador amino terminal incorporado, dicho oligosacarido
sintético imita el polisacarido natural obtenido a partir de bacterias gram negativas tales
como meningitidis Neisseria serogrupo A, C, Y, WI135, X (Fig. la, b, Ic, Id, le) y
Haemophilus influenzae con enlazador amino terminal (-NH2). Dicho grupo amino
terminal (-NH2) es facilmente disponible para la activacion con el agente de suflhidrilate.
El agente sulthidrilante que facilita la conversién del enlazador amino terminal al grupo
sulfhidrilo, se selecciona de un grupo de reactivos tales como, pero no limitados a,
anhidrido acético, cloruro de acetilo, tiolactona de N-acetilhomocisteina, tiolactona de
homocisteina, acido tioacético y N-succinimidil S-acetiltioacetato (SATA), preferiblemente
SATA. SATA se disuelve en dimetilsulfoxido (DMSO) y se agita con la solucion de dicho
oligosacarido sintético durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
aplica luego a cromatografia de filtracién en gel, equilibrada con buffer HEPES pH ~ 7.5
para eliminar cualquier SATA sin reaccionar. Dicho oligomero modificado por SATA se
mezcla a continuacion a temperatura ambiente durante 2 horas con nucledfilos
seleccionados de un grupo de agentes reductores, preferiblemente hidrocloruro de
hidroxilamina para facilitar la conversion del grupo sulfhidrilo al grupo tiol reactivo (Fig.
2a). La determinacion del contenido de oligosacaridos se lleva a cabo para MenC, Y y W
mediante el ensayo Resorcinol, para MenX y A mediante el ensayo de Chen y para Hib
mediante el ensayo Orcinol. El contenido de Tiol (-SH) se determina mediante el ensayo
Ellman para todos los tipos de oligdbmeros. El grado (%) de tiolaciéon se determina
dividiendo la concentracion de tiol mediante la concentracion de oligdbmero sobre una base

molar.

Una proteina portadora bacteriana adecuada, preferiblemente pero no limitada a toxoide
tetanico (TT) y mutante de reaccion cruzada (CRM197 o simplemente CRM) o su version
recombinante se activa para generar el grupo funcional de maleimida reactiva. Dicha
proteina portadora se activa mediante un reticulador heterobifuncional alifatico

preferiblemente pero no limitado a éster de N-(beta-maleimido propiloxi) succinimida
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(BMPs). Dicha proteina portadora por ejemplo, TT y CRM197 en buffer HEPES pH ~ 7,6
y mezclada a temperatura ambiente con dicha solucion de BMPs en N-metil-2-pirrolidona
(NMP) durante 2 horas. La mezcla de reaccion de dicha proteina portadora luego se lava 6-
7 veces con buffer PBS pH ~ 6.8 a través de filtros centrifugos de corte adecuados (Fig.
2b). El contenido de proteina de dicha proteina portadora activada se determina por el
método de Lowry utilizando BSA como estandar. El contenido de maleimida se estima
indirectamente mediante el ensayo de Ellman, donde la proteina portadora marcada con
maleimida primero se hace reaccionar con una cantidad conocida de p-mercaptoetanol y el
p-mercaptoetanol sin reaccionar se analiza por DTNB. El nimero de grupos de maleimida
por unidad de proteina portadora se calcula utilizando la concentracién molar de la proteina

portadora y la concentracion molar de la maleimida.

El oligosacarido tiolado seleccionado del grupo de bacterias gram negativas tales como
meningitidis Neisseria serogrupo A, C, Y, W135, X y Haemophilus influenzae tipo b en
buffer HEPES pH ~ 7.5 y dicha proteina portadora activada marcado con maleimida
selecciona del toxoide tetdnico (TT ) y el mutante de reaccion cruzada (CRM197) en buffer
PBS pH ~ 6.8 se mezclan juntos para la conjugacion. La mezcla de reaccion que tiene un
pH en el rango de 6.5 a 7.5 se agita suavemente durante la noche, preferiblemente a 2-8 °C,
aunque esto se puede llevar a cabo a temperatura ambiente. El conjugado crudo se purifica
por lavado 6-7 veces con buffer MES pH ~ 6.5 a través de filtros centrifugos de 50 kD de
corte para eliminar el oligobmero no conjugado y las impurezas como clorhidrato de
hidroxilamina sin reaccionar. Los conjugados purificados de oligosacéaridos-proteinas se
filtran a través de filtros de 0.2 p y se almacenan a 2-8 °C hasta su uso (figura 2c.). La
quimica de conjugacion de dicho conjugado de oligosacarido-proteina de la presente

invencion es el enlace tio-éter.

Los conjugados de oligosacérido-proteina obtenidos de dicho proceso mejorado de
conjugacion se caracterizan ademas para analisis fisicoquimico tales como el contenido de
proteinas, contenido de oligosacaridos, relacion de proteina oligosacarido, el contenido de
oligosacéarido libre por procedimientos estandar. Los conjugados se analizan por
cromatografia de exclusion por tamafio de alto rendimiento (HP-SEC) para observar la

conversion de los reactivos en el conjugado y la distribucion de tamafio molecular (Fig. 3a,
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3b, 3c, 3d). Se realizan estudios para probar antigenicidad (Fig. 4) y la inmunogenicidad
animal de los conjugados de oligosacaridos-proteinas obtenidos de este modo ( Fig. 5a, 5b,

5c¢, 5d).

La presente invencion proporciona la conjugacion sintética en la que el tiempo de proceso
completo esta en el intervalo de 14-22 horas. La presente invencion no requiere la purga de
nitrogeno y utiliza los reactivos para los cuales no se requieren habilidades especiales de

manipulacion, con lo que se hace el proceso conveniente y rentable.

La presente invencion proporciona los conjugados sin ninguna modificacion de la
estructura oligomérica precursora, manteniendo asi todos los epitopos intactos para generar
la respuesta inmune natural. La presente invencion también proporciona el proceso de
conjugacion sintética en el que la purificacion de un solo paso se lleva a cabo, lo que reduce

los pasos en el proceso, resultando en un mejor rendimiento y tiempo de proceso menor.

El resultado mas importante del proceso mejorado de la presente invencidn es proporcionar
un conjugado de oligosacarido-proteina tales como, pero no limitado a conjugado Hib-TT,
conjugado MenX-TT, conjugado MenC-TT, conjugado MenA-TT, conjugado MenW-TT,
conjugado MenY-TT, conjugado Hib-CRM197, conjugado MenX-CRM197, conjugado
MenC-CRM 197, conjugado MenA-CRM 197, conjugado MenW-CRM 197, conjugado
MenY-CRM197 a partir de la conjugacion sintética de OS-PR con resultados reproducibles.
Dichos conjugados de oligosacaridos-proteinas producen la respuesta inmune especifica y
homogénea y son futiles en la produccion de vacunas monovalentes o vacunas de

combinacion multivalentes y como herramienta de diagnostico.
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Ejemplo 1: La activacion y el analisis de oligdmero (MenA, MenC, MenY, MenW,

MENX y Hib) para generar el grupo funcional tiol reactivo

La solucion de oligosacarido sintético a la concentracion de 10 mg / ml en tampén HEPES
0,1 M que contiene NaCl 0,15 M, EDTA 10 mM, pH 7,5, se ha mezclado con una solucién
de un exceso molar de 2,5 veces de éster de N-hidroxisuccinimida del acido S-
acetiltioglicolico ( SATA) en dimetilsulfoxido. La solucion ha sido agitada suavemente
durante 1 hora a temperatura ambiente. E1 SATA reacciona con la amina presente en la
cadena de engarce de los oligomeros sintéticos para formar un intermedio acetilado para la
generacion de grupos tiol reactivos en la segunda etapa de reaccion. La mezcla de reaccion
se ha aplicado a cromatografia de filtracion en gel sobre una columna de Sephadex G-10
(GE Healthcare) (volumen de lecho de 20 a 30 ml), equilibrada con tampén HEPES 0,1 M
que contiene NaCl 0,15 M, EDTA 10 mM, a pH 7,5 para eliminar cualquier SATA sin
reaccionar. El oligdbmero que reacciond que se ha recogido en 4,0 ml de eluyente en el
modo isocratico usando tampon equilibrado, que se ha concentrado posteriormente a 500
pi. El oligdbmero modificado con SATA asi obtenido ha sido mezclado con una solucion de
hidrocloruro de hidroxilamina en una concentracion de aproximadamente 35 exceso molar
de oligdbmero tiolado en tampoén HEPES 0,1 M que contiene NaCl 0,15 M, EDTA 10 mM,
a pH 7,5. Después de 2 horas la mezcla a temperatura ambiente, el oligdémero tiolado se ha
almacenado a - 20 °C hasta su uso posterior. El diagrama esquematico de la activacion del
oligdbmero se muestra en la Fig. 2a. Dos anomeros diferentes de tetramero MenX se usaron
es decir, un andémero alfa (aXTM) y andémero beta (pXTM) para la activaciéon y

conjugacion.

El oligdmero activado es luego purificado y analizado para el contenido de oligosacaridos y

el contenido de tiol.

Para MenC, MenY y MenW el contenido de oligosacaridos se ha determinado mediante el
ensayo de resorcinol utilizando acido N-acetil neuraminico (NANA) como un estandar,
para MenA y MenX por el ensayo de Chen utilizando fésforo como un estandar y Hib
mediante el ensayo de Orcinol usando ribosa como una estandar. El contenido de tiol (SH)
se ha determinado mediante el ensayo de Ellman. El porcentaje de tiolacion se obtiene

dividiendo la concentracidon de tioles mMolar por la concentracion mMolar de oligdomero.
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Unos resultados representativos de experimentos de activacion de oligbmeros se

proporcionan en la Tabla 1, 2, 3 y 4.

Tabla 1: La activacion de tetramero sintético de MenC (MenC)4 para generar grupo tiol

reactivo
Sr. Lote No de -SH/(Hib), % de recuperacion de
(MenC), tiolado (mol/mol) (MenC),
(Escala de reaccion)
1 CTMO001 0.66 56 (8 mg)
2 CTMO002 0.43 87 (5 mg)
3 CTMO003 0.63 58 (5 mg)
4 CTMO004 0.66 62 (10 mg)
5 CTMO005 0.55 70 (10 mg)
6 CTMO006 0.60 86 (7 mg)
7 CTMO007 0.56 70 (7 mg)
8 CTMO008 0.60 70 (7 mg)
9 CTMO009 0.67 55 (15 mg)
10 CTMO10 0.60 70 (9 mg)

Tabla 2: Activacion de octamero sintético de MenC (MenC)g para generar grupos tiol

reactivos

Sr. Lote No de | -SH/(OS), % de recuperacion (MenC)g
(MenC)g tiolado (mol/mol) (Escala of reaccion)

1 COMO001 0.74 70 (9.5 mg)

2 COM 002 0.72 69 (16mg)

3 COM 003 0.88 64 (9mg)

4 COM 004 0.62 56 (9mg)

5 COM 005 0.31 60 (18mg)

6 COM 006 0.43 40 (25mg)

7 COMO007 0.58 77(9 mg)

8 COM 008 0.64 70 (9mg)

9 COM 009 0.58 66 (9mg)

10 COMO10 0.68 49 (34mg)

11 COMO11 0.57 73 (10mg)
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Tabla 3: Activacion de tetramero sintético de MENX (MENX), para generar el grupo tiol

reactivo

Sr. Lote No de (MenX), | -SH/(OS)4 % de recuperacion de
tiolado (mol/mol) (MenX)4 (Escala de Reaccion)

1 BXTMO001 0.92 70 (5mg)

2 BXTMO002 0.72 65 (8.5mg)

3 aXTMOOI 0.70 76 (15mg)

4 aXT M 002 0.54 83 (18.5mg)

5 aXT M 003 0.64 89 (18mg)

Tabla 4: Activacion de tetramero sintético de Hib (Hib), para generar grupo tiol reactivo

Sr. Lote No de (Hib)4 | -SH/(OS)4 % de recuperacion de (Hib),
tiolado (mol/mol) (Escala de Reaccion)

1 HTMO001 0.92 70 (Smg)

2 HTM002 0.72 65 (8.5mg)

3 HTMO003 0.70 76 (15mg)

4 HTMO004 0.54 83(18.5m g)

5 HTMO005 0.64 89 (18mg)

6 HTMO006 0.83 80(10 mg)

7 HTMO007 0.81 80 (10 mg)

El proceso de activacion del oligomero resulta en oligosacaridos sintéticos activados con
enlazador terminal de amina. Fig. 1 colectivamente como la Fig. Ia, Ib, Ic, Id, le representa
diferentes serogrous meningocdcica sintético con enlazador de amina terminal utilizado
para la preparacion de diferentes conjugados oligoméricos de proteinas por conjugacion

quimica de tioéter.

Ejemplo 2: La activacion y el analisis de TT para generar el grupo funcional

maleimida reactiva

El toxoide tetanico (TT) ha sido tomado a una concentracion de 20 mg / ml, (0.133mMolar)
en tampén HEPES 0,1 M, a pH 7,6 y se hace reaccionar con 7,2 mg de N- beta-
Maleimidopropiloxi) succinimida éster (BMPs) (27 mMolar) en l-metil-2-pirrolidinona.

Después de 2 horas de mezcla a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se ha lavado
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6-7 veces con tampon de PBS 0,1 M que contiene NaCl 0,15 M, EDTA 5 mM, a pH 6,8 a
través de filtros centrifugos de corte50 kD. EI TT Activado se ha recogido en un volumen
de 0,5 ml en tampén de PBS 0,1 M que contiene NaCl 0,15 M, EDTA 5 mM, a pH 6,8 y se
utiliza posteriormente para la conjugacion en el ejemplo 4. El diagrama esquematico para el

proceso de activacion de TT se muestra en la Fig. 2b.

La proteina activada se analizo para conocer el contenido de proteina y contenido de
maleimida. El contenido de proteina del TT activado se ha determinado por el método de
Lowry utilizando BSA como estandar; y el contenido de maleimida se ha estimado
indirectamente mediante el ensayo de Ellman, donde el TT etiquetado con maleimida ha
sido el primero en hacrse reaccionar con una cantidad conocida de p-mercaptoetanol y el
(3-mercaptoetanol sin reaccionar ha sido analizado por DTNB. El nimero de maleimidas
por molécula de TT se calcula por la concentracion Molar de TT y maleimida. Los datos

para el analisis del TT activado se dan en la Tabla 5.

Tabla 5: activacion de la proteina (toxoide tetanico) para generar un grupo maleimida

reactivo.
Lote no. TT etiquetado con | Maleimida/TT % de recuperacion de
maleimida (mol/mol) (Escala de Reaccion)
Lote 1 38 74(10 mg)
Lote 2 41 95 (20 mg)
Lote 3 35 98 (20 mg)
Lote 4 38 91 (20 mg)
Lote 5 35 88 (20 mg)
Lote 6 39 80 (20 mg)
Lote 7 35 80 (20 mg)
Lote 8 32 80 (20 mg)

Ejemplo 3: La activacion de CRM197 para generar el grupo funcional maleimida

reactivo

CRM197 se ha tomado a una concentracion de 25 mg (0.24mMolar) en 1,8 ml de 0,1 M de
tampon HEPES, a pH 7,6 y se hace reaccionar con 2,6 mg de N-(beta- Maleimidopropiloxi)

succinimida éster (BMPs) (3,7 mMolar) en 1-metil-2-pirrolidinona. Después de 2 horas de
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mezcla a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion 15 se ha lavado 6-7 veces con
tampon de PBS 0,1 M que contiene NaCl 0,15 M, EDTA 5 mM, a pH 6,8 a través de filtros
centrifugos de 10 kD de corte. La proteina activada que se ha recogido en un volumen de
0,5 ml en tampdn de PBS 0,1 M que contiene NaCl 0,15 M, EDTA 5 mM, a pH 6,8 y se ha
utilizado posteriormente para la conjugacion. La proteina activada ha sido probada para
conocer el contenido de proteina total por el método de Lowry y para el contenido de
maleimida por el ensayo de Elman para determinar los grupos maleimida por molécula de

CRM. Los datos para el analisis de CRM 197 activada se proporcionan en la Tabla 6.

Tabla 6: activacion de CRM197 para generar grupo maleimida reactivo.

Lote no. CRM etiquetado | Maleimida/ CRM | % de recuperacion de
con maleimida (mol/mol) (Escala de Reaccion)
CRM-001 M 10 59 (2.7 mg)

CRM-002M 20 32 (24mg)

CRM-003M 14 53 (9mg)

CRM-004 M 10 56 (9mg)

CRM-005M 17 42 (10mg)

CRM-006M 15 61 (11 mg)

Ejemplo 4: Conjugacion del oligomero activado (Hib, MenA, MenC, MenY, MenW y
MENX) con la proteina activada (TT o CRM) a través de un enlace tioéter

El oligomero tiolado del ejemplo 1 en tampon de HEPES 0,1 M que contiene, NaCl 0,15
M, EDTA 10 mM, a pH 7,5, a una concentraciéon de 10 mg / ml se ha mezclado con la
recién preparada ~ 10 mg / ml de TT o CRM marcado con maleimida en PBS0,1 M, NaCl
0,15 M, EDTAS mM, a pH 6,8. La mezcla de reaccion a un pH de 6.5 a 7.5
(preferiblemente 7,0) se ha mantenido en agitacion suave durante toda la noche,
preferiblemente a 2-8 °C, la agitacion se puede llevar a cabo a temperatura ambiente
también. El conjugado crudo se ha purificado mediante el lavado 6-7 veces con tampdn de
MES 0,05 M que contiene NaCl 0,2 M a pH 6,5 a través de los filtros centrifugos de 50 kD
de corte para eliminar los oligdbmeros no conjugados e impurezas como clorhidrato de

hidroxilamina sin reaccionar. Los conjugados finales purificados se han filtrado a través de
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filtros de 0,2 g y se almacenan a 2-8 °C hasta su uso. El diagrama esquematico de la

conjugacion se muestra en la figura 2 (2c).

Ejemplo 5: Analisis fisicoquimico del oligdmero conjugados MenC 20 obtenido en el

ejemplo 4

Los conjugados [MenC]s y [MenC]s se han probado para conocer el contenido de proteina
mediante el ensayo de Lowry usando 0,25 mg / ml de BSA como estandar y el contenido de
oligébmeros por el ensayo de acido sidlico usando 0,5 mg / ml de acido N-acetil neuraminico
(NANA) como estandar. La proporcion de proteina de los oligosacaridos se ha calculado
matematicamente mediante base p/p. La cantidad de OS libre ha sido evaluada después de
la precipitacion con desoxicolato de sodio. A 900 upl de muestra de conjugado
(aproximadamente 100 g de contenido OS), 80 pl de solucion acuosa desoxicolato de sodio
1% p/v, pH 6,8 £ 0,2 se ha agregado. La mezcla de reaccion 5 se ha mantenido a 2-8 °C
durante 30 minutos, se han afiadido 50 pl de HCI 1 N, y la muestra se ha centrifugado a
6000 xg durante 15 minutos. El sobrenadante se recogi6 y el contenido de sacarido libre fue
estimado por el ensayo de resorcinol (Tabla 7, 8, 9). El perfil de los picos HPSEC de los
conjugados se han comparado con el perfil de pico HPSEC del pico de proteina, en el
detector UV para confirmar la conversion de toda la proteina a un conjugado en un PWXL
TSKgel 4000 (7,8 X 300 mm, tamafo de particula 7 m, TOSOH ) y TSKgel 3000 PWXL
(7,8 X 300 mm, tamafio de particula 7 m, TOSOH) en serie con columna de proteccion
TSKgel PWXL (6,0 X 40 mm, TOSOH). La fase movil es NaNOs 0,1 M, a pH 7,2, a un
caudal de 1,0 ml/min en el modo isocratico durante 30 min. El volumen de columna vacio
total se ha determinado con dextrano, PM 50, 00,000-400, 00.000 (HI-MEDIA) y el 6xido
de deuterio (D,0, Merck), respectivamente. Los picos de las proteinas y conjugados que se
han detectado a 280 nm se muestran en la Fig. 3a y 3b. Los datos de caracterizacion de
varios lotes de conjugados (MenC)4-TT, conjugados (MenC)s-TT, conjugados (MenC)s &
s-CRM se proporcionan en la Tabla 7, 8 y 9.
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Tabla 7. Caracterizacion de varios lotes de conjugados (MenC)4-TT

Lote No. Proporcion | OS  Libre | Rendimiento
Conjugado Mezcla de Reaccion OS/TT en el | del
(MenC)4-TT TT marcado | (p/p) conjugado | conjugado
(MenC); | con purificado | OS (%)
tiolado maleimida (%)
(mg) (mg)
CTM-TT001 | 18 2.0 0.24 <2.0 20
CTM-TT002 4.3 4.0 0.25 <2.0 21
CTM-TT003 | 2.8 5 0.25 <2.0 32
CTM-TT004 4.2 8.2 0.28 <2.0 47
CTM-TT005 | 2.0 3.5 0.23 <2.0 38
CTM-TT006 3.8 12.8 0.28 5.9 39
CTM-TTO007 3.1 11 0.20 <2.0 39
CTM-TT008 2.9 8 0.25 9.9 35
CTM-TT009 5.5 12 0.22 <2.0 34
CTM-TT010 6.0 8 0.23 <2.0 24
CTM-TTO11 22.7 20 0.26 <2.0 22
CTM-TT012 20.8 15 0.31 2.2 20
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Tabla 8. Caracterizacion de varios lotes de conjugados (MenC)s-TT

Lote No. | Mezcla de Reaccién Proporcion | OS Libre en | Rendimiento
Conjugado TT marcado | OS/TT el conjugado | del conjugado
(MenC)s-TT (MenC)g | con (p/p) purificado OS (%)
tiolado maleimida (%)
(mg) (mg)
COM- 6.67 10 0.22 <2.0 33
TTO001
COM- 5 5 0.30 <2.0 28
TT002
COM- 3 6.1 0.21 <2.0 31
TT003
COM- 3 4 0.28 <2.0 29
TT004
COM- 5.78 5.8 0.29 <2.0 21
TT005
COM- 10.8 5.0 0.45 <2.0 28
TT006
COM- 10 9.0 0.33 <2.0 28
TT007
COM- 6.9 7.4 0.34 <2.0 37
TT008
COM- 6.3 3.2 0.30 <2.0 21
TT009
COM- 59 3.6 0.37 <2.0 22
TT010
COM- 16.6 16 0.42 2% 25
TTO11
COM- 7.3 7.5 0.41 <2.0 40
TT012
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Tabla 9: Caracterizacion de varios lotes de conjugados (MenC)y ¢ s-CRM

(MenC)- CRM | Mezcla de reaccion OS/TT (p/p) OS Libre | Rendimient
Conjugado CRM en el o del
marcado conjugado | conjugado
(MenC) con purificado | OS (%)
tiolado maleimida (%)
(mg) (mg)
(MenC),- 63 6.7 0.26 <2.0 25
CRM
(MenC)y- ‘o 4.8 0.36 <2.0 2
CRM

Ejemplo 6: Analisis fisicoquimico de los conjugados de Hib obtenidos a partir del

Ejemplo 4

El contenido de proteina del conjugado purificado se ha determinado mediante el ensayo de
Lowry usando BSA 0,25 mg / ml como estandar, el contenido total de Hib mediante el
ensayo de orcinol usando D-ribosa 0,2 molar como estdndar y la relaciéon de Hib a la
proteina se ha calculado matematicamente. El contenido de oligosacaridos libres se ha
determinado en el sobrenadante después de la precipitacion con desoxicolato 1% (DOC)
como se hizo en el ejemplo anterior. Los datos de caracterizacion de varios lotes de
conjugados (Hib)4-TT se proporcionan en la Tabla 10. Los conjugados (Hib)s-TT han sido
analizados por HP-SEC, en comparaciéon con TT modificado utilizado para la conjugacién
como se hizo en el ejemplo anterior para confirmar la conclusién de la conversion de una

proteina (TT o CRM) a un conjugado se muestra en la Fig. 3c.
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Tabla 10. Caracterizacion de varios lotes de conjugados (Hib)4-TT

Conjugado Mezcla de Reaccion Proporcion Hib Libre | Rendimiento
(Hib),- TT Hib/Proteina en el | en el
(Hib), TT marcado (p/p) conjugado Conjugado
Tiolado (mg) | con purificado | PRP (%)

maleimida %)
(mg)

Lote 1 1.5 32 0.30 6.6 55

Lote 2 1.6 2.4 0.46 52 47

Lote 3 2.0 6.0 0.17 6.7 49

Lote 4 34 5.0 0.42 6.6 62

Lote 5 4.0 8.0 0.31 4.3 63

Lote 6 8.6 12.9 0.35 5.4 66

Lote 7 8.0 14.0 0.35 2.9 59

Ejemplo 7: analisis fisicoquimico de los conjugados MenX obtenidos a partir del

Ejemplo 4

Los conjugados [MenX]s se han probado para conocer el contenido de oligdbmeros por el
ensayo de Chen para el fosforo utilizando una soluciéon de fésforo 0,2 m Molar como un
estandar y el contenido de proteina mediante el ensayo de Lowry. La relacion de proteina -
oligosacarido se ha calculado matematicamente mediante base p/p. La cantidad de
oligosacarido libre ha sido estimado porl ensayo de Resorcinol dado en la Tabla 11. Los
conjugados [MenX]s han sido analizados por HPSEC para confirmar la completa de
conversion de proteina de portadora modificada en el conjugado MenX. El perfil de los

picos de HPSEC de los conjugados se muestra en la Fig. 3d.
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Tabla 11: Caracterizacion de varios lotes de conjugados (MenX)-TT

Lote No. Proporcion | OS Libre en | Rendimiento
Conjugado Mezcla de reaccion OS/TT el conjugado en el
(MenX),-TT TT (w/w) . .
purificado Conjugado
marcado %) 0S (%)
(MenX); | con
Tiolado maleimida
(mg) (mg)
BXTM-TT001 |35 52 0.23 2.6 28
BXTM-TT002 5.5 8 0.24 <2 35
oXTM-TTOOI | 114 13.5 0.32 <2 42
aXTM-TT002 154 15.2 0.31 <2 22
oXTM-TT003 16.1 13 0.32 <2 28

Ejemplo 8: Analisis fisicoquimico de los conjugados MenY obtenidos a partir del

Ejemplo 4

Los conjugados [MenY]4 ha sido probados para conocer el contenido de oligdbmeros por el
ensayo de acido sidlico usando 0,5 mg / ml de 4cido N-acetil neuraminico (NANA) como
estandar y para conocer el contenido de proteina mediante el ensayo de Lowry. La
proporcion de proteina de los oligosacaridos se ha calculado mateméaticamente mediante
base p/p. La cantidad de oligosacarido libre ha sido estimado por el ensayo de Resorcinol
proporcionado en la Tabla 12. Los conjugados [MenY]s4 han sido analizados por HPSEC
para confirmar la conversion completa de la proteina de portadora modificada al conjugado

[MenY 4.

Tabla 12: Caracterizacion de los diferentes lotes de conjugados (MenY)-TT

Lote No. Proporc | OS Libre en el | Rendimiento
Conjugado Mezcla de reacciéon ion conjugado en el
MenY),-TT OS/TT
(MenY), (MenY), (W/w) purificado Conjugado

Tiolado | TT marcado con

. (%) 0S (%)

(mg) maleimida (mg)
YTM-TTO001 5.3 7.5 0.34 | <2 46
YTM-TTO002 12 17 031 | <2 41
YTM-TTO003 11.8 15 0.40 | <2 48
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Ejemplo 9: analisis fisicoquimico de los conjugados MenW135 obtenidos a partir del

Ejemplo 4

Los conjugados [MenW]4 han sido probado para conocer el contenido de oligobmeros por el
ensayo de 4cido sialico usando 0,5 mg / ml de 4cido N-acetil neuraminico (NANA) como
estandar y para el contenido de proteina mediante el ensayo de Lowry. La proporcion de
proteina de oligosacaridos se ha calculado matematicamente mediante una base p/p. La
cantidad de oligosacarido libre ha sido estimada por el ensayo de Resorcinol proporcionado
en la Tabla 13. Los conjugados [MenW], han sido analizados por HPSEC para confirmar la

completa de conversion de la proteina de soporte modificada en los conjugados [MenW 4.

Tabla 13: Caracterizacion de varios lotes de conjugados (MenW),-TT

Lote No. Mezcla de reacciéon Proporc | OS Libre en Rendimiento en el

Conjugado ion el conjugado | Conjugado OS (%)
(MenWj35)4-TT (M.en Wiss)a | TT marcado con (()3; ;rv;r purificado
tiolado maleimida (mg) o
(mg) (%)

WTM-TT001 4.15 6.25 0.25 <2 32
WTM-TT002 10 13 0.29 <2 37
WTM-TT003 18.4 24 0.23 <2 27

Ejemplo 10: Determinacion de las propiedades antigénicas de conjugado sintético

MenX-TT.

La antigenicidad del conjugado sintético MenX tetramero-TT se ha comparado con
tetramero MenX y un control no-antigeno en un ensayo inmunoenzimatico de competencia
ligado a enzimas (ELISA). En este ensayo, antisuero de conejo ocho mil veces diluido
contra serogrupo X Neisseria meningitidis (228.801; BD) se ha incubado durante 1 hora a
37 °C con diferentes antigenos (conjugado sintético tetramero-TT MenX y tetramero MenX
sintético) a diferentes concentraciones (10, 50, 100, 200, 400, 1000 25 mg / ml) diluido en
solucion salina tamponada con fosfato que contiene 0,1% v/v de Brij 35 y 5% de FBS; en
placas de micro titulacion de 96 pozos (placa A). Una placa separada (placa B) se ha
recubierto con una mezcla de polisacarido bacteriano y metilado MenX - albumina sérica

humana (HSA-m) y, posteriormente, se bloquearon con 5% de SFB después de la
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incubacion durante la noche a 2 °C y 8 °C. Para esta placa B, se ha afiadido mezcla
antitoxina-antigeno de la placa A y se incubaron durante 1 hora a 37 °C y 1 hora a
temperatura ambiente. La placa ha sido lavada con solucion salina tamponada con fosfato, a
pH 7,4 que contiene 0,1% de Brij 35. La placa se ha incubado durante 60 minutos a
temperatura ambiente con anticuerpos anti- IgG de conejo marcado con peroxidasa en PBS,
0,1% de Brij 35 y 5% de FBS. La placa se ha lavado de nuevo y se incubaron durante 10
minutos a temperatura ambiente con 100 pl del sustrato de peroxidasa, 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina-H,0, en tampoén de acetato de sodio. La reacciéon se ha detenido
mediante la adicion de 50 pl de H,SO4 2 M. La absorbancia (A450) se grabd en un lector
de micro placa de ELISA). Los resultados se han trazado como grafica de inhibicién (%)

v/s concentracion (pg / ml) y se muestran en la Fig 4.
Ejemplo 11 Inmunizacion de ratones con los conjugados de oligdmeros MenC

Los grupos de 8 ratones BALB/c hembra (5-8 semanas de edad) han sido inmunizados en
los dias 0, 14 y 28 con 1 mg de conjugados oligoméricos MenC. Todas las vacunas se han
realizado mediante la administraciéon de 200 pl de dilucién de vacuna por via subcuténea.
La solucion salina normal solo se ha usado para el grupo de control (vehiculo) negativo, y
una vacuna con licencia multivalente que contiene conjugado de polisacarido bacteriano
MenC se ha utilizado para la inmunizacién de grupo de control positivo. Los sueros se han
recogido en los dias 14, 28 y 35. Los titulos de anticuerpos especificos anti-IgG OS se han
estimado mediante ELISA indirecto. Los animales han sido dosificados con diferentes

conjugados sintéticos MenC segun la Tabla 14.

Tabla 14: diferentes formulaciones de conjugados (MenC)s para estudiar la

inmunogenicidad en modelo de raton

Sr. No. Tipo de Antigeno Dosis
Formulacién FI Negativo/Vehiculo Control Ipg
Formulacién F2 Vacuna aprobada equivalente a 1 ug de | 1pg
conjugado MenC conjugado (Control Positivo)
Formulacién F3 Conjugado (MenC)y-TT 1pg
Formulacién F4 Conjugado (MenC)s-CRM 1pg
Formulacién F5 Conjugado (MenC)s-TT 1pg
Formulaciéon F6 Conjugado (MenC)s-CRM Ipg
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Ejemplo 12: Determinacion de las propiedades antigénicas de conjugados sintéticos

MenC-TT & conjugados sintéticos MenC-CRM mediante ELISA de IgG

Placas de 96 pozos (Nunc Maxisorp) se han recubierto con MenC PS mediante la adicion
de 100 pul por pozo de una mezcla de PS 5 mg / ml y m-HSA en tampén PBS, pH 7,4. Las
placas se han incubado durante la noche a 4 °C, y después se lavaron tres veces con tampon
de PBS (0,1% Brij 35 en PBS, pH 7,4) y se bloquearon con 200 pl de solucion de FBS 5%
en tampon de PBS (0,1% de Brij 35 en PBS, pH 7,4) por pozo durante 1 hora a 37 °C. Cada
etapa de incubacion ha sido seguida por tres lavados con tampdon de PBS. Las muestras de
referencia y los sueros de prueba se han diluido en tampoén de PBS (0,1% de Brij 35, 5% de
FBS en PBS, pH 7,4), se transfirio a placas bloqueadas revestidas con (200 pl), y diluidas
en serie doble seguida de incubacion durante la noche a 4 °C. Entonces 100 pl por pozo de
1:1000 conjugado anti-IgG de ratén diluido con peroxidasa se han afiadido y se dejo
durante 1 hora a 25 °C. 100 ul por pocillo de sustrato, 3,3, 5,5'-tetrametilbencidina-H,0, ha
sido afiadido para el desarrollo de color. Después de 10 minutos de desarrollo a 25 °C, la
reaccion se ha detenido mediante la adicion de 50 pl de H,SO4 2 M, y se ha medido la
densidad optica a 450 nm en lector de placas de Micro. La concentraciones de polisacaridos
Anti-MenC de IgG (en términos de Unidades ELISA / ml) para cada formulaciéon se han
evaluado utilizando el software Combistat y las concentraciones medias geométricas (IgG

GMC) se han mostrado en la Figura 5a.

Ejemplo 13: Ensayo Bactericida del Suero (SBA) para los conjugados sintéticos

(MenC)4-TT y conjugados (MenC)s-TT

La cepa bacteriana C de N. meningitidis (ATCC® 13102 ™) ha sido cultivada durante la
noche en 5 placas de agar de sangre de ovejas a 37 °C con 5% de CO,. Las colonias
aisladas se han recogido y se incubaron durante 4 h en la superficie de otra placa de agar de
sangre de oveja a 37 °C con 5% de CO,. Uno o dos asas de siembra de bacterias se han
suspendido en 5 ml de tampon de ensayo (5% de albimina de suero bovino en solucion
salina equilibrada de Hank sin calcio y magnesio), y la densidad optica (DOgsp) de la
suspension se ha ajustado a 0,1 que ha sido ademas diluido con tampdén de ensayo hasta
alcanzar la dilucién de trabajo de 6 a 10 x 10" unidades formadoras de colonias por ml. Las

muestras de control de calidad (QC) de suero y sueros de la prueba han sido inactivadas por
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calor durante 30 minutos a 56 °C. En la placa de micro pozo, 20 pul de diluciones dobles de
suero problema se ha mezclado con 10 pl de bacterias en la dilucion de trabajo y 10 pl de
complemento de cria de conejo (Pel-Freez). Para los controles negativos, las bacterias se
han incubado, en un pozo separado, con el complemento de cria de conejo y sin el suero de
ensayo y con el suero problema y el complemento de cria de conejo se ha inactivado por
calor. Los contenidos han sido mezclados golpeando suavemente la placa de ensayo y se
incubaron las placas durante 1 hora a 37 °C con 5% de CO,. Diez muestras de ul de cada
pozo en placas se han sembrado en placas de agar de sangre mediante un método de placas
consecutivas. Las placas de agar de sangre se han incubado durante la noche a 37 °C con
5% de CO; y las colonias se han contado. La dilucién més alta de suero que muestra
disminucion > 50% en unidades formadoras de colonias por ml después de la incubacion de
las bacterias con la mezcla de reaccién, en comparacion con el control respectivo

complemento activo se considera como el titulo de SBA.

Se han considerado seis estudios diferentes para evaluar los titulos de SBA para los
tetramero MenC en comparacion con la vacuna con licencia y resultados se representan en
la figura 5b. Tres estudios han tenido en cuenta para la evaluacion del titulo de SBA en

octamero Men C y los resultados se representan en Fig.5c.

El ensayo inmunolégico y bactericida en suero revela que los conjugados OS-PR de la
presente invencion dan como resultado titulos de anticuerpos IgG totales mas altos. Los
conjugados OS-PR después de 3 dosis a lpg mostraron dosis mas de 4 veces mayor y titulos
de IgG hasta 18 veces mas altos que los titulos anteriores a la inmunizacion para el
conjugado de oligosacaridos de la meningitis C. Los titulos de IgG totales son comparables

o superiores a los titulos de la vacuna con licencia para MenC.

Los titulos de anticuerpos funcionales (también referidos como los titulos de SBA) son
siempre mas de 4 veces mayores que los titulos de SBA de pre-inmunizacién para
conjugados de proteina MenC y son comparables o superiores a los titulos de la vacuna con

licencia.

27



Ejemplo 14 Inmunizacion de ratones con (MENX) conjugado 4-TT y la determinacion

de IgG por ELISA.

Los grupos de 8ratones BALB / ¢ hembra (5-8 semanas de edad) han sido inmunizados en
los dias 0, 14 y 28 con 1 y 0,1 pg (200PL) de conjugado (MenX);-TT formulado en una
solucién salina normal por via subcutdnea. La solucion salina normal solo se ha usado para
el grupo control negativo. Los sueros han sido recogidos en los dias 14, 28 y 35. Como no
hay ninguna vacuna comercial disponible para el grupo MenX, los titulos se han comparado
con el control negativo. El estudio incluyd dos dosis diferentes (1 y 0,1 mg) y la evaluacién
de dos lotes diferentes de 25 aXTM-TT y una gran cantidad de conjugado BXTM-TT. Se
tomaron diferentes formulaciones conjugadas de (MenX); para estudiar su

inmunogenicidad en modelo de raton como en la figura 5d.

Los titulos de anticuerpos especificos anti-IgG OS se han estimado mediante ELISA.
Placas de 96 pozos (Nunc Maxisorp) se han recubierto con MenX PS bacteriana mediante
la adicidon de 100 pl por pozo de una mezcla de PS 5 pg/ml y m-HSA en tampon PBS, pH
7,4. Las placas se han incubado durante la noche a 4 °C, y después se lavaron tres veces
con tampon de PBS (0,1% Brij 35 en PBS, pH 7,4) y se bloquearon con 200 pl por pozo de
solucion de FBS 5% en tampon de PBS (0,1% de Brij 35 en PBS, pH 7,4) durante 1 hora a
37 °C. Cada etapa de incubacion ha sido seguida por tres lavados con tampén de PBS.
Todas las muestras de suero se han diluido en tampdn de PBS (0,1% de Brij 35, 5% de FBS
en PBS, pH 7.4), se transfirié a placas de bloqueo recubiertas (200 ul), y diluido en serie
seguido de incubacion durante la noche a 4 °C. A continuacion, se afiadieron 100 pl por
pozo de conjugado diluidos con peroxidasa anti-IgG de raton 1: 1000 y se dejaron durante 1
hora a 25 °C. se afiadi6 tetrametilbencidina-H,0, para el desarrollo del color - 100 ul por
pozo de sustrato, 3,3', 5,5". Después de 10 minutos de desarrollo a 25 °C, la reaccion se ha
detenido mediante la adicion de 50 pl de H,SO4 2 M, y la DO se ha medido a 450 nm en
lector de placas de Micro. Las GMC de IgG para cada formulacion se ha evaluado mediante

el uso de software Combistat como se muestra en la figura 5d.
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Ejemplo 15: Ensayo Bactericida del Suero (SBA) para los conjugados sintéticos

(MenX)-TT

La cepa bacteriana X de N. meningitidisserogrupo (ATCC® 35560) ha crecido durante la
noche en placas de agar de sangre de ovejas a 37 °C con 5% de CO,. Las colonias aisladas
se han recogido y se incubaron durante 4 h en la superficie de otra placa de agar de sangre
de oveja a 37 °C con 5% de CO,. Una o dos asa de siembra con bacterias se han suspendido
en 5 ml de tampoén de ensayo (5% de albumina de suero bovino en solucion salina
equilibrada de Hank con calcio y magnesio), y la densidad optica (DOgso) de la suspension
se ha ajustado a 0,1 que ha sido ademas diluido con tampon de ensayo a la dilucion de
trabajo de 6 a 10 x 10* unidades formadoras de colonias por ml. Las muestras de control de
calidad (QC) de suero y sueros de la prueba han sido inactivadas por calor durante 30
minutos a 56 °C. En la placa de micro pozo, 20 ul de diluciones dobles de suero de ensayo
mezclado con 10 pl de bacterias en la dilucion de trabajo y 10 pul de complemento de
conejo bebé (pellets Freez). Para los controles negativos se han incubado bacterias, en un
pozo separado, con el complemento de cria de conejo y sin el suero de ensayo y con el
suero problema y el complemento de cria de conejo inactivado por calor. Los contenidos
han sido asi mezclados golpeando suavemente la placa de ensayo y se incubaron las placas
durante 1 hora a 37 °C con 5% de CO,. Diez muestras de ul de cada pozo en placas sobre
placas de agar de sangre mediante un método de placa consecutivas. Las placas de agar de
sangre se han incubado durante la noche a 37 °C con 5% de CO; y las colonias se han
contado. La dilucion mads alta de suero que muestra disminuciéon > 50% en unidades
formadoras de colonias por ml después de la incubaciéon de las bacterias con la mezcla de
reaccion, en comparacion con el control respectivo complemento activo se considera como

el titulo de SBA.

Tres conjugados MenX diferentes han sido evaluados en contra del sueros de control
negativo (vehiculo) y el tetrdmero MenX no conjugado y los resultados se presentan como
en la figura 5d. Los titulos totales de IgG ¢ SBA para conjugados 20 MenX-TT son al
menos 4 veces mayor que el control negativo (vehiculo) y son hasta 45 veces mas alta en
términos de IgG total y hasta 350 veces mas altos que los titulos de SBA que el control

negativo (vehiculo).
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso mejorado de conjugacion para obtener nuevos conjugados sintéticos de

oligosacaridos- proteinas que comprenden las etapas de:

(a) la reaccion de un oligosacarido sintético que tiene al menos un enlazador amino
terminal con un reactivo que tiene al menos un grupo tiol funcional reactivo para obtener

un oligosacarido activado;

(b) hacer reaccionar una proteina vehiculo con al menos un entrecruzante bifuncional
hetero alifatico para obtener una proteina portadora activada que tiene el grupo funcional de

maleimida reactivo;

(c) llevar a cabo la reaccioén de conjugacion de dicho oligosacarido sintético activado de
la etapa (a) con dicha proteina portadora activada de la etapa (b) para obtener un conjugado

sintético de oligosacarido- proteina (OS- PR) que tiene un enlace de tioéter;
en donde
- dicho proceso de conjugacion se completa en un intervalo de 14 horas a 22 horas,

- dicho proceso resulta en mayores rendimientos de conjugado de oligosacérido-proteina vis

a vis los rendimientos de los conjugados convencionales,

- dicho conjugado de oligosacarido-proteina presenta titulos de anticuerpo

significativamente elevados incluyendo anticuerpos funcionales.

2. El proceso mejorado de conjugacion segun la reivindicacion 1 en el que dicho
oligosacarido es oligosacarido sintético que consta de:

- al menos un enlazador amino terminal incorporado,

- cuatro a ocho unidades monoméricas de repeticion de polisacaridos

en donde dichos oligosacaridos sintéticos asi formados imitan los polisacaridos naturales de

bacterias gram negativas tales como Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae.

30



3. El proceso mejorado de la conjugacion como se reivindica en la reivindicacion 2 en
el que dicha Neisseria meningitidis consta de los serogrupos A, C, Y, W135, X y dicha

influenzae Haemophilus comprende el tipo b.

4. El proceso mejorado de conjugacidon segun la reivindicacion 1 en el que dicha
proteina portadora se obtiene a partir de bacterias gram positivas seleccionadas de
Clostridium tetani (toxoide del tétanos), Corynebacterium diphtheriae (CRM197) o

versiones recombinantes de los mismos.

5. El proceso mejorado de conjugacion segin la reivindicacion 1 en el que dicho

oligosacarido activado se obtiene mediante las etapas de:

(a) hacer reaccionar dicho oligosacarido que tiene al menos un amino enlazador
terminal con al menos un agente sulfhidrilante a condiciones predeterminadas para obtener

el oligosacarido sulthidrilado;

(b) someter dicho oligosacarido sulfhidrilado de la etapa (a) cromatografia de filtracion de

gel para remover SATA sin reaccionar;

(©) hacer reaccionar dicho oligosacérido sulfhidrilado de la etapa (b) con al menos un

nucledfilo para obtener el oligosacarido activado;

en el que dichas condiciones predeterminadas son adiciéon de 2-5x, preferiblemente 2,5

veces el exceso molar del agente sulfhidrilante a un pH de 6,0-8,0, preferiblemente 7.5.

6. El proceso mejorado de conjugacion como se reivindica en la reivindicacion 1 en
donde dicho agente sulfhidrilante es un agente quimico sulthidrilante para facilitar la
conversion del enlazador amino terminal al grupo sulthidrilo, dicho agente sulfhidrilante

que es preferiblemente N-succinimidil acetiltioacetato S- (SATA).

7. El procedimiento mejorado de conjugacién como se reivindica en la reivindicacion
5 en el que dicho nucledfilo se selecciona de entre un grupo de agentes reductores,
preferiblemente hidrocloruro de hidroxilamina para facilitar la conversion del grupo

sulfhidrilo al grupo tiol reactivo.
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8. El proceso mejorado de conjugacion segin la reivindicacion 1 en el que dicho
reticulador heterobifuncional alifatico es un reticulador quimico para generar el grupo
funcional de maleimida reactivo, dicho agente de reticulacion heterobifuncional alifatico es

preferiblemente éster de N-(beta-maleimido propiloxy) succinimida (BMPS).

9. El proceso mejorado de conjugacién tal como se reivindica en la reivindicacion 1 en
donde dicho proceso resulta en la recuperacion del oligosacarido activado en el intervalo de

40% a 90%.

10.  El proceso mejorado de conjugacion segin la reivindicacion 1 en donde dicho
proceso da como resultado mayores rendimientos de dichos conjugados sintéticos OS-PR
en el intervalo de 21% a 48% para los conjugados meningococales tales como los
conjugados MenX, MenC, MenW 135, MenY, preferiblemente en el rango de 25% a 30%; y
en el rango de 45% a 65% para los conjugados Hib, preferiblemente en el intervalo de 50%

a 60%.

11.  El proceso mejorado de conjugacion segin la reivindicacion 1 en donde dicho

proceso resulta en titulos altos totales de anticuerpos IgG y de titulos de SBA en la dosis.

12.  El proceso mejorado de conjugacion segun la reivindicacion 11 en el que dichos
titulos de IgG totales son 4 a 18 veces mayores que los titulos de pre~immunizacioén para
los conjugados de oligosacaridos del serogrupo C, dichos titulos SBA son al menos 4 veces
mayores que los titulos de SBA de pre-inmunizacién para los conjugados de oligosacaridos
del serogrupo C , dichos titulos totales de IgG e SBA para conjugados MenX oligémero-TT
son 4 veces mas altos que el control negativo (vehiculo) y hasta 45 veces mas altos en
términos de IgG total y titulos de SBA hasta 350 veces mas altos que el control negativo

(vehiculo).

13.  El proceso mejorado de conjugacion segin la reivindicacion 1 en el que dicho
proceso se lleva a cabo en ausencia de purga de nitrogeno y utiliza los reactivos para los
que se requieren habilidades especificas de manejo, con lo que el proceso es conveniente y

rentable.
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14.  Nuevos conjugados OS-PR sintéticos obtenidos a partir del proceso como se
reivindica en la reivindicacion 1 en el que dicho conjugado sintético OS-PR produce la
respuesta inmune especifica y homogénea y es capaz de ser utilizado en la preparacion de
vacunas conjugadas sintéticas, ya sea en una sola vacuna o como vacunas de combinacion y

también herramienta de diagnostico.

15.  El conjugado novedoso OS-PR sintético como se reivindica en la reivindicacion 14
en donde dicho conjugado tiene una relacion OS/PR en el intervalo de 0.17 a 0.5,

preferiblemente en el intervalo de 0.2 a 0.4.
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