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CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
(Examen de Forma)
1. Un método para la preparacion de una formulacion de vacuna antineumococcica

conjugada de polisacaridos-proteinas multivalente estable, que presenta una adsorcion éptima
para cada conjugado en donde, en dicho método, se previene la agregacion mediante el
empleo de un proceso que comprende:

. Una adsorcion individual o separada para los conjugados que de lo contrario
muestran una adsorcion menor relativa por una adsorcion combinada;

ii. Un sistema amortiguador de histidina-acido succinico junto con un cambio en
el pH de pH neutro a pH &cido;

iii. Una relacion de polisacarido a proteina de entre 0,5 y aproximadamente 1,4;

y/o

iv. El uso de un impulsor de turbina tipo Rushton en el recipiente de formulacion.
2. El método de la Reivindicacion 1, en donde la adsorcion se encuentra en el rango de
75 —99%.
3. Una composicién de vacuna antineumocaoccica conjugada multivalente preparada de

acuerdo con la Reivindicacion 1; en donde dicha composicién comprende por lo menos 2
conjugados de polisacarido-proteina que contienen un polisacéarido seleccionado entre los
serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9A, 9V, 9F, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 15B, 15C,
17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23B, 23F, 24F, 33F, 35B, 38 y 45.

4. Una composicién de vacuna antineumococcica conjugada multivalente preparada de
acuerdo con la Reivindicacion 3; en donde dicha composicion comprende por lo menos 10

conjugados de polisacarido-proteina que contienen un polisacarido de los serotipos 1, 5, 6A,
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6B, 7F, 9V, 14, 19A, 19F y 23F.

5. Una composicién vacuna antineumocdccica conjugada multivalente preparada de
acuerdo con la Reivindicacion 3; en donde dicha composicion comprende por lo menos 16
conjugados de polisacarido-proteina que contienen un polisacarido de los serotipos 1, 2, 3, 4,

5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F y 23F.

6. La composicion de la Reivindicacion 1, en donde la proteina transportadora
comprende una 0 mas seleccionadas del grupo que consiste en CRM197, adhesina de la
superficie neumococcica A (PsaA), toxoide de la difteria (DT), toxoide del tétano (TT),
fragmento C de toxoide del tétano, toxoide de Pertussis, proteina D de H. influenzae, LT de E.
coli, ST de E. coli y exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, complejo ¢ de la membrana
exterior (OMPC), porinas, proteinas de union a transferrina, neumolisina, proteina de la
superficie neumocdccica A (PspA), adhesina de la superficie neumocdccica A (PsaA), PhtD
neumocaccica, proteinas de la superficie neumocéccica BVH-3 y BVH-11, antigeno protector
(PA) de Bacillus anthracis y el factor de edema detoxificado (EF) y el factor letal (LF) de
Bacillus anthracis, ovoalblimina, hemocianina de lapa (KLH), albumina de suero humano,
albimina de suero bovina (BSA) y proteina purificada derivado de tuberculina (PPD), en

particular CRM197, el toxoide del tétano, el toxoide de la difteria o PsaA.

7. La composicion de la Reivindicacion 1, en donde dicha composicion multivalente
comprende:

I. por lo menos un conjugado de polisacéarido-proteina que comprende CRM197
como proteina transportadora, por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene
TT como proteina transportadora; o

ii. por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene CRM197 como

proteina transportadora, por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene DT
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como proteina transportadora; o

iii. por o menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene CRM197 como
proteina transportadora, por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que comprende
la adhesina de la superficie pneumococcica A (PsaA) como proteina transportadora; o

iv. por o menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene CRM197 como
proteina transportadora, por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene TT
como proteina transportadora, por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene
DT como proteina transportadora; o

V. por o menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene CRM197 como
proteina transportadora, por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene TT
como proteina transportadora, por o menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene
adhesina de la superficie pneumococcica A (PsaA) como proteina transportadora; o

Vi. por o menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene CRM197 como
proteina transportadora, por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene TT
como proteina transportadora, por o menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene

adhesina de la superficie pneumococcica A (PsaA) como proteina transportadora.

8. La composicién de la Reivindicacion 3, en donde el serotipo 3 preferiblemente esta
conjugado con CRM-197, el serotipo 18C preferiblemente esta conjugado con CRM197 y el

serotipo 4 se puede conjugar con TT o DT.

Q. El método de la Reivindicacion 1, en donde dicha solucién amortiguadora de

histidina-acido succinico tiene una concentracion de entre 1 mM y 200 mM, preferiblemente

entre 10 mM y 40 mM, mas preferiblemente de 20 mM.

10. El método de la Reivindicacién 1, en donde el cambio en el pH para la solucion

amortiguadora de histidina-succinico preferiblemente tiene lugar de 6,8 a un pH de entre 5,6 y
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5,8.

11. El método de la Reivindicacién 1, en donde dicho método comprende los siguientes
pasos:

I. agregar moléculas de polisacarido a un transportador proteico en una relacion
predeterminada, preferiblemente de 0,8 a 1,4 y mas preferiblemente 1:1, y a un pH
predeterminado, preferiblemente entre 5,2 y 5,9, para obtener una pluralidad de distintos
conjugados de polisacarido-proteina;

ii. adsorber de manera individual sobre un primer adyuvante de sal de aluminio
en una solucion amortiguadora de histidina-acido succinico a una concentracion
predeterminada, un primer conjunto predeterminado de conjugados de polisacarido-proteina
seleccionados entre dicha pluralidad de conjugados de polisacarido-proteina obtenida en el
paso el (i), en donde la cantidad de dicho adyuvante de sal de aluminio varia en un rango entre
20-375 pg de Al+++ por 0,5 ml de dosis de la formulacién de vacuna final; en donde el
conjunto de conjugados de polisacarido-proteina comprende 6A, 9V y 23F.

iii. adsorber de un modo combinado sobre un segundo adyuvante de sal de
aluminio en una solucién amortiguadora de histidina-acido succinico que se encuentra a una
concentracion predeterminada, un segundo conjunto predeterminado de conjugados de
polisacarido-proteina seleccionado entre dicha pluralidad de conjugados de polisacarido-
proteina obtenida en el paso (i), en donde la cantidad de dicho adyuvante de sal de aluminio
varia en un rango entre 20-375 pg de Al+++ por 0,5 ml de dosis de la formulacion de vacuna
final; en donde el conjunto de conjugados de polisacarido-proteina comprende 1, 5, 6B, 7F,
14, 19Ay 19F.

Iv. mezclar dicho primer conjunto adsorbido obtenido en el paso (ii) con dicho
segundo conjunto adsorbido obtenido en el paso (iii), y opcionalmente agregar un agente
tensioactivo, preferiblemente Polisorbato-20, y/o por lo menos un conservante seleccionado

del grupo que consiste en conservantes mercuriales tales como Timerosal, 2-fenoxi-etanol,
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metilparabeno, propilparabeno, alcohol bencilico y mezclas de los mismos, con la ayuda de
un impulsor de hoja plana de una turbina de Rushton para obtener una formulacion estable de

una vacuna antineumocdccica conjugada de polisacarido-proteina multivalente.

12. Un método para reducir la agregacion de polisacarido-polisacarido en reacciones de
reduccién y conjugacion, en particular para polisacaridos de Streptococcus pneumoniae que
contienen un enlace fosfodiéster entre unidades repetidas unidas de manera covalente a una
proteina transportadora usando quimica de cianilacién, para asi proporcionar una
inmunogenicidad y estabilidad mejoradas para cada conjugado, en donde dicho método
comprende:

i) hacer reaccionar un polisacarido que tiene un tamafio promedio entre 130 KDa
y 190 KDa con un agente de cianilacion a una relacion de entre 1:0,8 y 1:1 a una temperatura
entre aproximadamente 22 °C y aproximadamente 25 °C por un periodo de entre
aproximadamente 4 min y aproximadamente 10 min, lo que da como resultado un
polisacarido activado por cianato; y

i) poner el polisacarido activado por cianato en contacto con una proteina a una
relacién de 1:1, a un pH de entre aproximadamente 9 y aproximadamente 9,5, por un periodo
de 3 hy5 h, seguido por neutralizacion con glicina;

en donde dicho proceso de conjugacion minimiza la degradacion mediada por los
productos secundarios del agente de cianilacién de un polisacarido reducido e impide la
subsiguiente agregacion de polisacarido-polisacarido, dando como resultado un conjugado

que tiene un contenido minimo de polisacaridos libres.

13. El método de la Reivindicacion 12, en donde el polisacarido que comprende un enlace

fosfodiéster entre unidades repetidas deriva de un serotipo 19A, 19F, 6A o 6B de

Streptococcus pneumoniae.
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14, El método de la Reivindicacion 13, en donde el polisacarido es un polisacarido del
serotipo 19A de Streptococcus pneumoniae y el agente de cianilacion es tetrafluoroborate de
1-ciano-4-dimetil-amino-piridinio mezclados a una relacion de 1:1 a 22 °C por un periodo de

4 minutos dando como resultado un polisacarido activado por cianato.

15. El método de la Reivindicacion 13, en donde el polisacarido es un polisacarido del
serotipo 19F de Streptococcus pneumoniae y el agente cianilante es tetrafluoroborato de 1-
ciano-4-dimetil-amino-piridinio mezclados a una relacion de 1:0,8 a 22°C por un periodo de

8-10 minutos dando como resultado un polisacarido activado por cianato.

16. El método de la Reivindicacién 14 ¢ 15, en donde dicho conjugado tiene un contenido

de polisacérido libre menor que 1,6%.

17. El método de la Reivindicacion 2, en donde el porcentaje de adsorcion se mide
mediante un ELISA sandwich, que comprende en particular un paso de disolucion de

muestras de conjugados adsorbidos sobre alimina usando hidréxido de sodio y acido citrico.

18. La composicion reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en

donde se usa PsaA como un adyuvante.

19. La composicion reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que
ademas incluye el paso de guardar dicha formulacion de vacuna conjugada obtenida en un
estado liofilizado, hasta la administracion como una formulacion de 1, 5 6 10 dosis con un

diluyente que contiene gel de fosfato de aluminio y NaCl.
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