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DESCRIPCION
Solubilizacién de polisacaridos capsulares
Campo técnico

Esta invencién esta dentro del campo de las vacunas, en particular frente a la infeccion y enfermedad por
meningococos.

Antecedentes del tema

Neisseria meningitidis es un patégeno humano Gram negativo. Coloniza la faringe, provocando meningitis y,
ocasionalmente, septicemia en ausencia de meningitis. Esta estrechamente relacionado con N. gonorrhoeae,
aunque una caracteristica que diferencia meningococos claramente es la presencia de una capsula de polisacaridos
que esta presente en todos los meningococos patégenos.

Se han identificado doce grupos serolégicos de N. meningitidis (A, B, C, H, I, K, L, 29E, W135, X y Z) de acuerdo
con el polisacarido capsular del organismo. El grupo A es el patégeno implicado mas frecuentemente en
enfermedades epidémicas en el Africa sub-Sahariana. Los grupos serolégicos B y C son responsables de la gran
mayoria de casos en EE.UU. Y en la mayoria de paises desarrollados. Los grupos serologicos W135 e Y son
responsables de los casos restantes en EE.UU. y paises desarrollados.

Los polisacaridos capsulares de N. meningitidis se preparan generalmente mediante un procedimiento que
comprende las etapas de precipitacion del polisacarido (p.ej. utilizando un detergente cationico), fraccionamiento en
etanol, extraccion fria de fenol (para eliminar proteinas) y ultracentrifugacion (para eliminar LPS) [p.ej. referencia 1].

Una vacuna tetravalente de los polisacaridos de los grupos serolégicos A, C, Y, y W135 se conoce hace afios [2, 3] y
se ha autorizado para uso humano. Aunque efectiva en adolescentes y adultos, induce una respuesta inmune pobre
y corta duraciéon de la proteccidén y no se puede utilizar en nifios [p.ej. 4]. Esto es porque los polisacaridos son
antigenos independientes de la célula T que inducen una respuesta inmune débil que no se puede estimular. Los
polisacaridos en esta vacuna no estan conjugados y estan presentes a una relacion 1:1:1:1. MENCEVAX ACWY ™
contiene 50 pg de cada polisacarido purificado una vez reconstituido de su forma liofilizada.

Se han aprobado también los oligosacaridos del grupo serolégico C conjugados para su utilizacion en humanos [p.€j.
Menjugate™; referencia 6]. Sin embargo, se mantiene la necesidad de realizar mejoras en las vacunas conjugadas
contra los grupos serologicos A, W135 e Y, y en su manufactura.

Descripcion de la invencion

La invencion proporciona un procedimiento para la conjugacion de un polisacarido capsular bacteriano con una
proteina portadora segun la reivindicacion 1. El conjugado se puede utilizar para preparar vacunas conjugadas, en
particular contra los grupo serolégicos A, W135 e Y de N. meningitidis.

Precipitacién y disolucién por etanol

Se conocen en el campo muchas técnicas para la precipitacion de polisacaridos solubles. Los métodos de la
presente invencion utilizan uno o mas detergentes cationicos. El detergente es bromuro de cetiltrimetilamonio
(“CTAB”) [8]. CTAB se conoce también como bromuro de hexadeciltrimetilamonio, bromuro de cetrimonio, Cetavion y
Centimida.

Los polisacaridos capsulares se liberan al medio durante el cultivo. Por consiguiente, el material de partida para la
precipitacion sera generalmente el sobrenadante de un cultivo bacteriano centrifugado o sera un cultivo concentrado.

La etapa de precipitacion puede ser selectiva para polisacaridos, pero se coprecipitaran generalmente otros
componentes (p. €j. proteinas, acidos nucleicos, etc.).

El polisacarido precipitado se puede recoger por centrifugacion antes de su disolucion.

Tras su precipitacion, el polisacarido (formando un complejo con el detergente catidonico generalmente) se disuelve
usando etanol. Se usa un disolvente que sea relativamente selectivo para el polisacarido con el fin de minimizar los
contaminantes (p. €j. proteinas, acidos nucleicos, etc.). Se ha encontrado que el etanol es ventajoso a este respecto,
y es altamente selectivo para el complejo CTAB-polisacarido.

Se afiade etanol al polisacarido precipitado para obtener una concentracion final de etanol (en base al contenido
total de etanol y agua) de entre 75% y 95%. La concentracion final 6ptima de etanol puede depender del grupo
serolégico de la bacteria de la que se obtiene el polisacarido.

El etanol se puede anadir al polisacarido precipitado en forma pura o se puede anadir en una forma diluida con un
disolvente miscible (p. ej. agua). Las mezclas de disolventes preferidas son mezclas de etanol: agua, en una relacion
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preferida de entre alrededor de 70:30 y alrededor de 95:5 (p. gj. 75:25, 80:20, 85:15, 90:10).

Comparado con el procedimiento convencional para preparar polisacaridos capsulares, el procedimiento de
precipitacion en dos etapas seguido por extraccion con etanol es mas rapido y mas simple.

Contrastando con el procedimiento descrito en la referencia 9, el procedimiento utiliza detergentes catidnicos en
lugar de detergentes anionicos. A diferencia del procedimiento de la referencia 10, el polisacarido se redisuelve
utilizando etanol, en lugar de por intercambio de cationes utilizando sales de calcio o magnesio. A diferencia del
procedimiento de la ref. 11, la precipitacién no requiere un soporte inerte poroso. Ademas, a diferencia de los
procedimientos anteriores del campo, se utiliza alcohol para redisolver el polisacarido en lugar de precipitarlo.

El polisacarido capsular bacteriano sera de N. meningitidis, grupos serolégicos A, W1350 Y.

Procesamiento adicional del polisacarido disuelto

El polisacarido se trata adicionalmente para eliminar contaminantes tras su disolucién. Esto es particularmente
importante en situaciones en las que incluso una contaminacién menor no es aceptable (p. €j. para la produccion de
vacunas humanas). Esto requerira una o mas etapas de filtracion. La filtracion es filtracion por tamafo y/o
ultrafiltracion.

Una vez filtrado para eliminar contaminantes, el polisacarido se puede precipitar para su tratamiento adicional y/o
procesamiento. Esto se puede llevar a cabo convenientemente por intercambio de cationes (p. €j. por la adicion de
calcio o sales de sodio).

El polisacarido se puede modificar quimicamente. Por ejemplo, se puede modificar para reemplazar uno o mas
grupos hidroxilo con grupos bloqueantes. Esto es particularmente util para MenA [12].

El polisacarido (modificado opcionalmente) se hidrolizara generalmente para formar oligosacaridos. Esto se realiza
preferiblemente para dar un grado medio final de polimerizaciéon (GP) en el oligosacarido menor 30 (p. €j. entre 10 y
20, preferiblemente alrededor de 10 para el grupo seroldgico A; entre 15 y 25 para los grupos serolégicos W135 e Y,
preferiblemente alrededor de 15-20; etc). Se prefieren los oligosacaridos a los polisacaridos para su utilizacion en
vacunas. GP se puede medir convenientemente por cromatografia de intercambio i6nico o por ensayos
colorimétricos [14].

Si se realiza hidrdlisis, el hidrolizado sera generalmente separado por tamafio para eliminar oligosacaridos de corta
longitud. Esto se puede llevar a cabo de varias formas, tales como ultrafiltracion seguida por cromatografia de
intercambio i6nico. Se eliminan preferiblemente los oligosacaridos con un grado de polimerizacién menor o igual de
aproximadamente 6 para el grupo serolégico A, y aquellos menores de aproximadamente 4 se eliminan
preferiblemente para los grupos seroloégicos W135e Y.

Para aumentar la inmunogenicidad, los polisacaridos u oligosacaridos de la invencion se conjugan a un portador
(Figura 4). La conjugacién a proteinas portadoras es particularmente Util para las vacunas pediatricas [p. €j.
referencia 15] y es una técnica bien conocida [p. €j. revisada en las referencias 16 a 24, etc.].

La proteina portadora es un toxoide diftérico CRM1g7 [25, 26, 27].

Se prefieren conjugados con una relacion sacarido: proteina (p/p) de entre 0,5:1 (esto es, exceso de proteina) y 5:1
(esto es, exceso de sacarido), y se prefieren mas aquellas con un relacion entre 1:1,25y 1:2,5.

Una unica proteina portadora puede llevar multiples sacaridos diferentes [39]. Los conjugados se pueden utilizar
junto con una proteina portadora libre [40].

Se puede utilizar cualquier reaccion de conjugacion adecuada, con cualquier conector adecuado cuando sea
necesario.

El sacarido sera activado o hecho funcional antes de la conjugacion. La activacion puede incluir, por ejemplo,
reactivos de cianilacion tales como CDAP (p. €j. 1-ciano-4-dimetilamino piridinio tetrafluoroborato [41, 42]. Otras
técnicas adecuadas utilizan carbodiimidas, hidracinas, ésteres activos, norborneno, acido p-nitrobenzoico, N-
hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; ver también la introduccioén a la referencia 22).

Las uniones via un grupo conector se pueden llevar a cabo utilizando cualquier procedimiento conocido, por
ejemplo, los procedimientos descritos en las referencias 43 y 44. Un tipo de ligamiento incluye aminacion reductiva
del polisacarido, acoplando el grupo amino resultante con un extremo del grupo conector de acido adipico, y
acoplando entonces una proteina al otro extremo del grupo conector de acido adipico [20, 45, 46]. Otros conectores
incluyen B-propionamida [47], nitrofenil-etilamina [48], haluros de haloacilo [49], uniones glucosidicas [50], acido 6-
aminocaproico [51], ADH [52], grupos C4 a C12 [53], etc. Se puede utilizar unién directa como una alternativa a la
utilizacion de un conector. Las uniones directas a la proteina pueden incluir oxidacion del polisacarido seguida por
aminacion reductiva con la proteina, como se describe en, por ejemplo, las referencias 54 y 55.
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Se prefiere un procedimiento que incluya la introduccion de grupos amino en el sacarido (p. €j. reemplazando grupos
=0 terminales con —NH) seguido por derivacion con un diéster adipico (p. €j. N-hidroxisuccinimido diéster del acido
adipico) y reaccion con la proteina portadora.

Tras la conjugacion, se pueden separar los sacaridos libres y conjugados. Existen muchos métodos adecuados
entre los que se incluyen cromatografia hidrofébica, ultrafiltracion tangencial, diafiltracion, etc. [ver también las
referencias 56 y 57].

Composiciones inmunogénicas y vacunas

Los conjugados de la invencidn son particularmente adecuados para su inclusiéon en composiciones inmunogénicas
y vacunas. Un procedimiento de la invencién puede por tanto incluir la etapa de formulacion del conjugado como una
composicidon inmunogénica o vacuna.

Las composiciones inmunogénicas y vacunas de la invencién, ademas de sacaridos meningocdcicos, incluiran
generalmente “vehiculos farmacéuticamente aceptables”, que incluyen cualquier vehiculo que no induzca por si
mismo la produccion de anticuerpos perjudiciales para el individuo que reciba la composiciéon. Los vehiculos
adecuados son generalmente macromoléculas grandes que se metabolizan lentamente tales como proteinas,
polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos,
trehalosa [121], agregados lipidicos (tales como gotas de aceite o liposomas), particulas virales inactivas. Tales
vehiculos son bien conocidos por aquellos que trabajan habitualmente en el campo. Las vacunas pueden contener
también diluyentes, tales como agua, solucion salina, glicerol, etc. Adicionalmente, pueden estar presentes
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras de pH, y
similares. Una discusion detallada de excipientes aceptables farmacéuticamente esta disponible en la referencia
122.

Las composiciones inmunogénicas utilizadas como vacunas incluyen una cantidad efectiva del sacarido antigénico,
asi como cualquier otro de los componentes mencionados anteriormente, segun necesidad. Por “cantidad
inmunolégicamente efectiva” se entiende que la administracion de esa cantidad a un individuo, bien en una dosis o
como parte de una serie, es efectiva para el tratamiento o prevencion. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y
condicion fisica del individuo que va a ser tratado, edad, grupo taxonémico del individuo que va a ser tratado (p. €j.
primate no humano, primate, etc.), de la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, del
grado de proteccion deseada, la formulacion de la vacuna, la valoraciéon de la situacion médica por doctor que
atiende, y de otros factores relevantes. Es esperable que la cantidad caiga dentro de un rango relativamente amplio
que puede determinarse mediante ensayos rutinarios. La dosificacion del tratamiento se puede realizar en una pauta
de una unica dosis o en una pauta de multiples dosis (p. €j. Incluyendo dosis de recuerdo).

La vacuna se puede administrar conjuntamente con otros agentes inmunorreguladores.

La vacuna puede incluir un adyuvante. Los adyuvantes preferidos para potenciar la efectividad de la composicion
incluyen, pero no se limitan a: (1) sales de aluminio (alum), tales como hidroxidos de aluminio (incluyendo
oxihidréxidos), fosfatos de aluminio (incluyendo hidroxifosfatos), sulfato de aluminio, etc. [Capitulos 8 y 9 en la
referencia 123]; (2) formulaciones de emulsion de aceite en agua (con o sin otros agentes inmunoestimuladores
especificos, tales como muramilpéptidos [Muramilpéptidos incluyen N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-
MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetil-muramil-L-alanil-D-isoglutamunil-L-alanina-2-
(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.] o componentes de paredes bacterianas),
como por ejemplo (a) MF59™ [Capitulo 10 en la referencia 123; 124, 125], que contiene 5% de Escualeno, 0,5% de
Tween 80, y 0,5% de Span 85 (opcionalmente conteniendo MTP-PE) formulado en particulas submicrométricas
usando un microfluidificador, (b) SAF, que contiene 10% de Escualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero L121
blogueado con pluronic, y thr-MDP bien en una emulsién submicrométrica por la accion de micofluidificador o en una
emulsion de particulas de mayor tamafio por la accidn de un agitador “vortex”, y (c) sistemas de adyuvante Ribi™
(RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) que contiene 2% de Escualeno, 0,2% de Tween 80, y uno o mas
componentes de paredes bacterianas del grupo que consiste en monofosforil lipido A (MPL), dimicolato de trehalosa
(TDM), y esqueleto de pared bacteriana (CWS), preferiblemente MPL + CWS (Detox™); (3) adyuvantes de saponina
[capitulo 22 de la referencia 123], tales como QS21 o Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA), bien en
forma sencilla o en forma de particulas generadas de ellos tales como ISCOMs (complejos inmunoestimuladores;
capitulo 23 de la referencia 123), cuyos ISCOMs podrian estar desprovistos de detergente adicional p. ej. referencia
126; (4) Adyuvante Completo de Freund (CFA) y Adyuvante Incompleto de Freund (IFA); (5) citocinas, tales como
interleucinas (p. gj. IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [127], etc.), interferones (p. €j. interferébn gama), factor
estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF), etc.; (6) monofosforil lipido A
(MPL) o MPL 3-O-deacilado (3dMPL) p. €j. referencias 128 y 129, opcionalmente en la ausencia sustancial de sales
de aluminio cuando se usa con sacaridos de pneumococo p. €j. referencia 130; (7) combinaciones de 3dMPL con,
por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua p. €j. referencias 131, 132 y 133; (8) oligonucledtidos que
incluyen motivos CpG (Roman et al., Nat. Med., 1997, 3: 849-854; Weiner et al., PNAS USA, 1997, 94: 10833-
10837; Davis et al., J. Immunol. 1998, 160: 870-876; Chu et al., J. Exp. Med. 1997, 186: 1623-1631; Lipford et al.,
Eur. J. Immunol., 1997, 27: 2340-2344; Moldoveanu et al., Vaccine, 1988, 16: 1216-1224, Krieg et al., Nature, 1995,
374: 546-549; Klinman et al., PNAS USA, 1996, 93: 2879-2883; Ballas et al., J. Immunol., 1996, 157: 1840-1845;
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Cowdery et al., J. Immunol.1996, 156: 4570-4575; Halpern et al., Cell. Imnmunol., 1996, 167: 72-78; Yamamoto et al.,
Jpn. J. Cancer Res., 1988, 79: 866-873; Stacey et al., J. Immunol., 1996, 157: 2116-2122; Messina et al., J.
Immunol., 1991, 147: 1759-1764; Yi et al., J. Immunol., 1996, 157: 4918-4925; Yi et al., J. Immunol., 1996, 157:
5394-5402; Yi et al., J. Immunol., 1998, 160: 4755-4761; Yi et al., J. Immunol., 1998, 160: 5898-5906; Solicitudes de
patentes internacionales W096/02555, W0O98/16247, W098/18810, W098/40100, WO98/55495, W0O98/37919 y
WQ098/52581) esto es, que contienen al menos un dinucleétido CG, con 5-metilcitosina opcionalmente en lugar de
citosina; (8) un éter de polioxietileno o un éster de polioxietileno p. ej. referencia 134; (9) un surfactante éster
sorbitan polioxietileno en combinacién con octoxinol [135] o un éter alquil polioxietileno o éster surfactante en
combinacion con al menos un surfactante adicional no iénico tal como un octoxinol [136]; (10) una saponina y un
oligonucledtido inmunoestimulatorio (p. €j. un oligonucleétido CpG) [137]; (11) un inmunoestimulante y una particula
de sal metalica p. gj. ref. 138; (12) una saponina y una emulsion de aceite en agua p. gj. ref. 139; (13) una saponina
(p. €j. QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un esterol) p. €j. ref. 140; (14) enterotoxina labil al calor de E. coli
(“LT”), o mutantes no téxicos de la misma, tales como los mutantes K63 o R72 [p. gj. Capitulo 5 de ref. 141]; (15)
téxina colérica (“CT”), o mutantes no téxicos de la misma [p. gj. Capitulo 5 de ref. 141]; (16) liposomas [Capitulos 13
y 14 de ref. 123]; (17) quitosan [p. ej. 142]; (18) RNA de doble hélice; (19) microparticulas (p. €j. una particula de
~100 nm a ~150 um de diametro, mas preferiblemente de ~200 nm a ~30 um, y mas preferiblemente de ~500 nm a
~10 um de diametro) formada por materiales que son biodegradables y no toxicos (p. €j. un poli(acido o-hidroxi) tal
como un poli(lactido-co-glicolido), un acido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.) opcionalmente tratados para tener una superficie negativamente cargada (p. €j con SDS) o
una superficie positivamente cargada (p. ej. un detergente catidnico, tal como CTAB); o (20) otras sustancias que
actuan como agentes inmunoestimulantes para aumentar la efectividad de la composicion [p. ej. Capitulo 7 de ref.
123].

Se prefieren las sales de aluminio (especialmente fosfatos y/o hidroxidos de aluminio) y MF59. Cuando se usa un
fosfato de aluminio, es posible adsorber uno o mas de los sacaridos a la sal de aluminio, pero es preferible no
adsorber los sacaridos a la sal, y esto se favorece incluyendo iones fosfato libres en solucion (p. ej. mediante la
utilizacion de un tampon fosfato). Cuando se utiliza un hidroxido de aluminio, es preferible adsorber los sacaridos a
la sal. La utilizacion de hidroxido de aluminio como adyuvante es particularmente ventajosa para los sacaridos del
grupo serologico A.

En composiciones es posible adsorber algunos antigenos a un hidroxido de aluminio y tener otros antigenos en
asociacion con un fosfato de aluminio. En el caso de combinaciones tetravalentes de los grupos seroldgicos de N.
meningitidis, por ejemplo, estan disponibles las siguientes permutaciones:

Grupg . Sal de aluminio (H = un hidroxido; P = un fosfato)

serolégico

A P|H P H H H P P P H H H P P P H

C P|H H P H H P H H P P H P H P P

W135 P|H H H P H H P H H P P P P H P

Y P|H H H H P H H P P H P H P P P
Para combinaciones trivalentes de los grupos serolégicos de N. meningitidis, estan disponibles las siguientes
permutaciones:

Grupg . Sal de aluminio (H = un hidroxido; P = un fosfato)

serolégico

C P H H H P P P H

W135 P H H P H P H P

Y P H P H H H P P

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion se pueden administrar directamente al individuo. Los
individuos a tratar pueden ser animales; en particular, se pueden tratar individuos humanos. Las vacunas son
particularmente Utiles para vacunar a nifios y adolescentes. Se pueden administrar por vias sistémicas o de
mucosas.

Tipicamente, las composiciones inmunogénicas se preparan como inyectables, bien como soluciones liquidas o
como suspensiones; también se pueden preparar formas sodlidas adecuadas para obtener soluciones o
suspensiones en vehiculos liquidos antes de la inyeccion. La preparacion también se puede emulsionar o
encapsular en liposomas para favorecer el efecto adyuvante. La administracion directa de las composiciones sera en
general por via parenteral (p. ej. por inyeccion, bien subcutanea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular o
administrada en el espacio intersticial de un tejido). Las composiciones también se pueden administrar en una
lesion. Otros modos de administracion incluyen administracién oral y pulmonar, supositorios, y aplicaciones
transdermales o transcutaneas (p. €j. véase la referencia 143), agujas e “hyposprays”. La dosificacion del
tratamiento puede ser en una pauta de una Unica dosis 0 en una pauta de multiples dosis (p.€j. incluyendo dosis de
recuerdo).

Las vacunas de la invencion son preferiblemente estériles. Estan preferiblemente libres de pirégenos. Estan
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preferiblemente tamponadas p. €j. entre pH 6 y pH 8, preferiblemente pH 7. Cuando la vacuna incluya una sal de
hidréxido de aluminio, se prefiere la utilizacion de un tampdn histidina [144].

Las vacunas de la invencién pueden incluir bajos niveles (p. ej. < 0,01 %) de un detergente (p. €j. un Tween, tal
como Tween 80). Las vacunas de la invencidon pueden incluir un polialcohol (p. €j. manitol) o trehalosa p. €j. a
aproximadamente 15 mg/ml, particularmente si tienen que estar liofilizadas.

Las dosis 6ptimas de antigenos individuales se puede determinar empiricamente. En general, sin embargo, los
antigenos sacaridos de la invencion se administraran a una dosis de entre 0,1 y 100 pug de cada sacarido por dosis,
con un volumen de dosis tipico de 0,5 ml. Generalmente la dosis es entre 5 y 20 ug por dosis de sacarido. Estos
valores se miden como sacarido.

De acuerdo a la invencion las vacunas pueden ser profilacticas (esto es, para prevenir la infeccion) o terapéuticas
(esto es, para tratar la enfermedad después de la infeccion), pero generalmente son profilacticas.

Las vacunas se pueden probar en modelos animales estandar (p. gj. ver ref. 145).
La invencion proporciona también un procedimiento segun la reivindicacion 11.
Definiciones

Los términos “que comprende” significan “que incluye” asi como que “que consiste” p. ej. una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional p. gj. X +Y.

El término “aproximadamente” en relacion a un valor numérico x significa, por ejemplo, x = 10%.
Breve descripcion de las figuras
La figura 1 muestra el efecto de las variaciones de la relacidn etanol: agua en la solubilizacién de los polisacaridos.

La figura 2 es una curva de calibrado obtenida mediante el analisis de muestras de polisacarido MenA a diferentes
tiempos de hidrdlisis. La curva muestra la relacion lineal entre el reciproco del grado de polimerizaciéon y la
capacidad de rotacién optica.

La figura 3 es una curva de calibracion obtenida utilizando el ensayo de muestras de polisacarido MenY a diferentes
tiempos de hidrdlisis. La curva muestra la relacion lineal entre el logaritmo del grado de polimerizacion y KD
(coeficiente de distribucion).

La figura 4 ilustra la preparacion de un conjugado oligosacarido.
Formas para la realizacion de la invencion

A. Produccién y purificacion de polisacaridos meningocdcicos

Los meningococos de los grupo serolégicos A, W135 e Y se crecieron en frascos de 500 ml que contenian 150 ml de
medio Franz A, durante 12h a 35 + 1° C. Se establecio agitacion a 150 rpm utilizando un agitador orbital de 35 mm.
Después se inocularon 85 ml en un fermentador de 20 | que contenia medio Watson.

Después de 18,5 horas (W135 e Y) o 16,5 horas (A), cuando se alcanzé una OD = 10, se interrumpio la
fermentacion por la adicién de 300 ml de formalina y entonces, tras 2 horas de incubacion, el fermentador se enfri6 a
10° C. Se recogio el sobrenadante por centrifugacion seguido de filtracion (0,22 pum) y ultrafiliracion con una
membrana de 30 kDa.

El polisacarido concentrado crudo se precipité por adicion de una solucion de 100 mg/ml de CTAB en agua. Los
volumenes afiadidos se muestran en la tabla siguiente. Tras 12 horas a temperatura ambiente, los complejos CTAB
se recuperaron por centrifugacion. El complejo CTAB se extrajo por adicion de una solucion de 95% de etanol a
temperatura ambiente durante 16-20 horas bajo agitacion vigorosa. El volumen de etanol afiadido se muestra en la
tabla siguiente:

Grupo serologico Volumen de CTAB (ml) Volumen de 95% de etanol (litros por
Kg de pasta seca)

A 475 35a6

W135 200 4a6

Y 650 3,4

Las suspensiones resultantes se filtraron a través de un filtro CUNO de 10 SP de profundidad. El filtrado se recirculd
a través de un cartucho CUNO zetacarbon™ hasta una ODz75nm< 0,2. El filtrado de Z carbono se recogié entonces y
se filtr6 a través de un filtro de 0,22 um. El polisacarido se precipitd finalmente de la fase de etanol por adicion de
una solucién de CaCl; 2M en agua (de 10-12 ml/l de EtOH solucién final). El polisacarido purificado se obtuvo por
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centrifugacion, se lavé con 95% de etanol y se seco bajo vacio.

En otros experimentos, se modificd la concentracion final de etanol utilizada para la extraccién (Figura 1). Para el
polisacérido del grupo seroldgico A, el rango de etanol mas efectivo fue entre 80 y 95%, con una eficiencia de
extraccion decreciente a porcentajes menores. Para el grupo serologico W135, se alcanzé una buena extraccion con
entre el 75% y el 95% de etanol, siendo 95% menos efectivo. Para el grupo seroldgico Y, los mejores resultados se
obtuvieron con etanol entre el 75% y el 85%, siendo altos porcentajes (p. €j. 90%, 95%) menos efectivos. En
general, se observo que los porcentajes de etanol por debajo de los expuestos aqui tendian a incrementar la co-
extraccion de contaminantes tales como proteinas. Los porcentajes de etanol dados en este parrafo se expresaron
como concentracion final (etanol como porcentaje del volumen total de etanol + agua) y se basan en un contenido de
agua en las pastas de CTAB-polisacarido recuperadas por centrifugacion de aproximadamente el 50% (esto es,
500g de H,0 por Kg de pasta seca). Este valor se determiné empiricamente en experimentos a pequefia escala.

B. Conjugacién de los polisacaridos del grupo serolégico A
a) Hidrolisis

El polisacarido del grupo serolégico A meningococico se hidrolizé en 50 mM de tampén acetato sédico, pH 4,7
durante aproximadamente 3 horas a 37°C. La hidrdlisis se controld con el fin de obtener oligosacaridos con un grado
medio de polimerizacion (GP) de aproximadamente 10, como se determind por la relacion (p/p) entre el fésforo
organico total y el fosfato monoéster.

La relacion DP (de fésforo organico total) a (fésforo monoéster) es inversamente proporcional a la capacidad de
rotacion optica (o), como se muestra en la Figura 2. Esta relaciéon se puede utilizar para medir la extension de la
hidrélisis mas convenientemente que las medidas directas de fosforo.

b) Seleccién por tamario

Esta etapa elimina los oligosacaridos de corta longitud generados durante el procedimiento de hidrdlisis. El
hidrolizado obtenido anteriormente se ultrafiltré a través de una membrana con un limite de exclusién de 30 kDa (12
volumenes de diafiltracién de tampén acetato 5 mM, pH 6,5). El retenido, que contiene los productos de alto peso
molecular (PM), se descarto. El permeado se cargd en una columna Q-Sepharose Fast Flow equilibrada en tampén
acetato 5 mM, pH 6,5. La columna se lavé con 5 volimenes de columna (VC) de tampdn de equilibrado, después
con 10 VC de tampon acetato 5 mM/NaCl 125 mM, pH 6,5 con el fin de eliminar oligosacaridos con GP < 6. El
oligosacarido seleccionado por tamario se eluy6 entonces con 5 VC de tampodn acetato 5 mM/NaCl 0,5 M, pH 6,5.

La poblacion de oligosacaridos eluidos tenia un GP medio de aproximadamente 15.

¢) Introduccién de un grupo amino primario en el extremo reductor

Se afiadi6 una sal de amonio (acetato o cloruro) a la disolucién del oligosacarido seleccionado por tamarfio a una
concentracion final en un intervalo de 49-300 g/l, posteriormente se afiadié ciano borohidruro de sodio a una
concentracion final en un intervalo de 12-73 g/l. Después de ajustar el pH entre 6-7.3, la mezcla se incubd a 37° C
durante 5 dias.

Los amino-oligosacaridos se purificaron entonces por ultrafiltracion de flujo tangencial o con una membrana con un
limite de exclusion de un 1kDa ¢ 3kDa utilizando 13 volumenes de diafiltracion de NaCl 0,5 M seguido por 7
volumenes de diafiltracion de NaCl 20 mM. El contenido de fésforo (una actividad quimica del antigeno) de la
solucion de amino-oligosacarido purificada se analizd por el procedimiento de la ref. 146 y la cantidad de grupos
amino introducidos por el procedimiento de la ref. 147.

Los oligosacaridos purificados se secaron entones en un evaporador rotatorio para eliminar el agua.

d) Derivacién a éster activo

Los amino-oligosacaridos secados se solubilizaron en agua destilada a una concentracion de grupos amino 40 mM,
entonces se afiadieron 9 volumenes de DMSO seguidos por trietilamina a una concentracion final de 200 mM. A la
solucion resultante se le afiadié N-hidroxisuccinimido diéster del acido adipico a una concentracion de 480 mM

La reaccion se mantuvo bajo agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas, entonces el oligosacarido activado
se precipitdé con acetona (concentracion final de 80% v/v). El precipitado se recuperd por centrifugacion y se lavo
varias veces con acetona para eliminar el N-hidroxisuccinimido diéster del acido adipico y productos secundarios.
Finalmente, el oligosacarido activado se secé bajo vacio.

La cantidad de grupos éster activos introducidos en la estructura del oligosacarido se determind por un método
colorimétrico como se describio en la ref. 148.

e) Conjugacion a CRM4g7
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El oligosacarido activado seco se afiadié a una solucion de 45 mg/ml de CRM1g7 en tampdn fosfato 0,01M, pH 7,2
para una relacion de éster/ proteina (mol/mol) de 12:1. La reaccidon se mantuvo bajo agitacion a temperatura
ambiente toda la noche. Después de este periodo, el conjugado se purificd por cromatografia hidrofébica o
ultrafiltracion de flujo tangencial. El conjugado MenA-CRM;g7 se esterilizd por filtracion y se almacené a -20° C 6 -60°
C hasta la formulacién de la vacuna.

El conjugado se analizé para: contenido proteico (ensayo de proteinas micro BCA), contenido de sacarido MenA
(analisis colorimétrico de fosforo), contenido de sacarido libre, perfil en HPLC (en TSKgel G4000SW 7,5 mm ID x 30
cm), y SDS-PAGE. Las caracteristicas de las preparaciones tipicas se muestran en la tabla siguiente:

Cddigo del lote Sacarido mg/ml Proteina (mg/ml) Glucosilacion KD
210201/A 0,257 0,864 0,3 0,489
210201/BS 0,308 1,354 0,23 0,503
210201/BL 0,28 1,482 0,19 0,501
351230595 0,138 0,3 0,46

010900 0,092 0,337 0,27

DP29 0,105 0,245 0,43

A1 (no sglecmonado 0,08 0,291 0,27

por tamario)

A2 (sglecmonado 0,446 2421 0.18

por tamafio)

C. Conjugacioén de polisacaridos del grupo serolégico W135
a) Hidrdlisis

El polisacarido de grupo meningocécico W se hidrolizd en tampoén acetato sodico 50 mM, pH 4,7 durante
aproximadamente 3 horas a 80° C. Esto resulto en oligosacaridos con un GP medio de aproximadamente 15 a 20
segun se determind por la relacion entre acido sialico (AS) y AS reducido terminal.

La relacion de GP (AS total) a (AS reducido terminal) esta relacionada con la KD determinada por HPLC-SEC, como
se muestra en la Figura 3. Esta relacion se puede utilizar para monitorizar la extension de la hidrélisis de forma mas
conveniente que las medidas directas de AS.

b) Separacion por tamario

El hidrolizado se ultrafiltré a través de una membrana con un limite de exclusiéon de 30 kDa (12 a 20 volimenes de
diafiltracion de tampoén acetato 5 mM/NaCl 15-30 mM, pH 6,5). La fraccion retenida, que contiene los productos de
alto PM, se descarté mientras que la fraccion permeable se cargo en un columna Q-Sepharose Fast Flow
equilibrada con tampon acetato 5 mM/ NaCl 15 mM, pH 6,5. La columna se lavé entonces con 10 VC de tampédn
equilibrado, con el fin de eliminar oligosacaridos con GP < 3-4 y se eluyo con 3 VC de tampo6n acetato 5 mM/NaCl
500 mM, pH 6,5.

¢) Introduccién de un grupo amino primario en el extremo reductor

Se afadié cloruro amoénico o acetato amonico a la solucion de oligosacaridos seleccionados por tamafio hasta una
concentracion final de 300 g/l, entonces se afiadio ciano borohidruro de sodio a una concentracion final de 49 g/l 6
73 g/l. La mezcla se incubd a 50° C durante 3 dias.

Los amino-oligosacaridos se purificaron entonces por ultrafiltracion de flujo tangencial como se describié para el
serogrupo A. Se analizé el contenido de acido sidlico del material purificado (método colorimétrico de acuerdo a la
ref. 149 y/o galactosa (HPLC) (actividades quimicas del antigeno MenW135). Los oligosacaridos purificados se
secaron con un evaporador rotatorio para eliminar el agua.

d) Derivacién a éster activo

Los amino-oligosacaridos secos se derivaron como se describid anteriormente para el grupo serolégico A.

e) Conjugacion a CRM4g7

La conjugacion se realizé como se describié anteriormente para el grupo serolégico A pero, se utilizo diafiltracion
con una membrana de 30 kDa para purificar el conjugado (50 volimenes de diafiltracion de tampén fosfato 10 mM,
pH 7,2). El conjugado purificado se esterilizd por filtracion y se almacend a -20° C 6 -60° C hasta la formulacién de la
vacuna.

El conjugado se analiz6 para los mismos parametros descritos anteriormente para el grupo serolégico A. El
contenido de sacarido MenW se analiz6 por determinacién colorimétrica de acido sialico:
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Cddigo del lote Sacarido mg/ml Proteina (mg/ml) Glucosilacion KD

Lote 1 5,73 3,562 1,63 0,296
Lote 2/4,5 3,51 2,88 1,22 0,308
Lote 3S 2,49 2,25 1,11 0,380
Lote 3Sd 2,03 2,24 0,91 0,394
Lote 3L 2,32 2,3 1,01 0,391
Lote 3Ld 1,94 2,29 0,85 0,383
Lote 3S/pr. Glic6 0,363 0,82 0,44 0,498
Lote 3S/pr. Glic9 0,424 0,739 0,57 0,447
Lote 3S/pr. Glic12 0,479 0,714 0,671 0,414

D. Conjugacién de polisacaridos del grupo serolégico Y
a) Hidrdlisis

El polisacarido meningococico del grupo Y se hidrolizd como se describié anteriormente para el serogrupo W135.
Esto generd oligosacaridos con un GP medio de aproximadamente 15 a 20 como se determiné por la relacion entre
AS y AS reducido terminal (medido indirectamente convenientemente como se describié bajo C(a) anteriormente).

b) Seleccién por tamafio, ¢) Introduccién de grupos amino, d) Derivacién a éster activo y e) Conjugaciéon

Estas etapas se realizaron como se describié anteriormente para el grupo seroldgico W135. El conjugado purificado
se esterilizd por filtracion y se almacené a -20° C 6 -60° C hasta la formulacion de la vacuna.

El conjugado se analizé de la misma forma que se describié anteriormente para el grupo seroldgico W135:

Cddigo del lote Sacarido mg/ml Proteina (mg/ml) Glucosilacion KD

Lote 1A 1,16 0,92 1,26 0,303
Lote 1B 4,57 3,55 1,29 0,339
Lote 2/4,5 2,32 6,1 0,38 0,467
Lote 2/6 1,75 5,73 0,3 0,498

E. Oligosacaridos MenA, W135 e Y conjugados

La tabla siguiente muestra datos relativos a conjugados MenA, MenW135 y MenY apropiados para realizar
combinacién de composiciones de la invencion:

A W135 Y
GP t~ras seleccion por 16,6 21.9 21,1
tamano
Relacion 0.5 11 0,7
sacarido/proteina
KD 0,44 0,36 0,41
Sacarido libre 5% 10% 5%
Proteina libre < 2% <2% <2%
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para la conjugacion de un polisacarido capsular bacteriano a una proteina portadora, que
comprende

purificar el polisacarido, que comprende las etapas de (a) precipitacion del polisacarido usando uno o mas
detergentes catidnicos, seguido por (b) solubilizacién del polisacarido precipitado usando etanol a una
concentracion final de entre 75% y 95%, entonces (c) tratar el polisacarido solubilizado obtenido en la etapa
(b) para eliminar contaminantes, que comprende filtracion por tamafo y/o ultrafiltracion,

activacion o funcionalizacion del polisacarido, y

conjugacion del polisacarido a una proteina portadora, en el que la proteina portadora es un toxoide
diftérico CRM197,

y en el que el polisacarido capsular bacteriano es del grupo serolégico A, W135 o Y de N. meningitidis y el
detergente catidnico es bromuro de cetiltrimetilamonio.

El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que el polisacarido obtenido en la etapa (b) o
la etapa (c) es posteriormente precipitado.

El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas la etapa de hidrdlisis para
formar oligosacaridos.

El procedimiento de la reivindicacion 3, que comprende ademas la etapa de seleccién por tamario con el fin
de eliminar los oligosacaridos de corta longitud.

El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas la etapa de mezclado con
otras moléculas bioldgicas.

El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que las moléculas bioldgicas adicionales se seleccionan entre
el grupo constituido por: antigenos sacaridicos del grupo serolégico C de N. meningitidis, y antigenos
proteicos del grupo serolégico B de N. meningitidis.

El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que los antigenos sacaridicos de las cepas A, C, W135y/o Y
de N. meningitidis estan mezclados.

El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas la(s) etapa(s) de
formulacién de vacuna.

El procedimiento de la reivindicacion 8, en la que la(s) etapa(s) de formulacion de vacuna comprende(n) la
mezcla del/de los sacarido(s) antigénico(s) con un adyuvante.

El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el adyuvante es un fosfato de aluminio y/o un hidréxido de
aluminio.

Un procedimiento para conjugar a una proteina portadora un polisacarido capsular bacteriano que se ha
precipitado usando uno o mas detergentes catidnicos y solubilizado entonces usando etanol como
disolvente a una concentracion final de entre 75% y 95% y tratado entonces para eliminar contaminantes,
que comprende filtracién por tamafio y/o ultrafiltracion, y activado o funcionalizado, en el que el polisacarido
capsular bacteriano es del grupo serolégico A, W135 o Y de N. meningitidis, y en el que la proteina
portadora es un toxoide diftérico CRM1g7 y el detergente catiénico es bromuro de cetiltrimetilamonio.

El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el etanol esta en forma de una mezcla de etanol:agua
95:5.
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FIGURA 2
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FIGURA 4
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