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(57) Abstract: The present invention provides methods for
preparation of stable multivalent pneumococcal polysac-
charide-protein conjugate vaccine formulations. Instant
stable formulations show optimal percent adsorption for
each conjugate wherein, aggregation can be prevented by
employing i) Individual or separate adsorption for conjug-
ates that otherwise show lower percent adsorption by com-
bined adsorption ii) Histidine-Succinic acid buffer system
along with shift in pH from neutral pH to acidic pH iii) a
polysaccharide to protein ratio between 0.5 to about 1.4 iv)
a six-bladed Rushton type turbine impeller in formulation
vessels.
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(PCT Rule 43bis.1)
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Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION
15509-P58PCT See paragraph 2 below
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
PCT/IB2016/053265 03 June 2016 08 June 2015

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC
IPC(8) - A61K 39/00; A61K 39/085; A61K 39/09; A61K 39/116; A61K 47/36; CO7K 14/315 (2016.01)
CPC- AB61K 39/092; A61K 2039/6037; A61K 2039/6087; A61K 2039/70 (2016.08)

Applicant oe o )M INSTITUTE OF INDIA PRIVATE LTD.

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

Box No. | Basis of the opinion

Box No. Il  Priority

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. V  Reasoned statement under Rule 43bis. 1(a)(i) with regard to novelty, inventive step and industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

Box No. VI  Certain documents cited

Box No. VII  Certain defects in the international application

D00 XOXOX

Box No. VIII Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will be considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority (“IPEA™) except that this does not apply where the applicant chooses an Authority
other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written
opinions of this International Searching Authority will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit to the IPEA
a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing of Form
PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

For further options, see Form PCT/ISA/220.

Name and mailing address of the ISA/ Date of completion of this opinion Authorized officer

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US Blaine R. Copenheaver
Commissioner for Patents aine R.

P.0. Box 1450, Alexandria, VA 22313-140 18 September 2016 PCT Helpdesk: 571-272-4300
Facsimile No. 571-273-8300 PCT OSP: 571-272-7774

Form PCT/ISA/237 (cover sheet) (January 2015)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCT/1B2016/053265
Box No. I Basis of this opinion
1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
E] the international application in the language in which it was filed.
a translation of the international application into which is the language of a translation

furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2. [:I This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to
this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a)).

3. l:] With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has
been established on the basis of a sequence listing:

a. D forming part of the international application as filed:
D in the form of an Annex C/ST.25 text file.
D on paper or in the form of an image file.

b. D furnished together with the international application under PCT Rule 13fer.1(a) for the purposes of international
search only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

c. EI furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:
D in the form of an Annex C/ST.2$ text file (Rule 13zer.1(a)).

D on paper or in the form of an image file (Rule 13fer.1(b) and Administrative Instructions, Section 713).

4. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that forming part of the application as
filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/237 (Box No. I) (January 2015)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCT/IB2016/053265

Box No. II1  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be industriatly
applicable have not been examined in respect of:

D the entire intermational application.

}x claims Nos. 18,19

because:

the said international application, or the said claims Nos. relate to the following
subject matter which does not require an international search (specify)):

% the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 18, 19
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

Claims 18 and 19 are multiple dependent claims not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

I:] the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported
by the description that no meaningful opinion could be formed (specify):

m no international search report has been established for said claims Nos. 18, 19

[:I ameaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the prescribed time limit:

I:l furnish a sequence listing in the form of an Annex C/ST.25 text file, and such listing was not available to the
International Searching Authority in the form and manner acceptable to it; or the sequence listing furnished did not
comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions.

D furnish a sequence listing on paper or in the form of an image file complying with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching Authority in the
form and manner acceptable to it; or the sequence listing furnished did not comply with the standard provided for in
Annex C of the Administrative Instructions.

I:' pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an invitation under
Rule 13fer.1(a) or (b).

D See Supplemental Box for further details.

Form PCT/ISA/237 (Box No. 111) (January 2015)
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Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step and industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Claims -7 YES
Claims None NO
Inventive step (IS) Claims 9-17 YES
Claims 1-8 NO
Industrial applicability (IA) Claims 1-17 YES
Claims None NO

2. Citations and explanations:

Claims 1-8 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as bsing obvious over Biemans et al. (hereinafter Biemans).

Regarding claim 1, Biemans discloses a method for the preparation of a stable multivalent pneumococcal polysaccharide-protein
conjugate vaccine formulation (Para. [0024] an improved Streptococcus pneumoniae vaccine comprising 10 or more (e.g. 11, 12, 13, 14,
or 15 or more) capsular saccharides from different S. pneumoniae serotypes conjugated to 2 or more carrier proteins; Paras. [0046]-[0047]
Capsular polysaccharides of Streptococcus pneumoniae comprise repeating oligosaccharide units which may contain up to 8 sugar
residues ... Full length polysaccharides may be “sized” i.e. their size may be reduced by various methods ... The inventors have found
that by using native or slightly sized polysaccharide conjugates, one or more of the following advantages may be realised: ... 3)
immunogenic conjugates prone to hydrolysis may be stabilised by the use of larger saccharides for conjugation), in said method

i. Individual or separate adsorption for conjugates that otherwise show relative lower adsorption by combined adsorption; ii.
histidine-Succinic acid buffer system along with shift in pH from neutral pH to acidic pH; iii. a polysaccharide to protein ratio between 0.5 to
about 1.4; and/or iv. the use of a rushton type turbine impeller in the formulation vessel (Para. [0024] The present invention provides an
improved Streptococcus pneumoniae vaccine comprising 10 or more (e.g. 11, 12, 13, 14, or 15 or more) capsular saccharides from
different S. pneumoniae serotypes conjugated to 2 or more carrier proteins; Paras. [0046]-[0047] Capsular polysaccharides of
Streptococcus pneumoniae comprise repeating oligosaccharide units which may contain up to 8 sugar residues ... Full length
polysaccharides may be "sized" i.e. their size may be reduced by various methods ... The inventors have found that by using native or
slightly sized polysaccharide conjugates, one or more of the following advantages may be realised: ... 2) the ratio of polysaccharide to
protein in the conjugate can be altered such that the ratio of polysaccharide to protein (w/w) in the conjugate may be increased (which can
have an effect on the carrier suppression effect), ... ; Para. [0077] the majority of the conjugates, for example 6, 7, 8, 9 or more of the
conjugates have a ratio of carrier protein to saccharide that is greater than 1:1, for example 1.1:1, 1.2:1, 1.3:1, 1.4:1, 1.5:1 or 1.6:1 [a
polysaccharide to protein ratio 0.91, 0.83, 0.77, 0.71, 0.67, 0.63, respectively]).

Biemans fails to explicitly disclose [formulation] showing optimal adsorption for each conjugate wherein, in said method, aggregation is
prevented by employing at leastone of i ... ii ... iii... iv...].

However, it would have been obvious to one of ordinary skill in the art at the time of the invention to modify Biemans to include
[formulation] showing optimal adsorption for each conjugate wherein, in said method, aggregation is prevented by employing at least one
of [i ... ii... iii... iv...), since the discovery of a previously unappreciated property of a prior art composition, or of a scientific
explanation for the prior art's functioning, does not render the old method for preparing a stable multivalent pneumococcal
polysaccharide-protein conjugate vaccine formulation using a polysaccharide to protein ratio between 0.63 and 0.91 patentably new to the
discoverer. Thus the claiming of a new use, new function or unknown property which is inherently present in the prior art does not
necessarily make the claim patentable.

Regarding claim 2, modified Biemans the method as claimed in Claim 1.

In regards to “wherein the adsorption is in the range of 75 - 99%," the discovery of a previously unappreciated property of a prior art
composition, or of a scientific explanation for the prior art's functioning, does not render the old method for preparing a stable multivalent
pneumococcal polysaccharide-protein conjugate vaccine formulation using a polysaccharide to protein ratio between 0.63 and 0.91
patentably new to the discoverer. Thus the claiming of a new use, new function or unknown property which is inherently present in the
prior art does not necessarily make the claim patentable.

Regarding claim 3, modified Biemans the method as claimed in Claim 1, and Biemans further discloses a multivalent pneumococcal
conjugate vaccine composition prepared according to claim 1, wherein said composition comprises of at least 2 polysaccharide protein
conjugates having polysaccharide selected from serotypes 1, 2, 3 4, 5, 6A, 6B,7F, 8, 8V, 9F, 9N, 12F, 14, 156B, 17F, 18C, 19A ,19F, 20,
22F, 23F, 33F and 45 (Para. [0024] The present invention provides an improved Streptococcus pneumoniae vaccine comprising 10 or
more (e.g. 11, 12, 13, 14, or 15 or more) capsular saccharides from different S. pneumoniae serotypes conjugated to 2 or more carrier
proteins; Para. [0029] In an embodiment, saccharides from at least serotypes 1 and 3, 1and 4, 1 and 5, 1 and 6A, 1 and 6B, 1and 7, 1
and 9V, 1 and 14, 1 and 22F, 1 and 23F, 3 and 4, 3 and 5, 3 and 6A, 3 and 6B, 3 and 7F, 3 and 9V, 3 and 14, 3 and 22F, 3 and 23F, 4
and 5, 4 and 6A, 4 and 6B, 4 and 7F, 4 and 9V, 4 and 14, 4 and 22F, 4 and 23F, 5 and 6A, 5 and 6B, 5 and 7F, 5 and 9V, 5 and 14, 5 and
22F, 5 and 23F, 6A and 6B, 6A and 7F, 6A and 9V, 6A and 14, 6A and 22F, 6A and 23F, 6B and 7F, 6B and 8V, 6B and 14, 6B and 22F,
6B and 23F, 7F and 9V, 7F and 14, 7F and 22F, 7F and 23F, 9V and 14, 9V and 22F, 9V and 23F, 14 and 22F, 14 and 23F or 22F and
23F are conjugated to protein D).

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (January 2015)
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient,
Continuation of:

Regarding claim 4, modified Biemans discloses the multivalent pneumococcal conjugate vaccine composition prepared according to
claim 3, and Biemans further discloses wherein said composition comprises of at least 10 polysaccharide protein conjugates having
polysaccharide from serotypes 1, 5, 6A, 6B,7F, 9V, 14, 19A ,19F and 23F (Para. [0024] The present invention provides an improved
Streptococcus pneumoniae vaccine comprising 10 or more (e.g. 11, 12, 13, 14, or 15 or more) capsular saccharides from different S.
pneumoniae serotypes conjugated to 2 or more carrier proteins; Para. [0033] The composition in one embodiment includes capsular
saccharides derived from serotypes 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F and 23F (preferably conjugated).

Regarding claim 5, modified Biemans discloses the multivalent pneumococcal conjugate vaccine composition prepared according to
claim 3; but Biemans fails to disclose wherein said composition comprises of at least 16 polysaccharide protein conjugates having
polysaccharide from serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F and 23F.

However, it would have been obvious to one of ordinary skill in the art at the time of the invention to modify Biemans to include wherein
said composition comprises of at least 16 polysaccharide protein conjugates having polysaccharide from serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B,
7F, 9V, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F and 23F, since where the general conditions of the claim are disclosed in the prior art (Para. [0024)
The present invention provides an improved Streptococcus pneumoniae vaccine comprising 10 or more (e.g. 11, 12, 13, 14, or 15 or
more) capsular saccharides from different S. pneumoniae serotypes conjugated to 2 or more carrier proteins; Para. [0033] at least 12 or
13 saccharide antigens are included, for example a vaccine may comprise capsular saccharides derived from serotypes 1, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F and 23F or capsular saccharides derived from serotypes 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 22F
and 23F, although further saccharids antigens, for example 23 valent (such as serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,
14, 15, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F and 33F), are also contemplated by the invention), designing at least 16 polysaccharide protein
conjugates having polysaccharide from serotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F and 23F involves only
routine skill in the art. The motivation of doing so would be to develop various multivalent pneumococcal conjugate vaccine composition
using various polysaccharides conjugated to the proteins.

Regarding claim 6, modified Biemans the composition as claimed in claim 1, and Biemans further discloses wherein carrier protein is one
or more selected from the group consisting of CRM197, Pneumococcal surface adhesin A (PsaA), diphtheria toxoid(DT), tetanus toxoid
(TT), fragment C of tetanus toxoid, pertussis toxoid, protein D of H. influenzae, E. co!i LT, E. coli ST, and exotoxin A from Pseudomonas
aeruginosa, outer membrane complex ¢ (OMPC), porins, transferrin binding proteins, pneumolysin, pneumococcal surface protein A
(PspA) , pneumococcal surface adhesin A (PsaA), pneumococcal PhtD, pneumococcal surface proteins BVH-3 and BVH-11, protective
antigen (PA) of Bacillus anthracis and detoxified edema factor (EF) and lethal factor (LF) of Bacilius anthracis, ovalbumin, keyhole limpet
hemocyanin (KLH), human serum albumin, bovine serum albumin (BSA) and purified protein derivative of tuberculin (PPD), particularly
CRM197 tetanus toxoid, diphtheria toxoid or PsaA (Para. [0036] Each Streptococcus pneumoniae capsular saccharide may be
conjugated to a carrier protein independently selected from the group consisting of TT, DT, CRM197, fragment C of TT, PhtD, PhtDE
fusions (particularly those described in WO 01/98334 and WO 03/54007), detoxified pneumolysin and protein D, other than saccharide
from serotype 19F which is always conjugated to DT or CRM 197, preferably DT).

Regarding claim 7, modified Biemans the composition as claimed in claim 1, but Biemans fails to disclose wherein said multivalent
composition comprises of i. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at least one polysaccharide
protein having TT as carrier protein; or ii. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at least one
polysaccharide protein having DT as carrier protein; or iii. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier
protein at least one polysaccharide protein having pneumococcal surface adhesin A(PsaA) as carrier protein; or iv. at least one
polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at least one polysaccharide protein having TT as carrier protein, at
least one polysaccharide protein having DT as carrier protein ; or v. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as
carrier protein at least one polysaccharide protein having TT as carrier protein, at least one polysaccharide protein having pneumococcal
surface adhesin A (PsaA) as carrier protein; or vi. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at
least one polysaccharide protein having DT as carrier protein, at least one polysaccharide protein having pneumococcal surface adhesin
A (PsaA) as carrier protein.

However, it would have been obvious to one of ordinary skill in the art at the time of the invention to modify Biemans to include wherein
said multivalent composition comprises of i. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at least one
polysaccharide protein having TT as carrier protein; or ii. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein
at least one polysaccharide protein having DT as carrier protein; or iii. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as
carrier protein at least one polysaccharide protein having pneumococcal surface adhesin A(PsaA) as carrier protein; or iv. at least one
polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at least one polysaccharide protein having TT as carrier protein, at
least one polysaccharide protein having DT as carrier protein ; or v. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as
carrier protein at least one polysaccharide protein having TT as carrier protein, at least one polysaccharide protein having pneumococcal
surface adhesin A (PsaA) as carrier protein; or vi. at least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at
least one polysaccharide protein having DT as carrier protein, at least one polysaccharide protein having pneumococcal surface adhesin
A (PsaA) as carrier protein, since where the general conditions of the claim are disclosed in the prior art (Para. [0024] wherein the
vaccine comprises serotype 19F capsular saccharide conjugated to diphtheria toxoid or CRM197, and 2-8 S. pneumoniae capsular
saccharides selected from different serotypes conjugated to protein D), designing wherein said multivalent composition comprises of ii. at
least one polysaccharide protein conjugate having CRM197 as carrier protein at least one polysaccharide protein having DT as carrier
protein involve only routine skill in the art. The motivation of doing so would be to develop various multivalent pneumococcal conjugate
vaccine composition using various polysaccharides conjugated to the protsins.
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Regarding claim 8, modified Biemans the composition as claimed in Claim 3, but Biemans fails to disclose wherein serotype 3 is
preferably conjugated to CRM-197, serotype 18C is preferably conjugated to CRM197 and Serotype 4 can be conjugated to TT or DT.
However, it would have been obvious to one of ordinary skill in the art at the time of the invention to modify Biemans to include wherein
serotype 3 is preferably conjugated to CRM-197, serotype 18C is preferably conjugated to CRM197 and Serotype 4 can be conjugated to
TT or DT, since where the general conditions of the claim are disclosed in the prior art (Para. {0024] an improved Streptococcus
pneumoniae vaccine comprising 10 or more (e.g. 11, 12, 13, 14, or 15 or more} capsular saccharides from different S. pneumoniae
serotypes conjugated to 2 or more carrier proteins; Para. [0036] Each Streptococcus pneumoniae capsular saccharide may be
conjugated to a carrier protein independently selected from the group consisting of TT, DT, CRM197, fragment C of TT, PhtD, PhtDE
fusions (particularly those described in WO 01/98334 and WO 03/54007), detoxified pneumolysin and protein D), designing the various
combination of polysaccharide-protein conjugate involves only routine skill in the art. The motivation of doing so would be to develop
various multivalent pneumococcal conjugate vaccine composition using various polysaccharides conjugated to the proteins.

Claims 9-17 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does not teach or fairly suggest:

Regarding claim 9, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest the method as claimed in claim
1, wherein said histidine-succinic acid buffer has a concentration between 1mM and 200mM, preferably between 10mM and 40mM, more
preferably 20mM.

Regarding claim 10, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest the method as claimed in Claim
1, wherein the shift in pH for the histidine-succinic buffer occurs preferably from 6.8 to a pH between 5.6 and 5.8

Regarding claim 11, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest the method as claimed in claim
1, wherein said method comprises of following steps: i. adding polysaccharide molecules to a protein carrier in a predetermined ratio,
preferably 0.8 to 1.4 and more preferably 1:1, and at a predetermined pH, preferably between 5.2 and 5.9, to obtain a plurality of distinct
polysaccharide-protein conjugates; ii. adsorbing individually on a first aluminium salt adjuvant in a histidine-succinic acid buffer having a
predetermined concentration, a first predstermined set of polysaccharide-protein conjugates selected from said plurality of
polysaccharide protein conjugates obtained in step (i), wherein the amount of said aluminium salt adjuvant ranges from 20-375 pg of Al+
++ per 0.5 ml dose of the final vaccine formulation; wherein the set of polysaccharide-protein conjugates comprises of 6A, 9V and 23F.
iii. adsorbing in a combined mode on a second aluminium salt adjuvant in a histidine succinic acid buffer having a predetermined
concentration, a second predetermined set of polysaccharide-protein conjugates selected from said plurality of polysaccharide-protein
conjugates obtained in step (i), wherein the amount of said aluminium salt adjuvant ranges from 20-375 pg of Al+++ per 0.5 ml dose of
the final vaccine formulation; wherein the set of polysaccharide-protein conjugates comprises of 1, 5, 6B, 7F, 14, 1A and 19F. iv.
blending said first adsorbed set obtained in step (ii) with said second adsorbed set obtained in step (iii), and optionally adding surfactant
preferably Polysorbate-20 and/or at least one preservative selected from the group consisting of mercurial preservatives such as
Thimerosal, 2-phenoxy-ethanol, methyl parabens, propyl parabens, benzyl alcohol and mixtures thereof, with the help of a Rushton
turbine flat blade impeller to obtain a stable multivalent pneumococcal polysaccharide-protein conjugate vaccine formulation.

Regarding claim 12, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest a method for reducing
polysaccharide-polysaccharide aggregation across sizing and conjugation reactions, particularly for Streptococcus pneumoniae
polysaccharide containing a phosphodiester linkage between repeat units covalently linked to a carrier protein using cyanylation
chemistry, thereby providing improved immunogenicity and stability for each conjugate , wherein said method comprises of: i) reacting
polysaccharide having average size between 130 KDa and 190 KDa with a cyanylation agent in a ratio between 1:0.8 and 1:1 at about
22 °C to about 25 °C for a period of about 4 min to about 10 min, resulting in a cyanate-activated polysaccharide; and ii) contacting
cyanate-activated polysaccharide with protein in a ratio of 1:1 at a pH of about 9 to about 9.5 for a period of 3hr to 5 hr followed by
quenching with glycine; wherein said conjugation process minimizes cyanylation agent by-product mediated degradation of sized
polysaccharide and prevents subsequent polysaccharide-polysaccharide aggregation resulting in a conjugate having minimum free
polysaccharide content.

Claims 13-16 depend from claim 12, and therefore meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3) for at least the same reasons as
claim 12.

Regarding claim 17, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest the method of Claim 2, wherein
percent adsorption is measured by a Sandwich ELISA particularly comprising of a step of dissolution of alum adsorbed conjugate
samples using sodium hydroxide and citric acid.
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The following prior art is made of record to support and further define the reasons claims 9-17 meet the criteria set out in PCT Article 33

(2-@3):

(i) US 2010/0209450 A1 to Biemans et al. discloses a method of conjugating a polysaccharide to a protein in a multivalent pneumococcal
polysaccharide-protein conjugate vaccine, which said method comprises i) reacting polysaccharide with a cyanylation agent, resulting in
a cyanate-activated polysaccharide; and ii) contacting cyanate-activated polysaccharide with protein, followed by quenching with glycine
(Para. [0024] The present invention provides an improved Streptococcus pneumoniae vaccine comprising 10 or more (e.g. 11, 12, 13,
14, or 15 or more) capsular saccharides from different S. pneumoniae serotypes conjugated to 2 or more carrier proteins; Para. [0059]
The saccharide conjugates present in the immunogenic compositions of the invention may be prepared by any known coupling
technique. The conjugation method may rely on activation of the saccharide with 1-cyano-4-dimethylamino pyridinium tetrafluoroborate
(CDAP) to form a cyanate ester. The activated saccharide may thus be coupled directly or via a spacer (linker) group to an amino group
on the carrier protein; Para. [0206) From a 100 mg/ml stock solution in acetonitrile or acetonitrite/water 50 percent /50 percent solution,
CDAP (CDAP/PS ratic 0.5-1.5 mg/mg PS) was added to the polysaccharide solution. 1.5 minute later, 0.2M-0.3M NaOH was added to
obtain the specific activation pH. The activation of the polysaccharide was performed at this pH during 3 minutes at 25 degrees
centigrade Purified protein (protein D, PhtD, pneumolysin or DT) (the quantity depends on the initial PS/carrier protein ratio) was added
to the activated polysaccharide and the coupling reaction was performed at the specific pH for up to 2 hour (depending upon serotype)
under pH regulation. In order to quench un-reacted cyanate ester groups, a 2M glycine solution was then added to the mixture), but fails
to disclose a method for reducing polysaccharide-polysaccharide aggregation across sizing and conjugation reactions, particularty for
Streptococcus pneumoniae polysaccharide containing a phosphodiester linkage between repeat units covalently linked to a carrier
protein using cyanylation chemistry, thereby providing improved immunogenicity and stability for each conjugate , wherein said method
comprises of: i) reacting polysaccharide having average size between 130 KDa and 190 KDa with a cyanyliation agent in a ratio between
1:0.8 and 1:1 at about 22 °C to about 25 °C for a period of about 4 min to about 10 min, resulting in a cyanate-activated polysaccharide;
and ii) contacting cyanate-activated polysaccharide with protein in a ratio of 1:1 at a pH of about 9 to about 9.5 for a period of 3hrto 5 hr
followed by quenching with glycine; wherein said conjugation process minimizes cyanylation agent by-product mediated degradation of
sized polysaccharide and prevents subsequent polysaccharide-polysaccharide aggregation resulting in a conjugate having minimum free
polysaccharide content.

(i) US 2014/0377302 A1 to Serum Institute of India Ltd. discloses a method of conjugating a polysaccharide to a protein in a multivalent
polysaccharide-protein conjugate vaccine, which said method comprises i) reacting polysaccharide with a cyanylation agent, resulting in
a cyanate-activated polysaccharide; and ii) contacting cyanate-activated polysaccharide with protein, followed by quenching with glycine
(Para. [0012] the instant invention relates to multivalent meningococcal polysaccharide protein conjugate composition; Example 2
Conjugation of Meningococcal X Polysaccharide to Carrier Protein a) Meningococcal X Polysaccharide of Varying Average Molecular
Weight Conjugated to Hydrazine Derivatized Tetanus Toxoid (TT), Para. [0055) Firstly homogenized Polysaccharide of X (Strain 9601),
Average molecular weight 215 kD on SEC HPLC, (30 mg/ml) 45 mg was activated with 90 mg CDAP (dissolved 100 mg/mi in
acetonitrile), pH of mixture was adjusted to 9.5 with 1M NaOH. Then after 3 min hydrazine activated TT (30 mg/ml in 1M NaCl) 67.5 was
added to the reaction. The reaction was monitored on HPLC and continued upto 18 hrs. After 18 hrs reaction was quenched by addition
of glycine and crude conjugate was purified by diafiltration 300 kD TFF membrane in Tris 10 mM pH 7.2; Para. (0044] a cyanylation
reagent selected from but not limited to 1-cyano-4-(dimethylamino)-pyridinium tetrafluoroborate ('CDAP’), ...
1-cyano-4-pyrrolidinopyridinium tetrafluoroborate (CPPT), ... ), but fails to disclose a method for reducing polysaccharide-polysaccharide
aggregation across sizing and conjugation reactions, particularly for Streptococcus pneumoniae polysaccharide containing a
phosphodiester linkage between repeat units covalently linked to a carrier protein using cyanylation chemistry, thereby providing
improved immunogenicity and stability for each conjugate , wherein said method comprises of: i) reacting polysaccharide having average
size between 130 KDa and 190 KDa with a cyanylation agent in a ratio between 1:0.8 and 1:1 at about 22 °C to about 25 °C for a period
of about 4 min to about 10 min, resulting in a cyanate-activated polysaccharide; and ii) contacting cyanate-activated polysaccharide with
protein in a ratio of 1:1 at a pH of about 9 to about 9.5 for a period of 3hr to 5 hr followed by quenching with glycine; wherein said
conjugation process minimizes cyanylation agent by-product mediated degradation of sized polysaccharide and prevents subsequent
polysaccharide-polysaccharide aggregation resulting in a conjugate having minimum free polysaccharide content.

Claims 1-17 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have industrial applicability because the subject matter claimed can
be made or used in industry.
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METODOS PARA MEJORAR LA ADSORCION DE CONJUGADOS DE
POLISACARIDO-PROTEINA Y UNA FORMULACION DE VACUNA
MULTIVALENTE OBTENIDA CON LOS MISMOS.

Antecedentes de la invencion

Streptococcus pneumoniae es una de las principales causas de
pneumonia, meningitis y sepsis causadas por bacterias en nifios. Las
estimaciones recientes de muertes infantiles causados por S pneumoniae
varian en un rango de 0,7-1,0 millones por afio en todo el mundo. En el afio
2000, se estim6 que se produjeron aproximadamente 14,5 millones de
episodios de enfermedad neumocdccica severa (un rango indefinido de 11,1-
18,0 millones). La enfermedad neumocdccica caus6 aproximadamente 0,826
millones de muertes (0,58-0,926 M) en nifios de 1-59 meses de edad, de los
cuales 0,091 millones (0,063-0,1 M) eran nifios VIH-positivos y 0,735 millones
(0,51-0,82 M) eran VIH-negativos.

Las vacunas antineumocdccicas de polisacaridos multivalentes
autorizadas con licencia por muchos anos han demostrado ser valiosas en la
prevencion de la enfermedad neumocdccica en adultos, en particular, en las
personas de edad avanzada y en aquellos de alto riesgo. Sin embargo, los
lactantes y nifios jovenes responden pobremente a los polisacaridos
neumocdccicas no conjugados. La vacuna antineumocodccica conjugada,
Prevnar®, que contiene los 7 serotipos aislados con mayor frecuencia (4, 6B,
9V, 14, 18C, 19F y 23F) que causaban una enfermedad neumocadccica invasiva
en nifos jovenes y lactantes en ese momento, fue autorizada en los EEUU en
el mes de febrero, 2000.

Ademas, Prevnar™ 13 (Wyeth) es una vacuna aprobada que contiene



conjugados de polisacaridos de los serotipos 6A, 6B, 19A, 19F ademas de 1, 3,
4,5, 7F, 9V, 14, 18C y 23F. Synflorix™ (GSK) es otra vacuna aprobada que
proporciona proteccion contra 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F, asi como
una proteccion cruzada contra 19A y 6A.

En general, las formulaciones de vacuna deben ser estables y de
consistencia uniforme como para satisfacer la necesidad de una vida util
prolongada y el uso de recipientes de multiples dosis. Las vacunas basadas en
proteinas, que incluyen conjugados de polisacarido-proteina, son objeto de
agregacion y precipitacion de proteinas lo cual puede resultar en una
concentracién eficaz total mas baja de la vacuna debido a la falta de
disponibilidad del producto proteico precipitado. En particular, las vacunas
conjugadas de polisacaridos-proteinas parecen tener una tendencia mas fuerte
a agregarse que la proteina transportadora sola (Véase Berti et al, 2004,
Biophys J 86: 3-9). La eleccion de la formulacion para una vacuna conjugada
de polisacaridos-proteinas puede afectar considerablemente la agregacion de
Icomo proteinas. Véase Ho et al., 2001, Vaccine 19: 716-725.

A pesar del desarrollo existente de varias composiciones de vacunas
antineumococcicas multivalentes conjugadas de polisacaridos-proteinas en
todo el mundo, existe una necesidad continua en el arte de formulaciones de
vacuna que proporcionen una gran adsorcion de conjugados individuales y sin
agregacion/precipitacion de composiciones inmunogénicas que tengan
conjugados de polisacarido-proteina.

Los adyuvantes usados tradicionalmente en dichas vacunas
antineumocdccicas multivalentes han comprendido sales de aluminio, tal como

hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio. Se conocen muchos otros



adyuvantes experimentales, sin embargo la adsorcién a las sales de aluminio
continta siendo la formulacion de adyuvante de vacuna mas comun. Aunque
su uso estd muy extendido, las sales de aluminio no siempre seran compatibles
con antigenos particulares, resultando asi en variaciones significativas con
respecto al porcentaje de adsorcion del conjugado de polisacarido-proteina
sobre alumina o la antigenicidad.

Las propiedades inmunolégicas y la estabilidad de la vacuna conjugada
candidato adsorbida sobre los adyuvantes de aluminio depende de varios
parametros como i) la antigenicidad de cada antigeno, ii) el tipo de proteina
transportadora usada para la conjugacién vy iii) el tipo de adyuvante usado. Mas
importante aun, se ha informado con anterioridad que el grado de adsorcién del
antigeno sobre el adyuvante es uno de los parametros clave para demostrar la
consistencia entre lotes del proceso de formulacion y su posible impacto sobre
la eficacia del producto de vacuna. Ademas, el porcentaje de adsorcién de los
conjugados de polisacarido-proteina puede caer aun mas con el
almacenamiento de la formulacion o bajo situaciones adversas tales como las
amplitudes de temperatura. Véase, 54th Meeting of the WHO Expert Committee
on Biological Standardization, Recommendations for the production & control of
Pneumococcal conjugate vaccines, 17-21 de noviembre, 2003; Carl E. Frasch,
Session IV: Conjugate Vaccines; Vaccine Technology IlI; Portugal; 2008.

Segun los lineamientos de la Agencia Reguladora Europea (EMEA) para
los conjugados de polisacarido-proteina neumocéccicos, la completitud de
adsorcion (% de conjugado no unido) deberia considerarse como un parametro
de control de calidad crucial junto con el contenido de alumina, esterilidad,

identidad y el contenido de polisacaridos libres. Véase, Assessment Report for



Synflorix 2009, N° Procedimiento EMEA/H/C/000973. La OMS recomienda
maximizar la adsorcion para los antigenos precipitados por alumina (por
ejemplo, el toxoide de la difteria y del tétano) en donde por lo menos se
adsorbera un 80% de los antigenos en estas vacunas.

Durante la elaboraciéon del conjugado de polisacarido-proteina, la
formulacién puede comprender agregados de tipo polisacarido-polisacarido,
tipo proteina-proteina o tipo polisacarido-proteina. Dichas agregaciones
también se observan en el producto terminado lo cual conduce al rechazo de
entre un 4% y 10% de los viales rellenos de vacunas con conjugados de
polisacéarido-proteina, afectando de esa manera la estabilidad y la eficacia de la
vacuna conjugada.

Dadas las limitaciones descritas previamente con respecto a la
agregacion y la estabilidad del polisacarido y su conjugado, persiste una
necesidad distintiva de reducir la agregacién y estabilizacion de dicho
polisacéarido en el procesamiento corriente abajo hasta la etapa de formulacion
final de la elaboracion de vacunas antineumocdccicas conjugadas.

Resumen de la invencion:

La invencidén provee mejoras en la estabilidad de vacunas que incluyen
sales de aluminio, y en particular métodos para minimizar la agregacion y
mejorar el porcentaje de adsorcion de conjugados individuales en vacunas
antineumococcicas conjugadas de polisacaridos-proteinas multivalentes. Los
inventores de la presente invencién han observado que la adsorcion combinada
de conjugados de polisacarido-proteina y el uso de una relacion de polisacarido
a proteina mayor que 1:1 da como resultado i) un porcentaje de adsorcidn

menor que un 55% para los conjugados de S. pneumoniae de los serotipos 6A,



9V y 23F vy ii) un porcentaje de adsorcién de entre aproximadamente 80% y
90% para los conjugados de los serotipos remanentes, lo cual impide una
adsorcion completa de un conjugado de un serotipo individual para una
formulacién de conjugado neumocéccica multivalente dada. También se
observé que la formulacion de vacuna preparada usando un pH de entre 6,8 y
7,0 daba como resultado una agregacion de entre aproximadamente 4 y 10% vy
una menor adsorcion.

La presente invencién se relaciona con un método para la preparacion
de una formulaciéon de vacuna antineumocodccica conjugada de polisacaridos-
proteinas multivalente estable, que presenta una adsorcion 6ptima de entre 75
y 99% para cada conjugado, en donde, en dicho método, se previene la
agregacion mediante el empleo de al menos uno de:

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

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

C. Una relacion de polisacarido a proteina de entre 0,6 y
aproximadamente 1,4; y/o

d. El uso de un impulsor de turbina tipo Rushton de seis hojas en el
recipiente de formulacion.

La presente invencion también divulga un método para preparar
conjugados de polisacarido-proteina con una inmunogenicidad mejorada y un
menor contenido de polisacaridos libres para polisacaridos de Streptococcus

pneumoniae que contienen un enlace fosfodiéster, en particular 19A, 19F, 6A y



6B. Dicho proceso de conjugacion minimiza la degradacion mediada por
productos secundarios de agentes de cianilacién de polisacaridos reducidos e
impide la subsiguiente agregacion polisacarido-polisacarido estabilizando de
esa manera los polisacaridos labiles. Una clave de una agregacion reducida
puede atribuirse al uso de un polisacarido reducido en el rango de 100-200
KDa, y una relacion de polisacarido a CDAP (agente de cianilacion) en el rango
de (1):(0,8-1).

La composicidon inmunogénica preparada segun la presente invencidn
provee una agregacion reducida entre conjugados de polisacarido-polisacarido
y polisacarido-proteina junto con una estabilidad e inmunogenicidad mejoradas.

Figura 1: Perfil de SEC-HP-RI del 19A PnPs reducido (178 KDa) antes
del tratamiento con DMAP

Figura 2: Perfil de SEC-HP-RI del 19A PnPs reducido (70 KDa) después
de 24 h (A) y perfiles de degradacion por el tratamiento con DMAP de 14,5 KDa
después de 72 h (B)

Figura 3: Perfiles de SEC-HP-RI del 19A PnPs reducido (178 KDa; A) y
agregacion dependiente del tiempo de polisacaridos activados mediada por
CDAP (5B, 5C y 5D), 5E (conjugados sin DF de 10 KDa), 5F (conjugado con
DF de 10 KDa), 19A activado por 5G-19A reducido/5H (Ps modificado: relacion
de CDAP de 1:1 para 19A) con un método de conjugacion que no emplea un
paso de diafiltracion de 10 KDa.

Figura 4: Perfiles de SEC-HP-RI del 19F PnPs reducido (157 KDa; A) y
agregacion dependiente del tiempo de polisacaridos activados mediados por

CDAP (B), 6C/6D (Ps modificados: relacion de CDAP de 1:1 para 19F) con un



método de conjugacion que no emplea un paso de diafiltracién de 10 KDa
Figura 5: Impulsor de hojas planas de una turbina tipo Rushton de seis
hojas
Figura 6: Protocolo de adsorcién

Descripcion detallada:

Un objeto de la invencién consiste en proveer mejoras en la estabilidad
de vacunas que incluyen sales de aluminio y, en particular, métodos para
minimizar la agregacion y mejorar el porcentaje de adsorcion de conjugados
individuales en vacunas antineumococcicas conjugadas con polisacarido-
proteina multivalentes. Los inventores de la presente invencion han observado
que la adsorcién combinada de conjugados de polisacarido-proteina y el uso de
una relacién de polisacarido a proteina mayor que 1:1 da como resultado i) un
porcentaje de adsorcion menor que un 55% para los conjugados de S.
pneumoniae de los serotipos 6A, 9V y 23F vy ii) un porcentaje de adsorcion de
entre aproximadamente 80% y 90% para los conjugados de los serotipos
remanentes, lo cual impide una adsorcion completa de un conjugado de un
serotipo individual para una formulacibn de conjugado neumocéccico
multivalente dada. También se observdé que la formulacion de vacuna
preparada usando un pH de entre 6,8 y 7,0 daba como resultado una
agregacion de entre aproximadamente 4 y 10% y una menor adsorcion.

El polisacérido se cultivd usando el método descrito en la Patente
W02013088448A1, en donde dicho método comprende (a) proveer un indculo
de una cepa bacteriana que expresa el CP; (b) cultivar la cepa por
fermentacion a pH 7,2, en donde la velocidad de de adicion del medio de

alimentacion es equivalente a la velocidad de adicién de la mezcla alcalina para



mantener un pH predefinida; c) fermentar el medio de cultivo a 35-38 °C bajo
agitacién a 50-150 RPM con una velocidad de flujo de aire de 0,1-0,5 vvm.

El polisacarido se purific6 mediante el proceso descrito en la Patente
W02012127485. Los Pn-Ps preparados mediante el proceso de la presente
muestran una recuperacion de entre aproximadamente 60 y 70%, en donde la
reduccién de la contaminacion del polisacarido C es de 1 a 5 veces en
comparacion con el contenido de C-Ps segun la cromatografia de interaccion
posthidrofébica (HIC) o la cromatografia de intercambio preidnico (IEC), la
contaminacion proteica es menor que 1% vy la contaminacién por acidos
nucleicos es menor que un 1%. Dicho proceso se ha llevado a cabo a escala
de investigacion, piloto y comercial.

Este proceso permite purificar polisacaridos con un consumo de tiempo
80-90% menor y un costo 90% menor en comparacién con los métodos
basados en CTAB/alcohol.

De acuerdo con una forma de realizacion importante de la presente
invencién, se puede obtener un porcentaje de adsorcion mejorado de entre 75
y 95% para los conjugados de S. pneumoniae mediante i) el uso de una
relacion de polisacarido a proteina de aproximadamente 0,8 a 1,4; ii) el uso de
una adsorcion individual o separada para los conjugados de S. pneumoniae de
adsorcion pobre, iii) el mantenimiento de un pH mas bajo durante la
formulacion.

De acuerdo con un aspecto de la primera forma de realizacion, la
relacién preferida de polisacarido a proteina es de 1:1.

De acuerdo con un segundo aspecto de la primera forma de realizacion,

dicha composicion comprende por lo menos 2 conjugados de polisacéarido-



proteina que comprenden un polisacarido seleccionado entre los serotipos 1, 2,
3,4, 5, 6A, 6B,7F, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F,
23F, 33F y 45.

De acuerdo con un tercer aspecto de la primera forma de realizacion, se
puede utilizar un modo de adsorcion individual para cualquier serotipo de S.
pneumoniae seleccionado entre los serotipos 2, 3, 4, 6A, 8, 9V, 9F, 9N, 12F,
15B, 17F, 18C, 20, 22F, 23F, 33F y 45, preferiblemente para los serotipos 6A,
9V y 23F de S. pneumoniae.

De acuerdo con un aspecto preferido de la primera forma de realizacion,
la vacuna antineumocodccica conjugada multivalente es 10-valente, en donde
los serotipos 6A, 9V y 23F de S. pneumoniae se adsorben individualmente
como una mezcla separada y luego se agrega a otra mezcla que comprende
una mezcla de los serotipos 1, 5, 6B, 7F, 14, 19A y 19F de S. pneumoniae que
se adsorbieron de un modo combinado.

De acuerdo con otro aspecto preferido de la primera forma de
realizacién, la vacuna antineumocdccica conjugada multivalente es 11, 13, 15,
16 o mas valente, en donde por lo menos un serotipo de S. pneumoniae
seleccionado del grupo de los serotipos 2, 3, 4, 6A, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 15B,
17F, 18C, 20, 22F, 23F, 33F y 45 se adsorben de manera individual o se
adsorbe en un grupo mas pequeiio como una mezcla separada y luego se
agrega a otra mezcla que comprende una mezcla de los serotipos de S.
pneumoniae 1, 5, 6B, 7F, 14, 19A y 19F que se han adsorbido de un modo
combinado.

De acuerdo con aun otro aspecto preferido de la primera forma de

realizacion, la vacuna antineumocaoccica conjugada multivalente es 16 valente,
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en donde por lo menos un serotipo de S. pneumoniae seleccionado de un
grupo de 2, 3, 4, 6A, 9V, 12F, 15B, 18C y 23F se adsorbe de manera individual
0 en grupos mas pequefios como una mezcla separada y luego se agrega a
otra mezcla que comprende una mezcla de los serotipos de S. pneumoniae 1,
5, 6B, 7F, 14, 19A y 19F que se han adsorbido de un modo combinado.

Una segunda forma de realizacién de la presente invencion es que la
agregaciéon en una formulacion de un conjugado neumocdccico de polisacarido-
proteina multivalente se puede prevenir por completo mediante i) el uso de un
cambio de pH de pH neutro a pH &cido vy ii) el uso de una combinacion de
soluciones amortiguadoras de histidina-acido succinico.

De acuerdo con un aspecto de la segunda forma de realizacion, dicho
cambio de pH puede ser de 6,8 a un pH seleccionado, pero en un sentido no
taxativo, entre 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8 y 5,9. Mas preferiblemente, de 6,8
a un pH seleccionado entre 5,4, 5,5, 5,6, 5,7 y 5,8.

De acuerdo con otro aspecto de la segunda forma de realizacién, dicho
sistema de solucion amortiguadora de histidina-acido succinico puede tener
una concentracion entre 1 mM y 200 M. La concentracién preferiblemente es
de por lo menos 1 mM (por ejemplo, a lo sumo de 200 mM, 150 mM, 100 mM,
90 mM, 80 mM, 70 mM, 60 mM, 50 mM, 40 mM, 30 mM, 20 mM, 10 mM etc.).
Mas preferiblemente la concentracion de la solucibn amortiguadora de
histidina-acido succinico en la composicién es de entre 10 mM y 40 mM.

Una tercera forma de realizacién de la presente invencion es que se
puede prevenir la formacion de floculos o agregados en los conjugados
neumococcicos a granel mediante el uso de impulsores de hoja plana de una

turbina Rushton en lugar de impulsores con agitacion magnética, tipo axial y
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tipo radial en los recipientes de formulacion.

La estabilidad de una composicion inmunogénica de la invencion se
determina facilmente usando técnicas estandar, que son bien conocidas y de
rutina para los especialistas en el arte. Por ejemplo, una composicion
inmunogénica se puede evaluar por el porcentaje de adsorcién de conjugados,
la estabilidad, agregacion, inmunogenicidad, formacion de particulados, pérdida
de proteina (concentracion) y semejantes, mediante métodos que incluyen,
pero en un sentido no taxativo, ELISA, dispersion de luz, densidad dptica,
centrifugacién por velocidad de sedimentacion, centrifugacion por equilibrio de
sedimentacion, dicroismo circular (CD), ensayo de Lowry, ensayo con acido
bicinconinico (BCA) y semejantes.

En una forma de realizacién preferida, la presente invencién provee un
nuevo ELISA que permite cuantificar directamente polisacarido
conjugados/unidos sin afectar la antigenicidad de los conjugados en vacunas
antineumococcicas conjugadas multivalentes. EI mismo se puede utilizar para
la cuantificacién del contenido de conjugado no adsorbido en la matriz de la
formulacidn como un parametro indicativo del porcentaje de adsorcién, en
donde los conjugados presentan mas de un 70% de adsorcion.
Preferiblemente, dicho ELISA puede emplear un paso de pre-ensayo que
comprende la desorcion del conjugado de un adyuvante de alumina sin afectar
la antigenicidad de la proteina transportadora asi como del polisacarido
conjugado. Mas especificamente, la disolucion de las muestras de conjugado
adsorbido sobre alumina se logra usando hidroxido de sodio y acido citrico.

La proteina transportadora se puede seleccionar de un grupo que

comprende, pero en un sentido no taxativo, CRM197, P4, toxoide de la difteria,
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toxoide del tétano, fragmento C del toxoide del tétano, toxoide de Pertussis,
proteina D de H. influenzae, LT de E. coli, ST de E. coli y la exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa, complejo ¢ de la membrana exterior (OMPC),
porinas, proteinas de union a transferrina, neumolisina, proteina de la superficie
neumocéccica A (PspA), adhesina de la superficie neumocdccica A (PsaA),
PhtD neumocéccica, las proteinas de la superficie neumocéccica BVH-3 y
BVH-11, el antigeno protector (PA) de Bacillus anthracis y factor de edema
detoxificado (EF) y el factor letal (LF) de Bacillus anthracis, ovoalbumina,
hemocianina de lapa (KLH), albumina de suero humano, albumina de suero
bovino (BSA) y la proteina purificada derivada de tuberculina (PPD), en
particular CRM197 o P4.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida, dicha composiciéon
multivalente puede comprender:

i) por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que
comprende CRM197 como proteina transportadora, por lo menos un conjugado
de polisacarido-proteina que tiene TT como proteina transportadora; o

i) 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 como proteina transportadora; o

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

iv) por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene

CRM197 como proteina transportadora, por lo menos un conjugado de
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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 lo 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 adhesina de la superficie
neumococcica A (PsaA) como proteina transportadora; o

Vi) por lo 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 adhesina de la superficie
neumococcica A (PsaA) como proteina transportadora.

En otra forma de realizacion, la proteina transportadora preferida
conjugada al Serotipo 3 es CRM-197, al Serotipo 4 es TT o DT y al Serotipo
18C es CRM197.

Otra forma de realizacion de la presente invencion incluye el uso de
PsaA como proteina transportadora en la formulacién final. La PsaA también se
puede usar en la formulacion final como un adyuvante.

En determinadas formas de realizacion, la formulacion multivalente de la
presente invencion puede comprenden un agente tensioactivo, preferiblemente
polisorbato 20. En determinadas formas de realizacion, la concentracién final
del polisorbato 20 en la formulacion es de entre 0,01% y 10% de polisorbato 20
en peso/volumen de la formulaciéon. En aun otras formas de realizacién, la

concentracién final del polisorbato 20 en la formulacion es de 0,01% de
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polisorbato 20 en peso/volumen de la formulacién. En otras formas de
realizacién, la concentracion final del polisorbato 20 en la formulacién es de
0,05% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulacion. En aun otras
formas de realizacion, la concentracion final del polisorbato 20 en la
formulacién es de 0,1% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulacion.
En otra forma de realizacién, la concentracién final del polisorbato 20 en la
formulacién es de 1,0% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulacion.
En adn otra forma de realizacion, la concentracién final del polisorbato 20 en la
formulacién es de 10,0% de polisorbato 20 en peso/volumen de la formulacion.

Las formulaciones de vacunas multivalentes de la presente pueden
comprender conservantes seleccionados de un grupo que comprende, pero en
un sentido no taxativo, conservantes mercuriales (por ejemplo, timerosal), 2-
fenoxi-etanol, metilparabeno, propilparabeno y alcohol bencilico (0 mezclas de
los mismos).

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la presente
invencién, dicha formulacion de vacuna antineumocdccica conjugada de
polisacéarido-proteina multivalente, preferiblemente 10 6 16 valente, puede
comprender conjugados adsorbidos sobre fosfato de aluminio, histidina, acido
succinico, cloruro de sodio, Polisorbato 20 y tiomersal.

La composicién de vacuna de la presente invencién puede comprender
un paso de adicién de un adyuvante de una sal de aluminio en una cantidad de
20-375 ug, 20-300 pg, 20-200 ug, 25-150 ug de Al+++ por dosis de 0,5 ml.

Tipicamente, las composiciones inmunogénicas se preparan como
inyectables, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas; pero también se

pueden preparar como formas sélidas adecuadas para obtener una solucién o
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una suspension en un vehiculo liquido antes de la inyeccidén. La preparacion
también se puede emulsionar o encapsular en liposomas para lograr un efecto
adyuvante mejorado. El suministro directo de las composiciones generalmente
sera parenteral (por ejemplo, inyeccion, por via subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa y/o intramuscular o administracion en el espacio intersticial de un
tejido). Las composiciones también se pueden administrar en una lesion. Otros
modos de administracion incluyen una administracion oral y pulmonar,
supositorios y con agujas para aplicaciones transdérmicas o transcutaneas, e
hipoaerosoles. El tratamiento con la dosificacién puede realizarse segun un
programa de dosis Unica o un programa de multiples dosis (por ejemplo,
inclusive dosis de refuerzo).

Preferiblemente, las vacunas de la presente invencidon se pueden
guardar en una solucion o liofilizadas, en donde la composicién de vacuna
liofilizada de la presente invencion se puede administrar como una formulacion
de 1, 5 6 10 dosis con un diluyente que contiene gel de fosfato de aluminio y
NaCl.

Otra forma de realizacién de la presente invencién incluye el uso de un
impulsor de hoja plana de una turbina Rushton en el recipiente de formulacion
(refiérase a la Figura 5).

Ejemplos:
Ejemplo 1: Fermentacién

El método comprende (a) proveer un indculo de una cepa bacteriana
que expresa el CP; (b) cultivar la cepa por fermentacion a pH 7,2, en donde la
velocidad de de adicion del medio de alimentacién es equivalente a la

velocidad de adicidon de la mezcla alcalina para mantener un pH predefinida; c)



16

fermentar el medio de cultivo a 35-38 ° C bajo agitacion a 50-150 RPM con una
velocidad de flujo de aire de 0-0,5 vvm.

Ejemplo 2: Purificacion del polisacarido capsular

Purificacion del polisacarido capsular del serotipo 19F de S. pneumoniae
(HIC seguido por IEC)

Se concentraron 5 | de caldo clarificado a partir de cultivos de
fermentado del serotipo 19F de S. pneumoniae y se diafiltraron hasta 500 ml
usando una membrana de MWCO [corte de Peso Molecular] de 100 KDa. La
diafiltracion se llevé a cabo usando una solucion amortiguadora de fosfato de
sodio 25 mM a pH neutro seguido por diafiltracion con agua para inyeccién
(WFI).

Se agregd nucleasa a la solucion de polisacarido para alcanzar una
concentracion final de 8 U/ml de solucion. El tratamiento con la enzima se llevo
a cabo a 37 °C, durante 10 £ 2 h con agitacion.

Se agrego sulfato de amonio a la solucion de polisacaridos tratada con
nucleasa hasta un 50% de saturacion y se incub6 a 2-8 °C durante 12 + 2 h
(excepto los serotipos 5 y 4). La mezcla fue sometida a centrifugacion. Se
descarté el pélet (precipitado). La solucion (~500 ml) es sometida a una
diafiltracion de 100 kD usando NaCl seguido por WFI enfriado. Esta solucién
diafiltrada que contiene polisacaridos con una solucién amortiguadora y una
gran concentracién de sales se cargd en una columna de HIC.

La columna de cromatografia de interaccion hidrofébica (300 ml) se
equilibré con 50% de solucion amortiguadora de sulfato de amonio saturada y
luego se cargd la solucion de polisacaridos (500 ml) en la columna en un rango

de pH de 6 a 8, preferiblemente un pH de 6 a un pH de 7. La columna también
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se lavo con la solucion amortiguadora que contiene 50% de sulfato de amonio
saturado. En estas condiciones, el polisacarido se recuperé en el flujo y lava de
equilibrio de la columna.

Después se concentrd la solucion de polisacaridos usando un filtro de
MWCOQO de 100 KDa y luego se diafiltré6 con NaCl y agua para inyeccion (WFI).

La columna de cromatografia de interaccion iénico (300 ml)
(intercambiador anidénico fuerte) se equilibré con solucién amortiguadora de
sulfato de sodio 20 mM saturada y luego se cargoé la solucién de polisacaridos
(500 ml) en la columna en un rango de pH de 6 a 8, preferiblemente un pH de
6,5 a un pH de 7,5. La columna se lavo ademas con solucién amortiguadora.
Los polisacaridos adsorbidos se eluyeron con una elucion con gradiente por
pasos usando NaCl 1,0 M (varios polisacaridos eluyeron a diferentes fuerzas
ionicas de NaCl).

Después se concentrd la solucion de polisacaridos usando un filtro de
MWCO de 100 KDa y luego se diafiltré6 con agua para inyeccion (WFI).

La solucién de polisacarido diafiltrada se filtr6 a través de un filtro de
membrana de 0,22 u en botellas de polipropileno. El polisacarido purificado se
guardo congelado a -20 £ 5 °C.

El proceso anterior también se utilizé para los serotipos 4, 6A, 6B, 7F,
9V, 10A, 14, 18C, 19A, 19F y 23F.

Resultados:

El polisacarido C post cromatografia de HIC y de intercambio i6nico se
estimo con los espectros de H1/P31 NMR. El proceso dio como resultado una
reduccion 2-3 veces del contenido de contaminantes.

Ejemplo 3: Reduccién de polisacaridos
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Se us6 un aparato homogeneizador (Microfluidics) para reducir el peso
molecular del polisacarido antes del paso de activacion. Para 19A, la reduccion
del tamano se efectud a 24-28 KPS|, en tanto para 19F la reduccion del tamano
se efectu6 a 26-30 KPSI en donde el numero de pases era de
aproximadamente 1 a 3. El polisacarido reducido se diafiltré y se concentrd
seguido por filtracion a 0,22 y. El polisacarido reducido fue sometido luego a
HPSEC-RI para la estimacion del peso molecular promedio.

Ejemplo 4: Proceso de conjugacion general

La conjugacion del polisacarido con la proteina transportadora se llevé a
cabo usando el método de conjugacion de CDAP de Lees et al (Vaccine 26:
190-198, 1996). Los polisacaridos de tamafo reducido mecanicamente
(excepto por 6A que se usd en una forma nativa o reducido dependiente del
tamano de 6A) se disolvieron en NaCl 2 M. Se agregé CDAP (en acetonitrilo)
de una solucién madre 100 mg/ml a la soluciéon de polisacarido segun la
relacion de polisacarido:CDAP. Aproximadamente 1 minuto después, se agrego
NaOH 2 M para obtener la activacién con pH especifica. La activacion del
polisacérido se efectué a este pH durante 4-10 minutos a 22 °C. Se agregdo
CRM-197 (la cantidad depende de la relacion inicial de Ps/proteina) al
polisacéarido activado y la reaccidon de acoplamiento se realizé al pH especifico
por 3-8 h dependiendo del serotipo. Luego se neutralizé la reaccion con glicina
durante 1 h a 22 °C, y durante la noche a 12 °C. A continuacion, se purificaron
los conjugados mediante una diafilteracion de 300 kDa a 500 kDa seguido por
diafilteracion a 100 kDa. Ademas, se determiné el contenido de polisacarido y
proteina de los conjugados purificados filtrados a 0,22 um.

Tabla 1: Variaciones de los parametros de la reaccion de conjugacion
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especifica del serotipo para 10 serotipos:

Detalles de conjugacion para 10 serotipos

Caracteristicas

Condiciones de proceso de diferentes serotipos

1 |5 6A 68 |7F |9V |14 2\9 19F | 23F
Conc. de Ps|,; | 5 11 |10 |8 |10 |95 |95 |9
(mg/ml)

NaC NaC | NaC Na | NaC
Disolucién de Ps |1 2 l\N/IaC' 2 'l\\l/IaCIZ 2‘?\/'0' I 201 2 E'T\AC' c |1 2 E'T\AC'

M MM 2M | M
Tiempo = de ), |, 4 4 4 |4 |4 4 |10 |4
activaciéon (min)
Relacion 1. _ 11 11, |11, .. 10 .
N NUNER 1:1 . e N ER IR R EER
Conc. de CRM|,, |, 20 20 |20 |20 |20 |20 |20 |20
197 (mg/ml)
Relacion de 0,8
s 082 075 |[105 |077 |085 087 |082 |o° 0,96 0,71

9,5: P . 9,59 [9,5: |9,5: ) 09: 19,5: 19,59
pH?:pH®:pH 9,5: 8’2'9’5' _99’55'9’5 ,5:9, 19,5: |9,5: 282 09: |9,5: |,5:9,

95 | 9, 5 95 |95 %% |09 |95 |5
Ps libre (%) <1 |63 263 |157 |<1 |ND |253 |15 |1,07 |259
Proteina libre (%) |[ND [1,54 |22 ND |ND |ND |ND |ND |22 |ND
Distribucion _de | 70.5 765 1756 | 72.7 78 | 74.3 [ 72.9
tamafio mol. (%) |6 | /493 |0O767 |57 g7 5 76,99 |47 15 |y

Tabla 2: Comparacion del porcentaje

de adsorcidén de los serotipos

individuales de las formulaciones PCV-10 segun un abordaje de una y dos

mezclas del proceso de formulacion.

Serotipos | Abordaje de una mezcla Abordaje de dos mezclas
NP de las | (todos los antigenos juntos) (Mezcla Ay B)
S formulacio | % de adsorcién % de adsorcién
:lgs PCV- Exp.1 | Exp. 2 Exp.3 |Exp.4 |Exp.5 |Exp.6
1 Serotipo 1 90 85 92 >99 >99 97
2 Serotipo5 | 84 82 85 90 88 97
3 Serotipo 6A | 67 51 61 77 71 93
4 Serotipo 6B | 82 72 83 84 80 86
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5 Serotipo 7F | 83 77 81 87 86 84

6 Serotipo 9V | 67 43 74 89 85 85

7 Serotipo 14 | 86 83 88 92 91 90
Serotipo

8 19A 95 92 97 95 93 85
Serotipo

9 19F 91 87 93 91 88 75
Serotipo

10 53F 56 52 58 84 81 81

En el abordaje de una mezcla, los serotipos 6A, 9V y 23F eran
adsorbidos pobremente en la formulacién, en tanto en el abordaje de dos
mezclas el porcentaje de adsorcion era de >70% para todos los serotipos.

Tabla 3: Efecto del cambio de pH sobre el comportamiento de

agregacion de las formulaciones PCV-10

Descripciones | % de viales rechazados debido a agregados
N°S. | de la | (particulas/fléculos blancos)
formulacioén Experimento 7 | Experimento 8 | Experimento 9
Formulaciones
1 de PCV-10 sin | 10% 4% 6%
‘cambio de pH’
Formulaciones Experimento : Experimento
de PCV-10 con | 10 Experimento 11 | 4,
2 ‘cambio de pH’ | Sin agregados | Sin  agregados | Sin agregados
de pH 6,8 a pH | (no se rechaza | (no se rechazala | (no se rechaza
5,6-5,8 la prueba) prueba) la prueba)

No se encontraron agregados al pH de 5,6-5,8 en la formulacién PCV10
en comparacion con la formulacién a pH 6,8.

Se encontré que la relacion de polisacarido a proteina (1:1) tenia un
efecto ventajoso sobre el grado de adsorcion del conjugado neumocdéccico
presente en la formulacion.

Tabla 4: Efecto de la relacion de Ps a CRM4g7 sobre la adsorcion del

conjugado neumocodccico (serotipo 6A) en la Formulacion

N° S Conjugado neumocoéccico del | Relacion de Ps | Adsorciéon
. . ., N
serotipo 6A a granel a proteina (%)
1 ZPNG6ACP1201 1,95 34
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2 ZPN6ACP1203 1,51 42
3 ZPNG6ACP1204-A 1,32 87
4 ZPN6ACP1204-B 1,15 95
5 ZPN6ACP1205 1,09 86

Se observo un efecto de la relacion de polisacarido a proteina sobre la
adsorcion de los conjugados. Los conjugados 6A que tenian una relacion de
Ps a proteina de >1,5 mostraron una adsorcion pobre. La mayoria de los
serotipos usados en la formulacion PCV-10 contenia una relacion de Ps:Pr en
el rango de 0,6-1,3 lo que dio como resultado una adsorcion Optima de varios
serotipos, incluido el serotipo 6A. Sobre la base de los datos de adsorcion
obtenidos para el experimento con el serotipo 6A y la formulacion PCV-10,
haciendo una formulacién 16 valente, se puede extrapolar que la relacion de
Ps:Pr de los 6 conjugados remanentes en el rango similar podria asegurar una
adsorcion consistente de los 16 conjugados de serotipos.

Tabla 5: Especificaciones del impulsor de hoja plana de la turbina

Rushton para diferentes recipientes

Volumen geométrico (l) 14
Volumen de trabajo (1) 10,0
Diametro de la hoja (mm) 74,7
Altura de la hoja (mm) 17,3
Numero de hojas 6

Control de agitacién (rpm) 50-500
Velocidad del extremo (m/s) 0,19-1,95

Ejemplo 6: Protocolo del ELISA

El contenido de antigeno y el porcentaje de adsorcién se determinaron
usando un ELISA sandwich modificado.

Se modifico el ELISA sandwich convencional con respecto a las
siguientes condiciones de prueba/condiciones de ensayo y de esa manera
tiene los siguientes atributos ventajosos.

i. cuantificar el polisacarido conjugado en la presencia de otros 9
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antigenos conjugados en una vacuna 10 valente

ii. eluir los diez conjugados a partir de un gel de fosfato de aluminio,
donde la adsorcion es de mas del 80%

iii. en donde hay captura de conjugados aun si estd a pH 9 sin daiar
la antigenicidad del conjugado

El contenido de antigeno y el porcentaje de adsorcién se determinaron
usando un ELISA segun el protocolo indicado a continuacion:
Dia 1

1. Las placas se recubrieron con un anticuerpo de captura
(anticuerpo anti-proteina transportadora) seguido por incubacién durante 0,5-2
ha35+5°C

2. Las placas se lavaron 3-6 veces usando un lavador de placas
para ELISA

3. Las placas se bloquearon con solucién amortiguadora de bloqueo
(3% de BSA en PBS 1X y solucion amortiguadora Tris para los serotipos 14 y
9V) seguido por incubacion durante 1,5-2,5ha 305 °C

4. Las placas se lavaron 3 veces usando un lavador de placas para
ELISA

5. Las muestras se agregaron a las placas

6. Las placas se incubaron durante la noche a5 + 3 °C
Dia 2

1. Se dejo que las placas alcanzaran temperatura ambiente

2. El anticuerpo primario se agregd después de lavar las placas 3

veces seguido por incubacién a RT de 25 + 2 durante 30 min seguido por un

lavado.
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3. Se agrego el anticuerpo secundario y fue seguido por incubacion
a 252 durante 30 minutos.

4. Se agrego el sustrato TMB seguido por incubacién a RT durante
15-20 min en oscuridad

5. Se agrego solucion de detencion

6. Las placas se leyeron a 405 nm.

Procedimiento para disolver la muestra sin danar el epitope de la proteina

transportadora

Se agreg6 una cantidad apropiada de NaOH 0,5 M-2 M a 2 ml de la
muestra de vacuna. Dicha muestra fue sometida a agitacién por vortexeo suave
hasta que la solucién se volvié clara. El pH de la solucion se ajusté en 9-12
hasta que la solucién se volvié traslucida. EI pH de la soluciéon se volvié a
llevar a 6-7,4 usando entre 0,5 My 2 M de acido citrico. Dicha solucién fue
sometida a centrifugacion (muestras disueltas) a entre 3000 y 6000 x g durante

5 min y se recolecté el sobrenadante para las pruebas.

Tabla 6
Lote 1 Lote 2
Serotipo Contenido en | % de | Contenido en | % de
Hg/ml adsorcion ug/ml adsorcion
Serotipo 1 3,87 89 4,66 99,4
Serotipo 5 3,57 83 4,03 90,8
Serotipo 6A 3,39 83 4,6 68,3
Serotipo 6B 8,01 80 6,8 85
Serotipo 7F 4,72 97 4,18 84,4
Serotipo 9V 4,61 80 3,95 70,4
Serotipo 14 5,11 94 5,06 92,5
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Serotipo 19A | 4,42 94 3,65 91,8
Serotipo 19F | 4,35 82 4,14 81,4
Serotipo 23F | 3,66 72 4,03 75

Ejemplo 7: Vacuna antineumocéccica conjugada - 10 valente (PCV10)

Tabla 7: Composicion de PCV10:

N° : :
muest | Nombre del ingrediente r(})q?)nt|dad/d03|s(0,5
ra
1 Polisacarido de los serotipos 1, 5, 6A, 7F, 9V, 14, 19A, 2 ug de cada uno
19F y 23F* Mg
2 Polisacarido del serotipo 6B* 4 ug
3 Fosfato de aluminio Adju-Phos® 0,125 mg como AI"**
4 Cloruro de sodio 4,5 mg
5 Acido succinico 1,18 mg
6 Polisorbato 20 50 ug
7 Tiomersal (solo para la presentaciéon de multiples dosis) 25 ug
8 L-histidina 1,55 mg
* Los ingredientes activos se conjugan con la proteina transportadora
CRM197

Ejemplo 8: Formulaciéon 1 (PCV16)

Vacuna antineumocdccica conjugada - 16 valente (PCV16)

Tabla 8: Composicion “I” de PCV16

N°S. | Composiciones | Cantidad/dosis
Ingrediente activo*

1 Serotipo 1 2,0 ug

2 Serotipo 2 2,0 ug

3 Serotipo 3 2,0 ug
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4 Serotipo 4 2,0 ug
5 Serotipo 5 2,0 ug
6 Serotipo 6A 2,0 ug
7 Serotipo 6B 4,0 ug
8 Serotipo 7F 2,0 ug
9 Serotipo 9V 2,0 ug
10 Serotipo 12F 2,0 ug
11 Serotipo 14 2,0 ug
12 Serotipo 15B 2,0 ug
13 Serotipo 18C 2,0 ug
14 Serotipo 19A 2,0 ug
15 Serotipo 19F 2,0 ug
16 Serotipo 23F 2,0 ug

Ingredientes inactivos

17 Fosfato de aluminio NMT 1,25 mg de APt

18 Histidina 1,55 mg

19 Proteinas 11,3 -113,3 ug
transportadoras

20 Acido succinico 1,18 mg

21 Cloruro de sodio 4,5 mg

22 Polisorbato 20 50 ug

23 Tiomersal** 25 ug

24 WFI C.S.

* Los ingredientes activos de la vacuna se conjugan con al menos
una proteina transportadora seleccionada entre CRM197, TT y DT.

** Solo se agreg6 en la presentacion de multiples dosis
Ejemplo 9: Formulaciéon 1 (PCV16)

Tabla 9: Composicion “II” de PCV16

N°S. | Composiciones | Cantidad/dosis
Ingrediente activo

1 Serotipo 1 2,0 ug
2 Serotipo 2 2,0 ug
3 Serotipo 3 2,0 ug
4 Serotipo 4 2,0 ug
5 Serotipo 5 2,0 ug
6 Serotipo 6A 2,0 ug
7 Serotipo 6B 4,0 ug
8 Serotipo 7F 2,0 ug
9 Serotipo 9V 2,0 ug
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10 Serotipo 12F 2,0 ug

11 Serotipo 14 2,0 ug

12 Serotipo 15B 2,0 ug

13 Serotipo 18C 2,0 ug

14 Serotipo 19A 2,0 ug

15 Serotipo 19F 2,0 ug

16 Serotipo 23F 2,0 ug

Ingredientes inactivos

17 Fosfato de aluminio NMT 1,25 mg de Al

18 Histidina 1,55 mg

19 Proteinas 11,3 -113,3 ug
transportadoras

20 Acido succinico 1,18 mg

21 Cloruro de sodio 4,5 mg

22 Polisorbato 20 50 ug

23 2-fenoxietanol™* 10 mg

24 WEFI C.S.

* Los ingredientes activos de la vacuna se conjugan con al menos
una proteina transportadora seleccionada entre CRM197, TT y DT.

** Solo se agreg6 en la presentacion de multiples dosis
Ejemplo 10:

1) Degradacién de PnPs reducidos (19A, 19F, 6A y 6B) en la presencia
de DMAP:

Los PnPs reducidos en la solucion de reaccion se trataron con DMAP en
una relacion de 1:1,5 y se comprob6 su perfil de degradacion mediante SEC-
HP-RI.

Resultados:

Se observé que solo el PnPs 19A sufre degradacién en la presencia de
DMAP en tanto otros PnPs que contienen fosfodiéster (19F, 6A y 6B)
permanecen intactos. Refiérase a las Figuras 1 (sin DMAP) y 2 donde se
muestra la degradacion de PnPs mediada por DMAP.

Para minimizar dicha degradacién de 19A, el PnPs activado fue
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sometido a una diafiltracion de 10 KDa usando NaCl 2 M para eliminar el
DMAP formado a partir de la solucion de reaccién antes de la conjugacién con
CRMg;.

)] Degradacién y agregaciéon de PnPs reducidos (19A, 19F, 6A y 6B)
en la presencia de CDAP:

Se trataron los PnPs reducidos en solucion de reaccion con CDAP a la
relacién de 1:1,5 durante la activacién. Se observd que el 50% de DMAP se
genera como un producto secundario (medido mediante RP-HPLC) que
conduce a degradacion de PnPs, asi como a la agregacién de PnPs activados
después de un determinado tiempo de activacion (refiérase a la Tabla 2). La
degradacion y agregacion se comprobaron mediante el perfil de SEC-HP-RI.
Refiérase a las Figuras 3A (sin CDAP), 3B, 3C y 3D (para 19A) y 4A (sin
CDAP), 4B (para 19F) que muestran agregacién y degradacion de PnPs
mediadas por CDAP.

Tabla 10: Factores responsables del entrecruzamiento y la agregaciéon de
polisacarido-polisacarido

Efecto de la “duracién de la activacion de CDAP” sobre la formacién de

“agregados de polisacarido-polisacarido”

PM de PnPs .
. ... | PnPs activados
. reducidos/modific g
Serotipos modificados (KDa) | Efectos
ados (KDa) [SEC- [SEC-HP-RI]
HP-RI]
No hay agregacién
6A 432 435 entre polisacaridos
activados
No hay agregacién
6B 131 131 entre polisacaridos
activados
254 (después de 20 | Hay agregacién entre
19A 178 min) polisacaridos activados
487 (después de 60 | Hay agregacion entre
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min) polisacaridos activados

1173 (después de | Hay agregacién entre
120 min) polisacaridos activados

205 (después de 30 | Hay agregacién entre

19F 157 min) polisacaridos activados

1)) Prevencion de la degradacion y agregacion de PnPs reducidos (19A
y 19F) que tienen una relacion PnPs:CDAP de 71:1,5 empleando un paso de
diafiltracion:

Para minimizar dicha degradacién y agregacion de 19A, el PnPs
activado fue sometido a una diafiltracion de 10 KDa usando NaCl 2 M para
eliminar el DMAP formado a partir de la solucion de reaccion antes de la
conjugacion con CRM1g7. Refiérase a las Figuras 3E (conjugado sin DF de 10
KDa) y 3F (conjugado con DF de 10 KDa) donde se muestra el perfil de SEC-
HP-RI del conjugado usando PnPs activados diafiltrados con 10 KDa y CRMg;.
Sin embargo, el paso de diafilteracion afectaba adversamente el rendimiento
del conjugado lo que dio como resultado una disminucién del 30%-40% en el
rendimiento global.

IV)  Prevencion de la degradacién y agregacién de PnPs reducidos (19A
y 19F) mediante una reduccion de la relacion de PnPs:CDAP a 1:1 (19A) y
a 1:0,8 (19F) sin emplear un paso de diafiltracion

Los PnPs reducidos en solucion de reaccion se trataron con CDAP a las
relaciones de 1:1 y 1:0,8 para 19A y 19F, respectivamente, y sus perfiles de
degradacion y agregacion se comprobaron mediante SEC-HP-RI.

Resultados:

Se observo que las relaciones modificadas de Ps:CDAP (1:1 para 19A y
1:0,8 para 19F) impedian la degradacion y agregacion de ambos PnPs 19A y
19F. Refiérase a las Figuras 3 (G y H para 19A) y 4 (C y D para 19F). Una
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ventaja adicional de usar relaciones modificadas era que carecia de un paso de
diafiltracion de 10 KDa asegurando asi una pérdida minima en el rendimiento
global.

Se observd que en el caso del serotipo 79A, cuando la “duracién de la
activacion de CDAP” era de mas de 10 min, daba como resultado el
entrecruzamiento de polisacarido activado con polisacarido activado, lo que
finalmente conduce a la formacién de “agregados de polisacarido-polisacarido”.

Ademas, en el caso del serotipo 719F, cuando la “duracion de la
activacion de CDAP” era de mas de 20 min, daba como resultado el
entrecruzamiento de polisacarido activado con polisacarido activado, lo que
finalmente conduce a la formacién de “agregados de polisacarido-polisacarido”.
Ademas, se encontré que la duracién de la reaccidn de conjugacién era mas de
la duracion requerida para el entrecruzamiento del polisacarido activado con
polisacérido activado, lo que dio como resultado la formacion de agregados.
Refiérase a las Figuras 3 y 4.

Sin embargo, dicho entrecruzamiento no se observo en otros serotipos
como 6APnPs y 6BPnPs.

Ejemplo 11:
Preparacién de conjugados: PnPs19A y PnPs19F

La conjugacion del polisacarido con la proteina transportadora se llevo a
cabo usando el método de conjugacion de CDAP de Lees et al (Vaccine 26:
190-198, 1996) con las siguientes modificaciones:

i) Para preparar el conjugado 19A, se us6 una relacion de
polisacérido a CDAP de 1:1 a 22 °C con un periodo de activacion de 4 min y

una relacion de polisacarido a proteina de 1:1
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i) Para preparar el conjugado 19F, se usd una relacion de
polisacarido a CDAP de 1:0,8 a 22 °C con un periodo de activacién de 9 a 10
min y una relacion de polisacéarido a proteina de 1:1 para 19F.

Tabla 10: Comparacion de los resultados de conjugados para 19A y
19F con el “método de conjugacion con CDAP tradicional” (Lote 1) y el

“método de conjugacion mejorado” (Lote 2)

1) Detalles de la reaccién de conjugacion

Conjugados Conjugado 19A Conjugado 19F
Numero de lote Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
Conc. de PnPs

(mg/ml) 9,5 9,5 9,5 9,5
Disolucion de

PnPs NaCl 2 M NaCl 2 M NaCl 2 M NaCl 2 M
Tiempo — de|, 4 4 9a10
activacion (min)

Relacion de

PnPs/CDAP 1,0:1,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:0,8
Conc. de CRM

(mg/ml) 20 20 20 20
Relacidn inicial de

Ps/CRMo7 1,0:1,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:1,0
pH?:pH®:pH? 9,0:9,0:9,0 9,0:9,0:9,0 9,5:9,5:9,5 9,5:9,5:9,5
Il) Caracteristicas del conjugado final

Conjugados Conjugado 19A Conjugado 19F
Numero de lote Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
Relacion final de

PnPs/CRMg7 0,53 0,86 0,52 0,96
CRM197/PnPs 1,88 1,16 1,92 1,04
PnPs libre (%) 1,9 1,5 1,7 1,07
CRM,g; libre (%) ND ND ND 2,2
Tamano mol.

prom. de SEC-HP- | 1081 853 994 847

1) (KDa)




Tamano
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mol.
8212 6012 6393 4773

(UV/RI/MALS)

(KDa)

Resultados:

Se observd que la relacion modificada de polisacarido:CDAP, el tiempo
de activacién de CDAP vy la relacién inicial de polisacarido:proteina, minimizaba
la degradacién del polisacarido reducido mediada por 4-dimetilaminpiridina
durante la activacién y también impidié la subsiguiente agregacion polisacarido-
polisacéarido, mejorando asi las caracteristicas del conjugado final con respecto
al contenido de polisacarido libre.

El método de conjugacion mejorado empleado para preparar los
conjugados 19A y 19F dio como resultado conjugados que no mostraban
ninguna senal fosfomonoéster en los respectivos perfiles del conjugado (NMR
p protones), lo cual indicaba que el se observaba que el método de
conjugacion modificado era eficaz para prevenir la hidrélisis de polisacaridos en
las reacciones de conjugacion.

En vista de las numerosas formas de realizacion posibles a las cuales se
pueden aplicar los principios de la invencion divulgada, se podra reconocer que
las formas de realizacion ilustradas solamente son ejemplos preferidos de la
invencion y no deberian considerarse en un sentido limitativo del alcance de la
misma. En su lugar, el alcance de la invencion se define mediante las
siguientes reivindicaciones. Por ello, los autores reivindican como invencién de
su autoria todo aquello que se encuentra dentro del alcance y espiritu de estas

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES:

1. Un método para la preparacion de una formulacion de vacuna
antineumocadccica conjugada de polisacaridos-proteinas multivalente estable,
que presenta una adsorcidn Optima para cada conjugado en donde, en dicho
método, se previene la agregacion mediante el empleo de al menos uno de:

i. Una adsorcién 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 acido;

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 composicion de vacuna antineumocdccica conjugada
multivalente preparada de acuerdo con la reivindicacion 1; en donde dicha
composicion comprende por lo menos 2 conjugados de polisacarido-proteina
que contienen un polisacarido seleccionado entre los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 8, 9V, 9F, 9N, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F y
45.

4, Una composicion 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
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que contienen un polisacarido de los serotipos 1, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 19A,
19F y 23F.

5. Una composicibn vacuna antineumocodccica 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 y 23F.

6. La composicion de la reivindicacién 1, en donde la proteina
transportadora comprende una o mas seleccionadas del grupo que consiste en
CRM197, adhesina de la superficie neumocdccica 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 unién a transferrina, neumolisina, proteina de la
superficie neumococcica A (PspA), adhesina de la superficie neumocdccica A
(PsaA), PhtD neumocdccica, proteinas de la superficie neumocdéccica 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, ovoalbumina,
hemocianina de lapa (KLH), albumina de suero humano, albumina 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 polisacarido-proteina que

comprende CRM197 como proteina transportadora, por lo menos un conjugado



34

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 como proteina transportadora; o

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

iv. por lo 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 lo 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 adhesina de la superficie
pneumocdccica A (PsaA) como proteina transportadora; o

Vi. por lo menos un conjugado de polisacarido-proteina que tiene
CRM197 como proteina transportadora, por lo menos un conjugado de
polisacéarido-proteina que tiene TT como proteina transportadora, por lo menos
un conjugado de polisacarido-proteina que tiene adhesina de la superficie
pneumocédccica A (PsaA) como proteina transportadora.

8. La composicion de la reivindicacion 3, en donde el serotipo 3

preferiblemente esta conjugado con CRM-197, el serotipo 18C preferiblemente
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esta conjugado con CRM197 y el serotipo 4 se puede conjugar con TT o DT.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha solucion
amortiguadora de histidina-acido succinico tiene una concentracién de entre 1
mM y 200 mM, preferiblemente entre 10 mM y 40 mM, mas preferiblemente de
20 mM.

10. El método de la reivindicacion 1, en donde el cambio en el pH
para la solucién amortiguadora de histidina-succinico preferiblemente tiene
lugar de 6,8 a un pH de entre 5,6 y 5,8.

11. El método de la reivindicacion 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 14 y mas
preferiblemente 1:1, y a un pH predeterminado, preferiblemente entre 5,2y 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
concentracién 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 solucion amortiguadora de histidina-acido succinico que

se encuentra a una concentracion predeterminada, un segundo conjunto
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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 ug 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, 19A y 19F.

iv. mezclar dicho primer conjunto adsorbido obtenido en el paso (ii)
con dicho segundo conjunto adsorbido obtenido en el paso (i), ¥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,
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 formulacién estable de una vacuna antineumocdccica conjugada de
polisacarido-proteina multivalente.

12. Un método para reducir la agregacion de polisacarido-
polisacarido en reacciones de reduccion y conjugacién, 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 cianilaciéon a una relacién de entre

1:.0,8 y 11 a wuna temperatura entre aproximadamente 22 °C vy
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aproximadamente 25 °C por un periodo de entre aproximadamente 4 min vy
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 h y 5 h, seguido por neutralizacién
con glicina;

en donde dicho proceso de conjugacion minimiza la degradacion
mediada por los productos secundarios del agente de cianilaciéon de un
polisacérido 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 reivindicacién 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.

14. El método de la reivindicacion 13, en donde el polisacarido es un
polisacarido del serotipo 19A de Streptococcus pneumoniae y el agente de
cianilacién 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.
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16. El método de la reivindicacion 14 6 15, en donde dicho conjugado
tiene un contenido de polisacarido 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 disolucién de muestras de conjugados adsorbidos sobre alumina
usando hidréxido de sodio y acido citrico.

18. La composicién reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en donde se usa PsaA como un adyuvante.

19. La composicién reivindicada en cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, que ademas incluye el paso de guardar dicha formulacién 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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METODOS PARA MEJORAR LA ADSORCION DE CONJUGADOS DE
POLISACARIDOS-PROTEINAS Y UNA FORMULACION DE VACUNA
MULTIVALENTE OBTENIDA CON LOS MISMOS.
RESUMEN

Métodos para la preparacién de formulaciones estables de vacunas
antineumocodccicas conjugadas de polisacarido-proteina multivalentes. Las
formulaciones estables de la presente presentan un porcentaje 6ptimo de
adsorcion para cada conjugado, en donde se puede prevenir la agregacion
mediante el uso de i) una adsorcion individual o separada de conjugados que
de lo contrario presentan un porcentaje de adsorcion menor con una adsorcion
combinada ii) un sistema de solucion amortiguadora de histidina-acido
succinico junto con un cambio en el pH de pH neutro a pH acido iii) una
relacion de polisacarido a proteina de 0,5 a aproximadamente 1,4 iv) un
impulsor de turbina tipo Rushton de seis hojas en los recipientes de

formulacion.
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