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DESCRIPCION
Método para la identificacién y la cuantificacién de polisacaridos en composiciones de glicoconjugados complejas

La presente invencién se refiere a métodos analiticos para identificar y cuantificar composiciones de glicoconjugados
complejas, particularmente al analisis de un componente polisacaridico de una glicoproteina en una muestra. La
invencién se refiere ademas al uso de sistemas de cromatografia de liquidos - espectrometria de masas ("sistemas
de CL-EM") en dichos métodos analiticos, particularmente al uso de sistemas de CL-EM para el control en proceso
durante la fabricacidén de glicoconjugados, para el control de la liberacién de los glicoconjugados producidos, para el
control de la estabilidad de los glicoconjugados almacenados y para la optimizacién de procesos de la fabricacién de
glicoconjugados.

Existe una presion cada vez mayor por parte de las autoridades reguladoras sobre los fabricantes biofarmacéuticos
para que demuestren programas satisfactorios de comprension, medicién y control de la glicosilacién en farmacos a
base de glicoproteinas. Sin embargo, el analisis de composiciones de glicoconjugados complejas, es decir, la
identificacién y la cuantificacién absoluta de las mismas, es una tarea desafiante. Dicho anélisis normalmente
comprende una serie de ensayos y requiere, para un analisis completo en condiciones de GMP, 1 semana o incluso
mas.

Para farmacos a base de glicoproteinas, los ensayos quimicos de Ultima generacidn se realizan en sistemas de
cromatografia de liquidos de alta resolucién (sistemas HPLC) equipados con diferentes detectores: Para la
determinacién de polisacaridos (PS) totales y libres, se usa un detector amperométrico pulsado que requiere una
preparacién laboriosa de la muestra hidrolizando las cadenas de azlcar y detectando los monosacaridos liberados
después de la separacién por cromatografia de iones. Como afirma ThermoFisher Scientific, un fabricante de dichos
sistemas de HPLC, "Los hidratos de carbono son dificiles de analizar usando cromatografia y métodos de deteccion
habituales", pero su "deteccién electroquimica se ha optimizado para el anélisis de hidratos de carbono" (1). En
conclusién, la deteccion y cuantificacion amperométrica se puede considerar el criterio de referencia en la
cuantificacién de hidratos de carbono. Sin embargo, una de las principales desventajas de la técnica (los
monosacaridos necesarios) hace que la preparacion de la muestra de farmacos a base de glicoproteinas sea laboriosa
y los ensayos de liberacion requieran mucho tiempo y dinero.

Adicionalmente, todos los fArmacos a base de glicoproteinas se someten a pruebas analiticas de liberacién adicionales
(por ejemplo, glicanos libres en las farmacos, modificaciones con glicanos) ademés del arsenal de liberacién general
para determinar la pureza y la identidad solicitados por las autoridades reguladoras. Estos multiples criterios de
liberacién diferentes dan como resultado tiempos de liberacién prolongados para los farmacos a base de
glicoproteinas.

Mazsaroff et al. (2) describen el analisis de estructuras de hidratos de carbono de glicoproteinas usando sistemas de
CL-EM y fragmentacion en la fuente. EI documento describe un método analitico para la cuantificacion relativa
determinando la relacién de dos picos. Como afirman explicitamente los autores, es "importante comprender que la
relacién del area del pico del ion del fragmento en condiciones éptimas para la relacién sefial-ruido podria no reflejar
la relacién absoluta de los iones del fragmento presentes en la molécula de glicoproteina investigada, pero las
condiciones 6ptimas producen la mejor medida para la cuantificacion relativa de la relacién de iones de fragmentos en
la comparacién de los diferentes lotes de un producto biofarmacéutico con su patrén”. En conclusién, el documento
no describe ninguna cuantificaciéon absoluta de las estructuras de los hidratos de carbono; ni sugiere el uso de una
curva de calibracién de material de referencia.

Ivancic et al. (3) describen el analisis por CL-EM de glicoproteina acida a1 humana multiglicosilada compleja como
modelo para desarrollar métodos de identificaciéon y cuantificacion para el analisis de glicopéptidos intactos. El
documento describe un método analitico en el que se usa la fragmentacién en la fuente para fragmentar los hidratos
de carbono, que se usan como marcadores para identificar glicopéptidos. En ultima instancia, la técnica tiene como
objetivo cuantificar el "grado de glicosilacién" de un péptido en la proteina AAG. Esto significa la comparacién de las
intensidades méaximas de los péptidos identificados como glicosilados con las intensidades méaximas de los péptidos
no glicosilados. De nuevo, el documento no describe ninguna cuantificacion absoluta de las estructuras de los hidratos
de carbono; ni sugiere el uso de una curva de calibracién de material de referencia.

Carell et al. (documento US 2020/041470) (4) desvela un reactivo de derivatizacién para polisacéridos como
componente de glicoproteinas. El uso de este reactivo de derivatizacién e isotopblogos de los mismos en combinacion
con una curva de calibracién que se genera a partir de un material de referencia permite la cuantificaciéon absoluta de
dichos polisacaridos mediante sistemas de CL-EM que son capaces de fragmentar iones seleccionados mediante
disociacién inducida por colisiéon (CID, por sus siglas en inglés). Como la derivatizacién del analito es un requisito
previo para la cuantificacién, el documento no describe ningin método de CL-EM en donde la glicoproteina esté en
su estado nativo. Dicha derivatizacién del componente polisacaridico requiere la adicién de una etapa de preparacién
de muestra en comparacién con un método que analiza una glicoproteina en su estado nativo y, por lo tanto, hace que
dichos métodos sean inevitablemente mas engorrosos. Ademas, el método requiere el uso de un sofisticado sistema
de CL-EM en el que los iones especificos resultantes de la fragmentacién en la fuente se pueden seleccionar y
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fragmentar adicionalmente mediante CID. Un equipo tan sofisticado no sélo es mas caro en si, sino que ademas la
validacién de un método de anélisis correspondiente requiere mas tiempo que los métodos sin dichos requisitos. Por
lo tanto, se considera beneficioso el uso de un sistema de CL-EM relativamente simple y un protocolo que requiera un
minimo de etapas de manipulacion, particularmente en el contexto de un ensayo de liberacién de farmaco.

Echeverria et al. (5) describen un método de EM para cuantificar glicanos que forman parte de un anticuerpo
monoclonal. La cuantificacién absoluta de los polisacéaridos se consigue después de la escisién del anticuerpo
mediante incubacién con la enzima PNGasa F. Para la cuantificacién, se afiade a la muestra una mezcla de glicanos
marcados isotépicamente como patrdn interno y el analisis se realiza mediante EM de desorcién/ionizacién laser
asistida por matriz - tiempo de vuelo (MALDI-TOF). De nuevo, el presente documento no describe ningliin método de
anélisis para glicoproteinas en donde la glicoproteina esté en su estado nativo. Ademas, el método no usa
cromatografia de liquidos para separar las glicoproteinas dentro de la muestra antes del analisis de EM, sino que
simplemente sugiere la posibilidad de aplicar la mezcla informada de patrones de glicano marcados isotépicamente a
métodos basados en CL-EM. Como se ha analizado anteriormente, la adicién de una etapa de preparacion de la
muestra, por ejemplo, la liberacién mediada por PNGasa F del componente PS de la proteina portadora, hace que el
método de analisis sea mas engorroso y, por lo tanto, reduce el rendimiento en comparacién con un método que no
implica una etapa de este tipo. Ademas, la digestién con PNGasa F no es aplicable a todas las estructuras de
polisacaridos, limitando de este modo el método de la técnica anterior a glicoproteinas que estan dentro de la
especificidad de sustrato de la PNGasa F.

De forma similar, Jeong et al. (6) describen un método de EM MALDI-TOF para la cuantificacién absoluta de glicanos
después de su liberacién mediada por PNGasa F de una glicoproteina, seguido de la permetilacién de los glicanos.
Por lo tanto, el presente documento tampoco describe un método de cuantificaciéon para glicoproteinas en donde la
glicoproteina esté en su estado nativo. El método descrito tampoco incluye la separacién de las glicoproteinas basada
en CL antes del analisis por EM. Como se ha esbozado anteriormente, la adicién de una etapa de preparacién de la
muestra hace que el método de analisis sea més engorroso y reduce el rendimiento. En este caso particular, la
preparacién de la muestra no sélo implica la digestion con PNGasa F (lo que supone una limitacién inherente al
método), sino que también incluye una etapa de permetilacidn, por lo tanto complicando adicionalmente la preparacion
de la muestra.

En consecuencia, existe la necesidad de métodos analiticos mejorados para glicoconjugados, particularmente
farmacos a base de glicoproteinas.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencidn mitigar al menos algunos de estos inconvenientes del estado de la
técnica.

En particular, un objetivo de la presente invencion es proporcionar métodos analiticos que eviten la preparacion de la
muestra, aumentando de este modo el rendimiento analitico y también disminuyendo los costes de liberacién, para
farmacos a base de glicoproteinas.

Ademds, un objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos analiticos que combinen multiples criterios de
liberacién diferentes en un ensayo, reduciendo de este modo adicionalmente el tiempo de liberacién del lote de
farmacos a base de glicoproteinas.

En particular, un objetivo de la presente invencion es proporcionar métodos analiticos que proporcionen
simultaneamente informacion sobre la identidad y la cantidad absoluta de farmacos a base de glicoproteinas.

Uno o mas de los objetivos anteriores se consiguen mediante un método analitico como se define en la invencién de
acuerdo con la reivindicacién 1 y de acuerdo con el uso de sistemas de CL-EM como se define en la reivindicacién 12.

La presente invencidn se describira con mas detalle a continuacién. Se entiende que las diversas realizaciones,
preferencias e intervalos proporcionados/desvelados en la presente memoria descriptiva se pueden combinar a
voluntad. Ademas, dependiendo de la realizacién especifica, las definiciones, realizaciones o intervalos seleccionados
pueden no ser aplicables.

A menos que se especifique otra cosa, se aplicara las siguientes definiciones en la presente memoria descriptiva:

Como se usa en el presente documento, el término "un", "uno", "una", "el/la" y términos similares utilizados en el
contexto de la presente divulgacién (especialmente en el contexto de las reivindicaciones) se deben interpretar como
que cubren tanto el singular como el plural a menos que se indique otra cosa en el presente documento o se contradiga
claramente por el contexto.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "que incluye", "que contiene" y "que comprende" se usan
en el presente documento en su forma abierto, no limitante. Se entiende que las diversas realizaciones, preferencias
e intervalos se pueden combinar a voluntad.
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Alo largo de la presente memoria descriptiva se usa una serie de abreviaturas, incluyendo:

ABC Area bajo la curva

CID disociacion inducida por colisién, una técnica de EM

EPA Exotoxina A detoxificada de P. aeruginosa

ETD disociacién por transferencia de electrones, una técnica de EM

HPLC cromatografia de liquidos de alto rendimiento,
IC-PAD Deteccién amperométrica pulsada por cromatografia de iones

FIS Fragmentacién en la fuente

CL cromatografia de liquidos

LPS lipopolisacéarido

EM espectrometria de masas

PS Polisacérido

RP Fase inversa

SEC Cromatografia de exclusién por tamafio
TIC Corriente total de iones, una técnica de EM

Las abreviaturas anteriores y otras abreviaturas mencionadas en la memoria descriptiva, son comunes en el campo.

El término "glicoconjugado" se conoce en el campo y describe particularmente entidades quimicas unidas
covalentemente a uno o mas polisacaridos. Dicho glicoconjugado se puede obtener mediante conjugacion bioldgica
en una célula viva ("bioconjugado"” o "conjugado biolégico") o se puede obtener mediante conjugacion quimica de un
polisacarido (glicoconjugado "quimico" o "sintético"). Las entidades quimicas adecuadas incluyen proteinas/péptidos
y lipidos, siendo los glicoconjugados correspondientes glicoproteinas, (que incluyen proteoglicanos, peptidoglicanos
y glicopéptidos) y glicolipidos.

El término glicoproteina incluye "glicoproteinas tradicionales" y "vacunas glicoconjugadas". En las glicoproteinas
tradicionales, el énfasis esta en la parte proteica, tal como, por ejemplo, para los anticuerpos o la eritropoyetina, donde
el principio "activo" reside mas en la parte proteica y los glicanos desempefian una funcion, por ejemplo, en la semivida
o definen otras propiedades. Estas glicoproteinas tradicionales encuentran un uso generalizado en aplicaciones
farmacéuticas. En las vacunas glicoconjugadas, el énfasis estd en la parte de glicano, para el que se desea una
respuesta inmunitaria porque los glicanos son los antigenos relevantes y la parte proteica simplemente sirve como
portador para conducir a una respuesta inmunitaria de memoria de linfocitos T deseada.

El término glicoproteina incluye ademés '"proteoglicanos" y "peptidoglicanos" y "glicopéptidos". El término
"proteoglicanos" se refiere a proteinas que estan fuertemente glicosiladas. La unidad basica de proteoglicano consiste
en una proteina central con una o0 mas cadenas de glicosaminoglicanos (GAG) unidas covalentemente. El punto de
unién es un resto serina (Ser) al que se une el glicosaminoglicano a través de un puente de tetrasacarido. El término
"peptidoglicano" se refiere a un polimero que consiste en sacéaridos y aminoacidos que forman una capa similar a una
malla fuera de la membrana plasmética de la mayoria de las bacterias, formando la pared celular. El término
"glicopéptido" se refiere a una glicoproteina que comprende hasta 50 aminoacidos en la parte proteica. Estando
disponible dicho glicopéptido, por ejemplo, a través de la digestion de una glicoproteina mas grande (por ejemplo, a
través de digestidon con tripsina), fermentacion bacteriana o sintesis quimica.

El término "glicolipidos' se conoce en el campo y describe particularmente entidades en las que uno 0 mas sacaridos
estan unidos mediante un enlace glicosidico (covalente) a un lipido. Por consiguiente, el rasgo caracteristico de un
glicolipido es la presencia de un sacarido (particularmente un polisacarido como se analiza en el presente documento)
unido a un resto lipidico.

El término "polisacarido” se conoce en el campo y describe particularmente hidratos de carbono poliméricos
compuestos por unidades monosacaridicas unidas entre si mediante uniones glicosidicas, ya sea lineales o
ramificadas. Dichos polisacaridos se caracterizan por sus unidades de repeticion, cada unidad de repeticién descrita
con su respectiva composicién de monosacaridos. Dichas unidades de repeticion incluyen uno o mas monosacaridos
que también se pueden modificar quimicamente (por ejemplo, amidarse, sulfonarse, acetilarse, fosforilarse, etc.). Los
monosacaridos que normalmente se encuentran en dichas unidades de repeticion son monosacaridos ciclicos o
lineales que contienen de tres a siete atomos de carbono. En el caso especifico de las vacunas glicoconjugadas, el
polisacéarido conjugado proviene de una especie patdgena (por ejemplo, Escherichia coli) con dicha unidad de
repeticién definida por la genética del patdégeno especifico. Por lo tanto, la unidad de repeticion puede ser un
marcador/identificador especifico del patégeno.

En consecuencia, la expresién "componente polisacaridico" indica una o mas cadenas de glicano de un
glicoconjugado. Los glicanos pueden ser monémeros o polimeros de restos de azucar, pero normalmente contienen
al menos tres azlicares y pueden ser lineales o ramificados. Un glicano puede incluir residuos de azlcar naturales
(por ejemplo, glucosa, N-acetilglucosamina, acido N-acetilneuraminico, galactosa, manosa, fucosa, arabinosa, ribosa,
xilosa, etc.) y/o azlcares modificados (por ejemplo, 2'-fluororribosa, 2'-desoxirribosa, fosfomanosa, 6'-sulfo N-
acetilglucosamina, etc). El término "glicano" incluye homopolimeros y heteropolimeros de restos de azlcar. El término
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"glicano" también abarca un componente de glicano de un glicoconjugado (por ejemplo, de una glicoproteina,
glicopéptido, glicolipido). El término también abarca glicanos libres, incluyendo glicanos que han sido escindidos o
liberados de otro modo de un glicoconjugado.

La expresion "polisacarido O-acetilado”, como se usa en el presente documento, se refiere a polisacaridos en los que
uno o mas monosacaridos de la unidad de repeticion se modifican quimicamente mediante acetilacién. Dichos
monosacaridos tienen uno o més de sus grupos hidroxilo presentes acetilados. Para unidades de repeticién derivadas
de patégenos utilizadas en vacunas glicoconjugadas, la O-acetilacién de determinados monosacaridos puede ser
esencial para inducir una respuesta inmunitaria para dicho patégeno. En la Tabla 1 se muestran ejemplos de
componentes polisacaridicos derivados de patégenos.

Las expresiones "glicano" / "cadena de glicano" son sinénimos de "polisacarido" como se define a continuacién. De
forma correspondiente, en el contexto de la presente invencién, "glicano" y el prefijo "glico-", también se refieren a la
porcion de hidratos de carbono de un glicoconjugado, tal como una glicoproteina o un glicolipido.

El término "serotipo", como se usa en el presente documento, se refiere a glicoconjugados que tienen diferentes
cadenas de polisacaridos que derivan de diferentes serotipos bacterianos. A continuacién en la Tabla 1 se identifican
ejemplos de glicanos de una serie de serotipos de E. coli.

La expresién "estado nativo" se conoce en el campo y se refiere a una biomolécula, tal como un glicoconjugado, en
su estado intacto y funcional. Cuando se hace referencia al estado nativo dentro de la invencion, estado nativo significa
que el glicoconjugado que se ha de analizar no se derivatiza ni se modifica de otro modo durante la preparacién de la
muestra, por ejemplo, con una enzima tal como PNGasa F, ni se somete a una reaccién quimica. Por lo tanto, el
anélisis de un glicoconjugado en su estado nativo difiere de cualquier método que implique la derivatizaciéon del
glicoconjugado o que implique una etapa de preparacién de la muestra para liberar los glicanos de la molécula
portadora, por ejemplo, una proteina portadora, antes de someter la muestra al etapa de CL-EM del analisis. Sin
embargo, cuando se hace referencia al estado nativo dentro de la invencién, la expresion estado nativo no se refiere
a la conformacion del glicoconjugado, es decir, su plegamiento tridimensional tal como su estructura secundaria,
estructura terciaria o estructura cuaternaria. Por lo tanto, se entiende que "analisis de una glicoproteina en su estado
nativo" es sinébnimo de "analisis de una glicoproteina, en donde la glicoproteina no se somete a (i) digestién enzimatica
con una enzima que elimina el componente polisacaridico de la proteina portadora ni a (ii) una reaccién quimica, por
ejemplo, derivatizacién, en cada caso antes de introducir la glicoproteina en el sistema de CL-EM".

La presente invencién se entendera mejor haciendo referencia a la figuras.

Figura 1: Espectros de CL-EM combinados a lo largo del pico cromatografico principal (funcién de EM TIC, eje x m/z;
eje y intensidad rel. [%]) de la glicoproteina analizada EcO6A (un componente de vacuna glicoconjugada, que
comprende polisacéarido de E. coli serotipo OBA unido covalentemente a la proteina portadora EPA; la estructura para
la unidad de repeticién de PS se proporciona en la Tabla 1) y se proporciona una mezcla de diferentes glicoproteinas
EcO75, EcO2, EcO1A, EcO4, EcO25B y EcOBA (polisacaridos de E. coli serotipos 075, O2, O1A, O4, O25B y OBA,
cada uno de ellos independientemente unido covalentemente a proteinas portadoras EPA; en la Tabla 1 se
proporcionan estructuras para las unidades de repeticion de estos polisacéridos).

El panel A muestra la fragmentacion en la fuente de E. coli serotipo ECOBA y la liberacidén de fragmento especifico de
unidad de repeticién (pico con masa 893,3262 g/mol).

Como se observa en el Panel B, la liberacion de unidades de repeticién de glicano, asi como su asignacién selectiva,
también es posible en muestras de glicoproteinas complejas, como es visible para una mezcla hexavalente con 6
serotipos diferentes, masas representadas cerca de los picos.

Figura 2: Se muestra una curva de calibracion de ejemplo. La fragmentacién en la fuente ocurre linealmente basandose
en la cantidad de serotipo inyectado, representada en este caso en una prueba de concepto usando la glicoproteina
EcOBA. Una cantidad diferente de proteina inyectada (de 0,2 pg hasta 1,2 pg) conduce a una respuesta de sefial
diferente para la unidad de repeticién de ECOBA (fragmento con una masa molecular de 893,32 g/mol; Eje y respuesta
/[u.a.]; Eje x microgramos de EcOBA]

Figura 3: Espectros de CL-EM combinados a lo largo del pico cromatografico principal (funcién de EM TIC, eje x m/z;
eje y intensidad rel. [%]) de la glicoproteina EcO25B y EcO16 (con/sin acetilacion). Las estructuras de las unidades de
repeticién con O-acetilo para los respectivos serotipos de E. coli O25B y 016 se proporcionan en la Tabla 1.

El panel A muestra la fragmentacién en la fuente de la glicoproteina EcO25B con dos picos distintos: Unidades de
repeticiéon con (862 g/mol) y sin O-Acetilo (820 g/mol).

El panel B muestra el mismo efecto para la glicoproteina EcO16 con dos picos distintos con masas de 716 g/mol y
674 g/mol para unidades de repeticién con y sin O-acetilo.
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En términos mas generales, en un primer aspecto, la invencidn se refiere a un método para analizar un componente
polisacaridico (un glicano) de un glicoconjugado en una muestra. Es importante sefialar que dicho analisis se refiere
tanto a la identificacién de dicho componente polisacaridico como a la cuantificacién absoluta de dicho componente
polisacaridico. EI método inventivo comprende las etapas de (a) establecer una curva de calibraciéon de dicho
componente polisacaridico por medio de un sistema de CL-EM; (b) medir la muestra en el mismo sistema de CL-EM;
(c) comparar los resultados de (a) y (b) para analizar de este modo dicho componente polisacaridico en dicha muestra.
En una realizacién ventajosa, el glicoconjugado es una glicoproteina.

En una realizacidn preferida, el glicoconjugado, preferentemente una glicoproteina, se encuentra en su estado nativo.
Por lo tanto, como no se requiere liberacion enzimatica, por ejemplo, liberacién mediada por PNGasa F, del
componente de PS de la proteina portadora, el método también es aplicable al analisis de glicoconjugados que no son
susceptibles a dicha escisién enzimatica, por ejemplo, glicoconjugados que comprenden motivos de azlcar que no
estan dentro de la especificidad de sustrato de la PNGasa F, tales como motivos de azlcar que comprenden N-
acetilglicosamina (GIcNAc) unida a una alfa 1,3-fucosa. Como se explica con mas detalle a continuacién, el método
inventivo proporciona informacion sobre al menos dos y preferentemente mas, méas preferentemente todos, de entre

i) la identidad de los polisacéaridos en,

i) la cantidad absoluta de polisacarido unido a otra entidad quimica del glicoconjugado, tal como proteina, en,

iii) la cantidad de polisacarido libre en,

iv) la cantidad e identidad de modificaciones tales como acetilacién en polisacarido unido y libre, y

(v) la pureza de, muestras que contienen glicoconjugados, particularmente composiciones farmacéuticas a base
de glicoproteina. Este aspecto de la invencion, particularmente las etapas del proceso y los términos utilizados, se
explicaran con mas detalle a continuacioén:

(
(
(
(

Glicoconjugado: El término se ha analizado anteriormente. El método inventivo es ampliamente aplicable y se puede
usar para analizar glicoproteinas (incluyendo proteoglicanos, peptidoglicanos y glicopéptidos) y glicolipidos.

Glicoproteina: El término se ha analizado anteriormente. Especificamente se refiere a un producto de conjugacion,
en donde un polisacérido (es decir, un glicano) esta acoplado covalentemente a una proteina portadora. El conjugado
puede ser un bioconjugado, que es un producto de conjugacién preparado en una célula hospedadora, en donde la
magquinaria de la célula hospedadora produce el glicano y la proteina, y une el glicano a la proteina portadora, por
ejemplo, a través de uniones N de asparagina o arginina. El conjugado también se puede preparar mediante unién
quimica de la proteina y la cadena de glicano, por ejemplo, mediante alquilacién de tiol. El método inventivo es
aplicable a todos los tipos de conjugacién. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, se cree que no es relevante
como se une el azdcar, siempre y cuando esté fragmentado en la fuente mediante la EM. Si se produce o no
fragmentacidn en la interfaz proteina-glicano, esto no es relevante, ya que el material de referencia mostrara la misma
fragmentacién.

Los glicoconjugados particularmente dtiles incluyen proteinas portadoras a las que estan unidos uno o mas
polisacaridos. Estos glicoconjugados se utilizan, por ejemplo, como componentes activos de determinadas vacunas,
que tienen como objetivo inducir respuestas inmunitarias funcionales contra los polisacéaridos de los glicoconjugados.
En realizaciones de la invencién, dicha glicoproteina comprende una proteina portadora y uno o mas polisacaridos
unidos covalentemente a dicha proteina portadora, preferentemente de 1 a 4 polisacaridos unidos covalentemente a
dicha proteina portadora.

En realizaciones de la invencién, la glicoproteina es un producto de conjugacién que contiene un antigeno O de E. coli
unido covalentemente a una proteina portadora. El término antigeno O se conoce en el campo y se usa en su contexto
normal, y no se debe confundir con O-unido. La expresion antigeno O generalmente se refiere a un polimero de glicano
repetitivo contenido dentro de un LPS de una bacteria, tal como E. coli. El antigeno O de E. coli es un polimero de
oligosacaridos de repeticién inmunogénicos (normalmente de 1 a 40 unidades de repeticién) y normalmente se usa
para el serotipado y la produccién de vacunas glicoconjugadas.

Proteina portadora: En realizaciones de la invencion, la proteina portadora se selecciona del grupo que consiste en
exotoxina A detoxificada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FIiC), CRM197, proteina de unién a maltosa
(MBP), toxoide diftérico, toxoide tetanico, hemolisina A detoxificada de S. aureus, factor de agregacién A, factor de
agrupacion B, enterotoxina termolabil de E. coli, variantes detoxificadas de la enterotoxina termolabil de E. coli,
subunidad B de la toxina colérica (CTB), toxina colérica, variantes detoxificadas de la toxina colérica, proteina Sat de
E. coli, el dominio pasajero de la proteina Sat de E. coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de
lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteina de la membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y
proteina D de Haemophilus influenzae no tipificable. En una realizacién particular, la proteina portadora es una
exotoxina A detoxificada de Pseudomonas aeruginosa (EPA). En dichas realizaciones, la EPA comprende
preferentemente de 1 a 20, preferentemente de 1 a 10, preferentemente de 2 a 4, sitios de glicosilacién.

En una realizacion particular, la EPA comprende cuatro sitios de glicosilacién. Véase, por ejemplo, el documento WO
2017/035181 para obtener una descripcién de ejemplos de bioconjugacién de polisacaridos de antigeno O de E. coli
a la proteina portadora EPA.
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Polisacarido: El término se ha analizado anteriormente. Los polisacaridos adecuados comprenden de 1 a 100, tal
como 1-50, 1-40, 1-30, 1-20y 1-10, 3-50, 3-40, por ejemplo, al menos 5, tal como 5-40, por ejemplo, 7-30, por ejemplo,
de 7 a 25, por ejemplo, de 10 a 20, por ejemplo, 5 - 20, unidades de repeticién n. Dichas unidades de repeticion
contienen (es decir, comprenden o consisten en) (i) monosacaridos no modificados y/o (ii) monosacaridos modificados.
La expresién "monosacaridos modificados" se refiere en particular a monosacaridos quimicamente modificados y en
realizaciones no limitantes incluyen N-acetilacién, O-acetilacion, amidacién y/o aminaciéon de monosacaridos. Dichos
monosacaridos modificados pueden comprender una o mas modificaciones, particularmente una, dos o tres de las
modificaciones anteriores, en el mismo monosacarido.

En realizaciones de la invencion, las unidades de repeticion adecuadas comprenden monosacaridos seleccionados
del grupo que consiste en manosa, ramnosa, glucosa, fucosa, galactosa, manosa modificada, ramnosa modificada,
glucosa modificada, fucosa modificada y galactosa modificada. Se muestran estructuras no limitantes y de ejemplo de
polisacaridos de antigeno O de E. coli a continuacién en la Tabla 1. Se muestra una Unica unidad de repeticion para
cada polisacarido de antigeno O de E. coli. En esta tabla, n es independientemente un niumero entero de 1 a 100, tal
como 1-50, 1-40, 1-30, 1-20y 1-10, 3-50, 3-40, por ejemplo, al menos 5, tal como 5-40, por ejemplo, 7-30, por ejemplo,
de 7 a 25, por ejemplo, de 10 a 20, por ejemplo, 5 - 20, pero en algunos casos puede ser 1-2.

Tabla 1: Estructuras de polisacaridos de antigeno O de E. coli

Polisacarido de antigeno O de E. coli
Estructura de la unidad de repeticién

Polisacarido de antigeno O4 (0O4)
a-D-Gicp
1
:3 -
[ 2)tt-L-READ-{1 =B 1 t-D-Glep-{ 1 3 -0 -FUCONAC-{ 1~ 3)1-B-D-GlepNAL-{ 1],

Polisacarido de antigeno O1A (O1A)
[ o3}t -REBP-{ -3 pore-L-RNAR-{ T A1 RL-Rhap-{ 14 )-5-D-GlcpNAC-{ 1],
2

!

1
f-D-ManphNAc

Polisacarido de antigeno 02 (02)
[3)e-t-Rhap{ 1> 2}-a-L-Rhap-{1->3 - f-L-Rhap-{1-+4}-3-0-ClepNAc-{ 1],
2

t

4
a~G-Fucp3NAG
Polisacarido de antigeno O6A (O6)

{4 3o D-GalpNAC-{ 13 8-0-Manp-{ 1 —~4)-§-D-Manp-{ 1~ 3pu-0-GlepNAG-(1—],
2
.'ib
1
5-0-Glop

Polisacarido de antigeno O8 (O8)

a-D-Manp3Me-(1—[3)--D-Man p-(1—2)-a-D-Man p-(1—2)-a-D-Manp-(1—]n
Polisacarido de antigeno 015 (015)

[—2)-B-D-Galp-(1—3)-a-L-FucpNAc-(1—3)-8-D-GlcpNAc-(1—]n
Polisacarido de antigeno 016 (016)
[=R}-H-D-Galf- (1B )-n-0-Glop-{ t—=3}-o--Rhap-{1-3}-0-0-GlopNAc-{ 1],
P

4

AC
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(continuacion)

Polisacarido de antigeno O de E. coli
Estructura de la unidad de repeticion

Polisacarido de antigeno O18A (O18A)
[ o2t -Rhap-(1-+6}a-0-Glop-{ >4 a-0-Galp-{1 -3 }-0-D-GlepNAG-{ -],
i
H$-0-GlepNAg

Polisacarido de antigeno O25B (O25B)
$-D-Glop
1
i
&
[~ o0 D-Glep-{ 1 >3 )-o-L-Rhap-{1->333-0-GlopNAc-{ -1,
; 2

4

N
3

Ac

B

a-L-Rhap

Polisacarido de antigeno O75 (O75)

B-D-Manp
1
\:

4
[>3)-c-D-Galp-(1—>4)-a-L-Rhap-(1-3)-B-D-GlcpNAc-(1-],,

Muestra: El término muestra se conoce en el campo. Incluye cualquier material que, opcionalmente después de su
dilucién, se puede suministrar a un sistema analitico. Dichas muestras incluyen particularmente (i) lotes de produccion
de glicoconjugado (incluyendo lotes en proceso y lotes de produccion liberados/almacenados); (ii) composiciones que
comprenden multiples glicoconjugados, tales como composiciones farmacéuticas que comprenden una vacuna
multivalente.

Las muestras adecuadas comprenden, ademas del glicoconjugado, (i) una matriz acuosa; (ii) opcionalmente proteina
portadora libre de polisacaridos (o péptido libre en el caso de glicopéptidos; o lipidos libres en el caso de los
glicolipidos), (iii) opcionalmente polisacaridos no unidos a una proteina portadora (o péptido o lipido, en este caso:
"PS libre"), (iv) proteinas opcionalmente no relacionadas (o péptidos o lipidos). La matriz acuosa (i) puede contener
uno o mas tampones (por ejemplo, tampon de fosfato), sales inorganicas (por ejemplo, NaCl), alcoholes de azUcar
(por ejemplo, D-sorbitol), tensioactivos no iénicos (por ejemplo, Polisorbato 80). Las proteinas no relacionadas (iv)
pueden incluir hasta un 10 %, hasta un 50 % o incluso hasta un 90 % de impurezas relacionadas con el proceso (por
ejemplo, proteinas de la célula hospedadora). Se considera particularmente beneficioso que el método inventivo sea
tolerante a una amplia diversidad de componentes adicionales en la muestra. Por lo tanto, es adecuado analizar una
muestra sin una preparacion laboriosa y que contenga materiales que de otro modo interferirian con los protocolos
analiticos convencionales.

En una realizacion, la muestra comprende un uUnico glicoconjugado.

En una realizacion adicional, la muestra comprende una multitud de glicoconjugados, tal como 2 - 20, por ejemplo,
4 - 10 glicoconjugados. De nuevo, los glicoconjugados se refieren preferentemente a glicoproteinas. Por lo tanto, el
método inventivo también permite el analisis de muestras complejas que comprenden una multitud de glicoconjugados,
por ejemplo, que tienen glicanos de multiples serotipos. Por lo tanto, incluso muestras complejas para la liberacién de
un medicamento, tales como una vacuna conjugada multivalente, se pueden analizar mediante el método inventivo.
Es evidente que el método inventivo avanza en la produccién de medicamentos que comprenden una multitud de
serotipos y mejora la calidad y seguridad de dichos medicamentos complejos.

Es evidente que el método inventivo también es adecuado para verificar la ausencia de glicoconjugados, por ejemplo,
muestras en blanco y, por lo tanto, en determinadas realizaciones una muestra no comprende glicoconjugado.

En una realizacién, la muestra comprende una proteina portadora o péptido portador. En otra realizacion, la muestra
comprende mas de una proteina portadora o péptido portador. Por |o tanto, el método inventivo es adecuado para
analizar muestras que comprenden multiples glicoproteinas/glicopéptidos diferentes, no soélo que comprende
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diferentes patrones de glicosilacién de la misma proteina/péptido portador, sino que también difieren en la
proteina/péptido portador. El término proteina/péptido portador se refiere asi a una Unica proteina/péptido portador
como se ha descrito anteriormente y también a una multitud de proteinas/péptidos portadores, tal como 2-10, por
ejemplo, en una muestra hay presentes de 2 a 5 proteinas/péptidos portadores diferentes.

Método analitico: El método de acuerdo con la invencién permite la identificaciéon y cuantificacién absoluta del
contenido total de componentes polisacaridicos en una muestra. Ademas, el método de la invencién es capaz de
diferenciar entre la cantidad de polisacaridos unidos y libres en la muestra. En consecuencia, en una realizacién, la
invencién proporciona un método para identificar y cuantificar el contenido de polisacaridos unidos y libres en una
composicién que comprende al menos un glicoconjugado. Ademés, el método de la invencién es capaz de confirmar
la ausencia de un componente polisacaridico (PS unido y/o libre) en una muestra.

Como se ha analizado anteriormente, el método de la invencién comprende 3 etapas: (a) calibrar; (b) medir; (c)
identificar y cuantificar el componente polisacaridico de un glicoconjugado, en donde preferentemente el
glicoconjugado esta en su estado nativo. Estas etapas se explicaran con mas detalle a continuacién y se ilustran con
méas detalle en los ejemplos en las figuras proporcionadas:

Etapa (a), establecer una curva de calibracién del componente polisacaridico mediante un sistema de CL-EM: Para
preparar una curva de calibracidén, se someten alicuotas de un material de referencia a un sistema de CL-EM. El
material de referencia es una muestra con identidad conocida y cantidad absoluta conocida de dicho uno o mas
componentes polisacaridicos. Dicho material de referencia se puede obtener sometiendo una muestra que comprende
el componente polisacaridico a un protocolo analitico convencional.

En una realizacién de la invencién, la etapa (a) incluye la preparacién de un material de referencia y la calibracién de
un sistema de CL-EM con dicho material de referencia. La preparacién de un material de referencia se puede lograr
de acuerdo con las etapas a1-a3 y opcionalmente a4-a5 como se esboza a continuacion. La calibracién de un material
de referencia se puede lograr de acuerdo con la etapa a6 como se esboza a continuacion.

Etapa (a1): Esta etapa comprende la determinacién de la identidad de dicha glicoproteina en el material de referencia.
Los métodos analiticos adecuados son conocidos en si e incluyen, por ejemplo, electroforesis por transferencia
Western o EM.

Etapa (a2): La siguiente etapa comprende la determinacién del contenido total de polisacaridos (PS) de dicha
glicoproteina en el material de referencia. Los métodos analiticos adecuados son conocidos en si e incluyen, por
ejemplo, IC-PAD después de la hidrélisis.

Etapa (a3): La siguiente etapa comprende la determinacién del contenido de PS libres en el material de referencia.
Los métodos analiticos adecuados son conocidos en si e incluyen, por ejemplo, IC-PAD después de la hidrolizacién y
separacién de PS unidos y no unidos.

Etapa (a4). La siguiente etapa opcional comprende la determinacién del grado de modificacién (en realizaciones
especificas la modificacion es O-Acetilacion) de dicha glicoproteina. Los métodos analiticos adecuados son conocidos
en si e incluyen, por ejemplo, cromatografia de iones IC-CD después de la eliminacién de grupos modificadores (por
ejemplo, liberacién de grupos O-acetilo mediante hidrélisis).

Etapa (a5): La siguiente etapa opcional comprende la determinacién de la pureza de dicha glicoproteina en el material
de referencia. Los métodos analiticos adecuados son conocidos en si € incluyen, por ejemplo, RP-HPLC y/o SEC.

Siguiendo las etapas (a1...a3) y opcionalmente (a4...a5) se obtiene un material de referencia que comprende el
componente polisacaridico de una glicoproteina. Se preparan alicuotas del mismo para la siguiente etapa (a6). Dichas
alicuotas del material de referencia contienen un componente polisacaridico en una concentracién conocida, es decir,
en una cantidad absoluta conocida.

Etapa (a6). Esta etapa incluye la medicidén de alicuotas del material de referencia mediante un sistema de CL-EM. Los
datos obtenidos (incluyendo el tiempo de retencion, la identificacion de picos, la determinacién de ABC) permiten
establecer una curva de calibracién. En esta etapa, el material de referencia se separa a través de CL en primer lugar,
el eluato se somete a fragmentacién en la fuente (ISF) dentro del detector de EM adaptando el voltaje de ionizacidn
(voltaje de cono). Se entiende que la etapa a6 se realiza después de obtener alicuotas del material de referencia.
Dicha curva de calibracién es especifica del sistema de CL-EM y de los parametros utilizados.

Como se ha esbozado anteriormente, la glicoproteina esta preferentemente en su estado nativo. Sin embargo, en
realizaciones alternativas, es posible digerir la glicoproteina con una peptidasa, por ejemplo, con tripsina, antes de
someter la muestra al etapa de CL-EM del analisis. Dicha digestién con una peptidasa, por ejemplo, tripsina, sélo
conduce a la escisién de uniones peptidicas pero no da como resultado la escisidon de un enlace azUcar-péptido. En
el caso de muestras que contienen glicoproteinas, dicha digestion conduce a la generacién de glicopéptidos que se
someten a la etapa de CL-EM del analisis. En ese caso, el material de referencia se digiere antes de realizar la etapa
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(ab) y la muestra se digiere antes de realizar la etapa (b1). Los glicopéptidos resultantes todavia se pueden considerar
en su estado nativo, es decir, no sometidos a (i) digestiébn enzimatica con una enzima que elimina el componente
polisacaridico de la proteina portadora ni a (ii) una reaccién quimica, por ejemplo, derivatizacién, en cada caso antes
de introducir la muestra en el sistema de CL-EM. El expero conoce la digestion de glicoproteinas con una peptidasa,
por ejemplo, el tratamiento con tripsina.

En realizaciones preferidas de la invencion, la muestra no se digiere con una enzima, tal como una peptidasa.

Etapa (b), medir la muestra en el mismo sistema de CL-EM: La medicién de una muestra en un sistema de CL-EM se
conoce en si, incluye (b1) proporcionar una muestra al sistema de CL-EM y (b2) medir la muestra en el sistema de
CL-EM.

Es evidente para el experto que la calibracién de la etapa (a) se puede usar para medir una Unica muestra en la etapa
(b) o para medir una multitud de muestras en la etapa (b). Por lo tanto, las etapas (b1) y (2) se pueden realizar
repetidamente para medir una multitud de muestras. Por ejemplo, 2 muestras del mismo serotipo, se miden con la
misma curva de calibracién proporcionando la primera muestra (b1) y midiendo la primera muestra (b2), seguido de
proporcionar la segunda muestra (b1') y midiendo la segunda muestra (b2'). Por lo tanto, medir una muestra incluye
medir una Unica muestra y medir una multitud de muestras.

Etapa (b1): Se pueden proporcionar muestras al sistema de CL-EM de cualquier manera conocida. Normalmente, se
elige la inyeccién desde un vial que comprende la muestra en el sistema por medio de un muestreador automatico. La
muestra se podra obtener directamente de un lote de fabricacién. La muestra se puede diluir para que coincida con
un intervalo de concentraciones de la curva de calibracién. En el caso de muestras que contienen glicoproteinas, la
muestra esta preferentemente en su estado nativo.

En realizaciones alternativas, dicha muestra puede ser digerida con una peptidasa, tal como tripsina, para someter los
glicopéptidos a analisis. Como se ha analizado anteriormente, los glicopéptidos resultantes todavia se pueden
considerar en su estado nativo, es decir, no sometidos a (i) digestion enzimatica con una enzima que elimina el
componente polisacaridico de la proteina portadora ni a (i) una reaccién quimica, por ejemplo, derivatizacién, en cada
caso antes de introducir la muestra en el sistema de CL-EM. Por lo tanto, en métodos de acuerdo con la invencioén,
los enlaces azlcar-péptido no se escinden antes de someter la muestra al etapa de CL-EM del analisis.

En esa realizacién alternativa, el material de referencia también se digiere antes de realizar |la etapa (a6).

En realizaciones preferidas de los métodos de la invencién, la muestra no se digiere con una peptidasa, ni con ninguna
enzima. Los métodos sin digestion enzimatica tienen la ventaja de simplificar mucho el analisis.

Etapa (b2): De acuerdo con el método de la invencion, la muestra se mide con los mismos parametros que en la etapa
(ab) anterior. Preferentemente, la muestra se mide en el mismo sistema de CL-EM que se us6 para preparar la curva
de calibracion. Preferentemente, la muestra se mide dentro de las 8 horas posteriores a que se estableciera la curva
de calibracidén. Todas estas medidas mejoran la calidad de los datos; son conocidos por el experto y tienen en cuenta
la sensibilidad de los sistemas de CL-EM frente a factores externos.

En una primera realizacién, la medicién de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra y
* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina

Esto permite determinar la cantidad absoluta de la cadena de glicano.

En una segunda realizacion, la medicion de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

* |a determinacién del contenido de PS acetilados de la glicoproteina.

Esto permite determinar adicionalmente el grado de acetilacién en la muestra.
En una tercera realizacién, la medicién de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

*» determinacion de la pureza de la muestra.

En una cuarta realizaciéon, la medicién de la muestra incluye
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* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

* la determinacién del contenido de PS acetilados de la glicoproteina y
* determinacién de la pureza de la muestra.

En una quinta realizacién, la medicién de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y
* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y
* la determinacion del contenido de PS libre.

Esto permite determinar adicionalmente la cantidad (relativa o absoluta) de glicano no conjugado.
En una sexta realizacién, la medicién de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

* la determinacién del contenido de PS acetilados de la glicoproteina 'y
* la determinacién del contenido de PS libre.

Esto permite determinar adicionalmente la cantidad (relativa o absoluta) de glicano no conjugado considerando
también el grado de PS acetilados unidos.

En una séptima realizacién, la medicién de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

* la determinacién del contenido de PS acetilados de la glicoproteina y
* la determinacién del contenido de PS libres y

* la determinacion del contenido de PS acetilados libres.

Esto permite determinar adicionalmente la cantidad de PS acetilados libre.
En una octava realizacidn, la medicién de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

* |a determinacién del contenido de PS libres de la muestra y
* |a determinacién de la pureza de la muestra.

En una novena realizacién, la mediciéon de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

* |a determinacién del contenido de PS acetilados de |a glicoproteina y
* |a determinacién del contenido de PS libres de la muestra, y

* |a determinacién de la pureza de la muestra.

En una décima realizacién, la medicién de la muestra incluye

* la determinacién de la identidad de la muestra 'y

* la determinacién del contenido de PD de la glicoproteina y

* la determinacién del contenido de PS acetilados de la glicoproteina 'y
* |a determinacién del contenido de PS libres de la muestra y

* la determinacién del contenido de PS acetilados libres de la muestra y
* |a determinacién de la pureza de la muestra.

Por lo tanto, en realizaciones de la invencioén, se consigue la determinaciéon simultanea de la identidad de la muestra
y uno o mas de los siguientes: el contenido de PS, el contenido de PS acetilados, el contenido de PS libres, el contenido
de PS acetilados libres y la pureza de la muestra. Cabe de destacar que, la determinacién simultanea de la identidad
de la muestra y los siguientes pardmetros por lo general no es posible en el caso de métodos que implican una etapa
de preparacién de la muestra para liberar los glicanos de la molécula portadora, por ejemplo, una proteina portadora,
0 que implican la derivatizacion de la glicoproteina (se introduce impureza adicional). el contenido de PS libres, el
contenido de PS acetilados libres y la pureza de la muestra.

En otras realizaciones, el método para el anélisis de un componente polisacaridico de una glicoproteina en una
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muestra con respecto a los aspectos esbozados en la primera a la décima realizacién comprende las etapas de: (a)
establecer una curva de calibracién de dicho componente polisacaridico por medio de un sistema de CL-EM, en donde
esta etapa (a) incluye la preparacién de un material de referencia (etapas a1-a3 y opcionalmente a4-a5) y calibrar un
sistema de CL-EM con dicho material de referencia (etapa a6) y en donde la curva de calibraciéon se establece
mediante la separacién de los alicuotas de dicho material de referencia a través de CL, y someter el eluato de la CL a
fragmentacién en la fuente dentro del detector de EM ajustando el voltaje de ionizacién; (b) medir la muestra en el
mismo sistema de CL-EM usando los mismos pardmetros que en la etapa a (a6) con el mismo sistema de CL-EM; (c¢)
comparar los resultados de (a) y (b) para analizar de este modo dicho componente polisacaridico en dicha muestra.

Cabe de destacar que, no se requiere fragmentacién adicional, por ejemplo, usando CID o ETD. Por lo tanto, en una
realizacion, la invencién como se describe en el presente documento proporciona un método, donde no se requiere
fragmentacién adicional del ion que se obtiene después de la fragmentacion en la fuente.

En una realizacién, la invencion proporciona un método como se describe en el presente documento, dénde no se
afiade ningln patrén interno a la muestra. Con el fin de proporcionar resultados fiables, se consideré suficiente
generar una curva de calibracién separada. Se considera beneficioso que no sea necesario usar un patrén interno ya
que su omisién reduce las etapas de manipulacién y, por lo tanto, simplifica el método.

La pureza de una muestra se puede determinar de manera conocida, por ejemplo, a través del detector de indice de
refraccidn, a través del detector UV, de la parte de CL del sistema de CL-EM. Como alternativa, o ademas, la pureza
se puede determinar mediante la EM. Esto se puede hacer observando la corriente iénica total.

Etapa (c), comparar los resultados de (a) y (b) para analizar de este modo el componente polisacaridico en la muestra:
Hasta ahora, los sistemas de CL-EM no se usaron para la cuantificaciéon absoluta de un componente polisacaridico en
un glicoconjugado frente a una curva de calibracién. En consecuencia, la etapa (c) incluye (c1) la identificacion de
picos caracteristicos para cada PS en la muestra y (c2) comparar el area bajo la curva (ABC) para dicho pico con la
curva de calibracién. Es evidente para el experto que en realizaciones en las que la medicién de una muestra en la
etapa (b) se repiti6 para una multitud de muestras (por ejemplo, del mismo serotipo o que incluyen la misma
glicoproteina) como se describié anteriormente, la etapa (c) se puede repetir analogamente para cada muestra, usando
la misma curva de calibracién.

En un sequndo aspecto, la invencién se refiere al uso de un sistema de cromatografia de liquidos - espectrometria
de masas ("sistema de CL-EM") para analizar un componente polisacaridico de un glicoconjugado en una muestra.
En una realizacién preferida, dicha glicoproteina estd en su estado nativo. Las definiciones anteriores, tales como
"muestra”, "glicoconjugado", "polisacarido", "proteina portadora" y "estado nativo" son aplicables analogamente a este
segundo aspecto de la invencion. Particularmente, el término "glicoconjugado"” incluye el significado de "glicoproteina”
y mas especificamente de una "proteina portadora a la que estan unidos uno o mas polisacaridos". Este aspecto de

la invencién se explicara con mayor detalle a continuacion:

Analisis: De nuevo, es importante sefialar que dicho analisis incluye tanto, la identificacién de dicho componente
polisacaridico, como la cuantificacién absoluta de dicho componente polisacaridico. La identificaciéon de un
componente de PS incluye la confirmacién de presencia y la confirmacién de ausencias de dicho componente de PS.
Por lo tanto, si se espera que un componente de PS especifico esté presente en la muestra, por ejemplo, ya que la
muestra proviene de un lote de produccién, la identificacién de dicho componente de PS es la confirmacién de su
presencia. Analogamente, se puede esperar que un componente especifico de PS esté ausente en una muestra, lo
que también se puede confirmar. La cuantificacién absoluta de dicho componente de PS incluye la determinaciéon
de la concentracion medida, por ejemplo, en ug [componente de PS}/ml [Muestral].

En las realizaciones, la invencién también se refiere al uso de un sistema de CL-EM para el control en proceso en la
producciéon de glicoconjugados, particularmente para el control en proceso en la produccién de vacunas
glicoconjugadas.

En las realizaciones, la invencién también se refiere al uso de un sistema de CL-EM para el control de la liberacién
de los glicoconjugados producidos, particularmente para el control de la liberaciéon en la produccién de vacunas
glicoconjugadas. Por lo tanto, el sistema de CL-EM se puede usar como ensayo de liberacién para un farmaco o un
medicamento; comprendiendo dicho farmaco o medicamento uno o mas glicoconjugados, particularmente una o mas
vacunas glicoconjugadas.

En las realizaciones, la invencién también se refiere al uso de un sistema de CL-EM para el control de la estabilidad
de los glicoconjugados almacenados, particularmente para el control de la estabilidad de vacunas glicoconjugadas
almacenadas. Por lo tanto, el sistema de CL-EM se puede usar como ensayo de vida util de un farmaco o de un
medicamento; comprendiendo dicho farmaco o medicamento uno o mas glicoconjugados, particularmente una o mas
vacunas glicoconjugadas.

En las realizaciones, la invencién también se refiere al uso de un sistema de CL-EM para la optimizacién de procesos
en el desarrollo de la fabricacién de glicoconjugados, particularmente la fabricacién de vacunas glicoconjugadas. Usar
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un sistema de CL-EM como se describe en el presente documento simplifica significativamente la identificacion de
parametros criticos y, por lo tanto, permite un desarrollo mas rapido y acorta los plazos durante el aumento de escala.

Sistema de CL-EM: Los sistemas de HPLC conectados a un detector espectrométrico de masas se denominan
habitualmente sistemas de CL-EM. Estos detectores son capaces de determinar la masa molecular de un analito
especifico presente en una muestra. Su precision y exactitud de masa con frecuencia se denominan el criterio de
referencia para determinar las masas moleculares de las moléculas.

Un efecto secundario conocido del analisis de glicoconjugados, tales como glicoproteinas, en un sistema de CL-EM,
es la fragmentacién del glicano al inyectar la muestra en el detector. Este efecto se denomina "fragmentacién en
fuente" (ISF, por sus siglas en inglés) y esta relacionado con el voltaje aplicado durante la inyeccién (el denominado
"voltaje de cono"). La ISF no es ideal para un detector de EM de buen rendimiento, ya que puede generar fragmentos
de iones desconocidos o no identificables en muestras complejas.

Por lo tanto, los proveedores realizan pruebas de ISF baja durante la calificacién del rendimiento del sistema (<2 %).

En el campo de la EM, la ISF es comUnmente conocida y no es deseable para las pruebas de ocupacién de glicanos,
ya que puede eliminar totalmente la modificacién por glicanos de la parte restante del conjugado (por ejemplo, la
cadena peptidica de un glicopéptido). Por otra parte, la fragmentacién de azlcar se realiza para identificar y
caracterizar adicionalmente la composicién de monosacéridos mediante iones indicadores. Sin embargo, esta
fragmentacién por lo general requiere una energia mucho mayory, por lo tanto, diferentes técnicas de EM (CID, ETD).

Los inventores han descubierto sorprendentemente que los glicoconjugados sometidos a analisis por CL-EM muestran
el efecto de ISF, que separa la unidad de repeticién de glicano, claramente visible como un pico distinto de la masa
correspondiente (Figura 1A). Después de ajustar el voltaje de cono, el efecto no sélo es visible cuando se inyecta un
Unico glicoconjugado sino también en mezclas més complejas, como una composicién que comprende multiples
glicoconjugados (Figura 1B). Como este efecto ocurre para todos los polisacaridos de diferentes serotipos y cada
polisacarido especifico de serotipo tiene una masa distintiva, se puede usar para identificar el serotipo especifico (a
través de su polisacarido) en la muestra que se ha de analizar.

En una realizacion, sl sistema de CL-EM es un sistema de CL-EM con fragmentacién en la fuente del eluato obtenido
de la cromatografia de liquidos. Dichos sistemas estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en Waters Corporation,
Sciex, ThermoFisher Scientific.

En una realizacién, el sistema de CL-EM comprende ademéas una vélvula de desvio delante del detector de EM. Dicha
valvula permite desviar sélo una fraccién del eluato hacia el detector de EM. De nuevo, dichos sistemas estan
disponibles en el mercado.

En las realizaciones, la glicoproteina es como se ha definido anteriormente, comprende particularmente una proteina
portadora y uno o mas polisacaridos unidos covalentemente a dicha proteina. En determinadas realizaciones, la
muestra comprende més de una proteina portadora, llevando, cada una, uno o mas polisacaridos unidos
covalentemente.

En las realizaciones, la proteina portadora es como se ha definido anteriormente. Por ejemplo, se selecciona del grupo
que consiste en exotoxina A detoxificada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FIiC), CRM197, proteina de
unién a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetanico, hemolisina A detoxificada de S. aureus, factor de agregacién
A, factor de agrupacion B, enterotoxina termolabil de E. coli, variantes detoxificadas de la enterotoxina termolabil de
E. coli, subunidad B de la toxina colérica (CTB), toxina colérica, variantes detoxificadas de la toxina colérica, proteina
Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteina Sat de E. coli neumolisina de Streptococcus pneumoniae,
hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteina de la membrana externa de Neisseria
meningitidis (OMPC) y proteina D de Haemophilus influenzae no tipificable. En una realizacion particular, la proteina
portadora es una exotoxina A detoxificada de Pseudomonas aeruginosa (EPA).

En las realizaciones, los polisacaridos son como se han definido anteriormente. Por ejemplo, los polisacaridos
comprenden 1 - 100, tales como 5 - 20 unidades de repeticion. En la Tabla 1 se muestran estructuras de ejemplo,
anteriormente.

En las realizaciones, la muestra comprende ademas una matriz acuosa; opcionalmente proteina portadora (o lipido o
péptido) libre de polisacaridos; opcionalmente polisacaridos no unidos a una proteina portadora (o lipido o péptido); y
opcionalmente proteinas no relacionadas.
La lista de referencias proporciona informacién adicional en el contexto de la presente invencion.

(1) thermofisher.com/ch/en/home/industrial/chromatogr aphy/chromatography-learning-center/ion-

chromatography-information/ion-chromatography-analysis-analyte/analyzing-carbohydrates-hpae-pad-ion-
chromatography.html

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984 813 T3

(2) Mazsaroff et al., Anal. Chem., 1997

(3) Ivancic et al., Analytical Biochemistry, 2010
(4) US 2020/041470

(5) Echeverria et al., Analytical Chemistry, 2015
(8) Jeong et al., Analytical Chemistry, 2012

Para ilustrar adicionalmente la invencidn, se proporcionan los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no pretenden
limitar el alcance de la invencién.

I. Preparacién del material de referencia

Una muestra de glicoproteina en cantidades mayores se obtiene directamente de un lote de fabricacién y se divide en
alicuotas y se almacena adecuadamente (por ejemplo, -80 °C). Los diferentes etapas de caracterizacion se realizan
sobre alicuotas descongeladas de dicha muestra de glicoproteina.

1) Determinar la identidad correcta del material de referencia. Se sigue un protocolo de transferencia Western
convencional usando un anticuerpo especifico que se ha seleccionado y probado para determinar su especificidad
para la cadena polisacaridica de la glicoproteina de interés. Opcionalmente, la identidad correcta de la proteina
portadora se determina usando un anticuerpo especifico para la proteina portadora.

2) Determinar el contenido de polisacarido total dentro del material de referencia. Se realiza una hidrélisis
acida total en monosacaridos con posterior analisis mediante cromatografia de iones y deteccién amperométrica
pulsada (IC-PAD), de acuerdo con las siguientes instrucciones.

Tomar una alicuota del material de referencia e hidrolizar durante 2 h a 120 °C usando &cido trifluoroacético (TFA) a
una concentracién final de 1,8 M. Las condiciones 6ptimas de hidrélisis (temperatura, concentracién de TFA y tiempo)
pueden variar dependiendo de la concentracién inicial de los polisacaridos. Las condiciones éptimas deben demostrar
que se liberan cuantitativamente todos los monosacaridos de la cadena polisacaridica sin degradacién adicional de la
molécula de monosacérido objetivo para la cuantificacién absoluta.

Después de la hidrolisis, enfriar la muestra a temperatura ambiente y después secarla usando un SpeedVac,
normalmente a 30 °C durante la noche. Resuspender totalmente la muestra seca en H20 (grado MilliQ) y transferir la
muestra a un vial de HPLC. Preparar un conjunto de patrones de calibracién usando un monosacarido disponible en
el mercado (por ejemplo, manosa). Si el monosacarido objetivo para la cuantificacién sufre modificaciones durante la
etapa de hidrélisis mencionada anteriormente (por ejemplo, la N-acetilglucosamina se convierte en glucosamina), usar
el monosacérido adecuado o, como alternativa, realizar también el procedimiento de hidrélisis mencionado
anteriormente en el conjunto de patrones de calibracién.

Preparar un sistema de cromatografia de iones (por ejemplo, Dionex ICS-5000) equipado con un detector
amperométrico pulsado (PAD) que tiene instalado un electrodo de oro desechable sobre politetrafluoroetileno (PTFE).
Usar una columna analitica Dionex CarboPac PA1 (4x 250 mm) y, opcionalmente, una columna protectora Dionex
CarboPac PA1 (4x 50 mm).

Equilibrar el sistema con Eluyente A, NaOH 16 mM para la elucién de la muestra, y Eluyente B, NaOH 500 mM para
la limpieza de la columna. Inyectar secuencialmente la muestra y el conjunto de patrones de calibracién usando el
siguiente método de instrumento/perfil de gradiente:

-0 a 24 min, 100 % de Eluyente A, caudal de 1 ml/min (elucién)
- 25 a 32 min, 100 % de Eluyente B, caudal de 1 ml/min (lavado)
- 33 a 60 min, 100 % de Eluyente A, caudal de 1 ml/min (reequilibrar)

Dependiendo del monosacarido objetivo, es posible que sea necesario optimizar estos gradientes.

Usar el area bajo la curva del conjunto de calibracién medido para obtener una curva de calibracién y después
cuantificar la muestra desconocida. Opcionalmente, la cantidad de monosacérido objetivo después se usa para volver
a calcular la cantidad absoluta de unidades de repeticién/polisacaridos en ug/ml en la muestra de glicoproteina.

3) Determinar el contenido de polisacaridos libres dentro del material de referencia. Los polisacaridos unidos a
una proteina portadora se eliminan mediante un cartucho C4, seguido de una hidrélisis acida total en monosacéridos
con analisis posterior mediante cromatografia de iones y deteccién amperométrica pulsada. Dependiendo del tamafio
de la glicoproteina, se puede elegir una longitud de polimero de carbono diferente del material del cartucho (por
ejemplo, cartucho C8) para retener totalmente la proteina portadora.

Debido a que la etapa de preparacién de la muestra es laboriosa, se recomienda usar un monosacarido adicional que

no esté presente en el material de referencia como patrén interno (por ejemplo, galactosa) para compensar la posible
pérdida de muestra durante la preparacién.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2984 813 T3

Tomar dos alicuotas del material de referencia y afiadir la misma cantidad de patrén interno. Equilibrar un cartucho C4
(por ejemplo, Chromafix C4-SPE de Macherey-Nagel) de acuerdo con el manual del fabricante; por ejemplo, 5
voliumenes de columna de metanol al 100 %, después, 5 volimenes de columna de acetonitrilo al 100 %, después 5
volumenes de columna de acetonitrilo al 5 % viv.

Durante la siguiente etapa, recoger el flujo que contiene el polisacarido libre: Aplicar una de las dos alicuotas sobre el
cartucho y posteriormente aplicar 2 volimenes de columna de acetonitrilo al 5 %. Medir el volumen del flujo recogido
y afiadir una cantidad igual de acetonitrilo al 5 % a la otra alicuota, que no se ha aplicado al cartucho C4. Secar ambas
muestras preparadas usando un SpeedVac, normalmente a 30 °C durante la noche.

Resuspender totalmente ambas muestras secas en H20 (grado MilliQ) y después seguir el procedimiento mencionado
anteriormente para la hidrélisis acida total en monosacéridos: Afladir acido trifluoroacético (TFA) a una concentracién
final de 1,8 M a ambas muestras e hidrolizar durante 2 h a 120 °C. (Las condiciones éptimas de hidrélisis pueden
variar y se deben optimizar). Después de la hidrélisis, ambas muestras se enfrian a temperatura ambiente y después
se secan usando un SpeedVac, normalmente a 30 °C durante la noche. Resuspender totalmente ambas muestras
secas en H20 (grado MilliQ) y transferirlas a viales de HPLC.

Preparar un sistema de cromatografia de iones (por ejemplo, Dionex |CS-5000) equipado con un detector
amperométrico pulsado (PAD) que tiene instalado un electrodo de oro desechable sobre politetrafluoroetileno (PTFE).
Usar una columna analitica Dionex CarboPac PA1 (4x 250 mm) y, opcionalmente, una columna protectora Dionex
CarboPac PA1 (4x 50 mm).

Equilibrar el sistema con Eluyente A, NaOH 16 mM para la elucién de la muestra, y Eluyente B, NaOH 500 mM para
la limpieza de la columna. Inyectar secuencialmente ambas muestras preparadas usando el siguiente método de
instrumento/perfil de gradiente:

-0 a 24 min, 100 % de Eluyente A, caudal de 1 ml/min (elucién)
-25 a 32 min, 100 % de Eluyente B, caudal de 1 ml/min (lavado)
- 33 a 60 min, 100 % de Eluyente A, caudal de 1 ml/min (reequilibrar)

Dependiendo del monosacarido objetivo, es posible que sea necesario optimizar estos gradientes.

Usar el area bajo la curva del monosacarido objetivo (por ejemplo, manosa) y el patrén interno aplicado (por ejemplo,
galactosa) para normalizar las areas medidas. El contenido de polisacaridos libres de la muestra analizada se
determina comparando relativamente las areas normalizadas de las dos alicuotas medidas: La alicuota tratada con
cartucho C4 representa el porcentaje de polisacaridos libres dentro de la muestra en comparacién con la alicuota no
tratada con cartucho C4, que representa el 100 % de los polisacaridos disponibles. Usar el valor obtenido de
polisacaridos libres para calcular a partir del contenido total de polisacaridos determinado anteriormente la cantidad
de "polisacaridos unidos".

4) Determinar el grado de modificacion de la cadena polisacaridica en el material de referencia. Esta etapa
opcional describe la determinacién de restos de azucar O-acetilado que usa una hidrélisis alcalina suave seguida de
un analisis posterior mediante cromatografia de iones y deteccién de conductividad.

Tomar una alicuota del material de referencia y realizar una etapa de desalinizacién para eliminar las moléculas de
acetato libres en la muestra (por ejemplo, columna Zeba Spin, columna PD-10) siguiendo el manual del fabricante.
Afiadir un patrén interno a la muestra desalada (por ejemplo, propionato, 20 pg/ml) e hidrolizar durante 2 h a 37 °C
usando NaOH a una concentracién final de 10 mM. Las condiciones 6ptimas de hidrélisis (concentracion de NaOH,
temperatura y tiempo) pueden variar dependiendo de la concentracién inicial de los polisacaridos. Las condiciones
optimas deben demostrar que se liberan cuantitativamente todos los grupos O-acetato de la cadena polisacaridica sin
degradacién adicional del acetato en la muestra.

Después de la hidrélisis, la muestra se enfria a temperatura ambiente y después se filtra para eliminar la proteina
residual que podria interferir durante el analisis por HPLC (por ejemplo, filtro centrifugo, PES 3 kDa). Seguir el manual
del fabricante para preparar los filtros y recoger el filtrado que contiene las moléculas de acetato liberadas.

Preparar un conjunto de patrones de calibracién usando un patrébn de acetato disponible en el mercado para
cromatografia de iones. Los conjuntos de patrones de calibracién deben contener la misma cantidad de patrén interno
que se aplic6 anteriormente (por ejemplo, propionato, 20 pg/ml).

Preparar un sistema de cromatografia de iones (por ejemplo, Dionex ICS-5000) equipado con un detector de
conductividad y un supresor instalado. Usar una columna analitica Dionex lonPac AS11-HC (4x 250 mm) vy,
opcionalmente, una columna protectora Dionex lonPac AS11-HC (4x 50 mm). Equilibrar el sistema con Eluyente A,
NaOH 1 mM para la elucién de la muestra, y Eluyente B, NaOH 100 mM para la limpieza de la columna. Inyectar
secuencialmente la muestra y el conjunto de patrones de calibracién usando el siguiente método de instrumento/perfil
de gradiente:
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-0a 15 min, 100 % de Eluyente A, caudal de 1,5 ml/min, Supresor 4 mA, (elucién)
-16 a 21 min, 100 % de Eluyente B, caudal de 1,5 ml/min, Supresor 372 mA, (lavado)
-22 a 25 min, 100 % de Eluyente A, caudal de 1,5 ml/min, Supresor 4 mA (reequilibrar)

Dependiendo del sistema de cromatografia de iones, la configuracién del supresor puede variar.

Usar el patrén interno para normalizar el area bajo la curva para ambos, el conjunto de calibracién medido y la muestra
desconocida. Después usar la curva de calibracién obtenida para cuantificar la concentracién de acetato en la muestra
desconocida. El grado de monosacéarido O-acetilado se puede calcular determinando la relacién de acetato por
contenido de polisacérido determinado (como se ha descrito anteriormente).

5) Opcionalmente, determinar la pureza relativa del material de referencia. Esto se consigue mediante
cromatografia de exclusién por tamafio y/o cromatografia de fase inversa. Seleccionar una columna adecuada para la
glicoproteina objetivo (por ejemplo, Supelco TSKgel G3000SWXL para exclusién por tamafio, Cosmosil 5C4-AR-300
para fase inversa) y realizar la etapa de cromatografia de acuerdo con el manual del fabricante. Por ejemplo, la
absorbancia medida a 215 nm se puede usar para determinar la pureza relativa de la glicoproteina en comparacion
con otros compuestos que absorben a 215 nm. Seguir el manual del software de HPLC para determinar la pureza
relativa (en %) de la glicoproteina.

Il. Analisis en el sistema de CL-EM

Una muestra de glicoproteina que se ha de analizar se obtiene directamente de un lote de fabricacion. Para identificar
y cuantificar el contenido de polisacaridos de dicha muestra, usar un material de referencia preparado de antemano
como se ha descrito anteriormente que refleje la misma especie de glicoproteina, por ejemplo, albergando la misma
estructura de glicano en la misma proteina portadora. La muestra que se ha de analizar también puede contener
multiples glicoproteinas diferentes, si el material de referencia utilizado en el protocolo que se menciona a continuacion
es idéntico en términos de composicién y estructura de glicano.

Si no se menciona otra cosa, usar productos quimicos de grado EM para preparar los eluyentes.

Nota: No es necesario derivatizar la glicoproteina que se ha de analizar (por ejemplo, a través de marcaje isotépico).
Ademas, no se necesitan tratamientos enzimaticos, por lo tanto, no se requiere una preparacién prolongada de la
muestra antes del anélisis. Se puede considerar que la glicoproteina que se ha de analizar est4 en su estado nativo
como se ha descrito anteriormente. Ademas, no se afiade ninglin patrén interno para la cuantificacién a la muestra,
sino que basta con generar una curva de calibracién separada.

1) Opcionalmente, realizar un intercambio de tampdn de la muestra y el material patrén de referencia de
calibracién. Es posible que desee realizar esta etapa para evitar que determinados componentes de la matriz
entren al detector de EM. Sin embargo, es probable que el intercambio de tampén también elimine fragmentos de
polisacaridos libres, impidiendo de este modo una determinacién correcta del contenido de polisacéaridos libres
dentro de dicha muestra. En su lugar, se recomienda usar una valvula de desvio entre el sistema de CL y EM que
se pueda programar para desviar componentes no deseados hacia los desechos después de la elucién de la
cromatografia de liquidos.

Si se realiza, usar filtros centrifugos con un corte de peso molecular adecuado para intercambiar el tampén al
menos 3 veces por eluyente A (H20 grado MilliQ, &cido férmico al 0,1 % v/v). La cantidad de muestra (por ejemplo,
30 pg) depende de la glicoproteina de interés y debe optimizarse.

2) Preparar viales de HPLC con la muestra que se ha de analizar y el material de referencia. Las
concentraciones 6ptimas dependen del sistema de CL-EM utilizado. Para crear una curva de calibracién, los
diferentes puntos de calibracién del material de referencia se pueden adaptar inyectando el mismo volumen de
diferentes concentraciones preparadas o inyectando diferentes volimenes de la misma concentracién. Esto
depende de la linealidad del inyector del sistema de CL, asi como de la muestra que se ha de analizar (por ejemplo,
posibles interferencias por adsorcién en el vial a lo largo del tiempo, etc.) y se debe optimizar para la muestra
especifica.

3) Preparar el sistema de CL-EM. Un HDMS ACQUITY-Synapt G2 de Waters, como sistema de ejemplo, se
prepara calibrando el detector de EM de acuerdo con el manual del fabricante con Nal. Usar una columna de fase
inversa adecuada para el sistema (por ejemplo, ACQUITY BEH300 C4, 1,7 um 2,1 x 150 mm, Waters) capaz de
eluir la proteina. Dependiendo del tamafio de la glicoproteina que se ha de analizar, se puede elegir una longitud
de polimero de carbono diferente del material de fase inversa (por ejemplo, C8 o C18) para retener y eluir la
muestra adecuadamente. Equilibrar el sistema con eluyente A (H20 grado MilliQ, acido férmico al 0,1 % viv) y
Eluyente B (Acetonitrilo, acido férmico al 0,1 % v/v).
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4) Inyectar secuencialmente la muestra y los puntos de calibracién del material de referencia. Son
adecuados los siguientes métodos de instrumento/perfil de gradiente:

- Inicial, 95 % de Eluyente A, 5 % de Eluyente B, caudal de 0,4 ml/min
-1 min, 95 % de Eluyente A, 5 % de Eluyente B, caudal de 0,4 ml/min
-9 min, 60 % de Eluyente A, 40 % de Eluyente B, caudal de 0,4 mil/min

- 11 min, 5 % de Eluyente A, 95 % de Eluyente B, caudal de 0,4 ml/min
-12 min, 5 % de Eluyente A, 95 % de Eluyente B, caudal de 0,4 mi/min
-12,5 min, 95 % de Eluyente A, 5 % de Eluyente B, caudal de 0,4 ml/min
- 15 min, 95 % de Eluyente A, 5 % de Eluyente B, caudal de 0,4 ml/min

Dependiendo de la glicoproteina objetivo y del sistema/columna utilizados, estos gradientes, asi como las
cantidades de inyeccién, se pueden adaptar.

5) Analizar las proteinas eluidas con los detectores adjuntos: Opcionalmente, adquirir la sefial de absorbancia
UV en la longitud de onda deseada. Si se desea una sefial de absorbancia UV, es posible que sea necesario
inyectar una mayor cantidad de muestra y optimizar la concentracién de inyeccién. Opcionalmente, usar una
véalvula de divisién/desvio entre el sistema de CL y el de EM para evitar la sobresaturacién del detector de EM.
Usar el detector de EM del sistema (por ejemplo, espectrometro cuadrupolo TOF Synapt G2 HDMS, Waters) con
ionizacién por electropulverizacién en modo de resolucidn positiva. Obtener datos en las condiciones optimizadas
de los instrumentos. Se usaron los siguientes pardmetros en un espectrémetro TOF Synapt G2 HDMS:

- Tiempo de barrido de 1 segundo

- Voltaje capilar de 3 kV

- Voltaje del cono de muestreo de 37 V

- Temperatura de la fuente 120 °C

- Temperatura de desolvatacién 450 °C

- Flujo de gas del cono de 20 L/H

- Flujo del gas de desolvatacién 550 L/H.

- Funcién de EM 500-2000 Da con trampa de 4 eV y sin energia de colision de transferencia.
- Opcionalmente: Obtener la funcién MSMS 100-1000 Da en la masa objetivo con trampa de 4 eV y energia de
colision de transferencia en rampa de 18-25 eV.

- Bloquear la obtencién de pulverizacién de Leucina Encefalina a intervalos de 30 segundos.

El pardmetro critico es el voltaje de cono de muestreo, dando como resultado la fragmentacion en la fuente de la
cadena de glicano. Dependiendo de la glicoproteina que se ha de analizar, es posible que sea necesario optimizar
este voltaje de cono.

6) Procesar los datos adquiridos. El procesamiento de datos se realiza usando los paquetes de software
proporcionados por el fabricante (por ejemplo, MassLynx, Waters). En primer lugar, combinar espectros a través
del pico cromatografico principal (funcién de EM TIC) que representa la glicoproteina eluida. Si los parametros de
obtencién de CL-EM se optimizasen adecuadamente, la fragmentacién en la fuente da como resultado un pico de
masa altamente especifico que se origina en la cadena o cadenas de polisacarido de la glicoproteina analizada.
(véase la fig. 1A). Los resultados de una muestra que contiene seis glicoconjugados de EPA diferentes se pueden
procesar de forma analoga a la mencionada anteriormente (véase la fig. 1B). Dependiendo de la estructura de los
glicanos y de los parametros optimizados, se puede observar una masa relacionada con la unidad de repeticion
del polisacarido. El pico de masa especifico se puede usar para confirmar la identidad de la glicoproteina analizada.
En segundo lugar, para la siguiente etapa usar los cromatogramas extraidos del pico de masa especifico
identificado: El area bajo la curva en el pico cromatografico principal (que representa la glicoproteina eluida)
corresponde a la cantidad de polisacérido unido inyectado del material de referencia. Con una curva de calibracién
(cantidad de polisacarido frente a area bajo la curva; véase la fig. 2) se puede determinar la cantidad absoluta del
contenido de polisacarido en la muestra desconocida (en el pico cromatografico principal).

Opcionalmente, los cromatogramas extraidos del pico de masa especifico identificado se pueden usar ademas para
determinar la cantidad relativa de polisacérido libre: Comparar la suma del area bajo la curva de todos, excepto el pico
cromatografico principal, con el area bajo la curva del pico cromatografico principal (que representa la glicoproteina
eluida). La determinacién de polisacaridos libres dentro de la muestra se puede optimizar adicionalmente extrayendo
cromatogramas para diferentes fragmentos de la cadena polisacaridica (por ejemplo, fragmentos monosacaridicos o
disacaridicos, sacaridos modificados, iones de oxonio especificos de polisacaridos, etc.).

Opcionalmente, determinar el grado de modificacién del polisacarido con los espectros combinados a través del pico
principal cromatogréafico (que representa la glicoproteina eluida): En el ejemplo de cadenas de polisacaridos O-
acetilados, el pico de masa especifico identificado puede tener un pico vecino con una diferencia de masa de 42 Da
que representa una forma desacetilada del glicano (véase la fig. 3). Comparando el area bajo la curva de estos dos
picos, se puede determinar el grado de modificacion.

Opcionalmente, el cromatograma de UV obtenido y/o el cromatograma de TIC se pueden usar para determinar la
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pureza relativa de la muestra analizada: Comparar la suma del area bajo la curva de todos, excepto el pico
cromatografico principal, con el area bajo la curva del pico cromatografico principal (que representa la glicoproteina
eluida).

lll. Conclusién

Cabe sefialar que en el caso de la vacuna glicoconjugada multivalente (una vacuna decavalente de E. coli (EXPEC),
por ejemplo, que esta en desarrollo actualmente, que comprende 10 polisacaridos de antigeno O de E. coli, cada uno
de ellos independientemente acoplado covalentemente a la proteina portadora EPA, es decir, que contiene 10
farmacos), la liberacién de cada uno de los farmacos individuales antes de la presente invencién normalmente requeria
varios ensayos diferentes, incluyendo un ensayo de contenido de PS (similar a la etapa 1.2 anterior), asi como
posteriormente (es decir, dependiendo del resultado del ensayo de contenido de PS) ensayos de contenido de PS
libres (similares a la etapa |.3 anterior) y para algunos serotipos un ensayo para determinar la O-acetilacién (similar a
la etapa 1.4 anterior). Esta dependencia secuencial de otros dos ensayos conduce a un bajo rendimiento durante la
liberacién del control de calidad ("QC"). Ademas, normalmente también se deben realizar ensayos de identidad y
pureza (similares a las etapas .1 y |.5 anteriores, respectivamente) para la liberacién de cada farmaco.

Una de las ventajas de los métodos de la invencién es que ahora estos 5 ensayos diferentes se pueden combinar en
un solo procedimiento analitico (seccién Il anterior) donde la Unica preparacidn de la muestra es una etapa de dilucion,
lo que puede reducir el tiempo requerido para el analisis quimico de pruebas de control de calidad de aproximadamente
dos semanas a aproximadamente dos dias, dando como resultado una reduccién del tiempo, los materiales y los
operadores necesarios para obtener la misma informacion relevante. Por lo tanto, el método da como resultado un
tiempo de liberacién de lotes significativamente mas corto a un coste menor.

Por ofra parte, el ensayo se puede realizar en farmacos individuales, pero también incluso después de que los
farmacos individuales se hayan mezclado en un medicamento mas complejo, por ejemplo, sobre la composicion final
de la vacuna glicoconjugada multivalente.

Por otra parte, la alta especificidad de un detector espectrométrico permite la cuantificacidon en muestras intermedias
del proceso donde la pureza de la muestra es generalmente mucho menor. Esto reducira los costes y el tiempo durante
la optimizacion del proceso y, por lo tanto, reducira los costes globales de desarrollo de las vacunas basadas en
glicoproteinas fabricadas comercialmente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar un componente polisacaridico de una glicoproteina en una muestra,

en donde dicha glicoproteina comprende una proteina portadora y uno o mas polisacéaridos unidos covalentemente
a dicha proteina portadora, y

por lo que

el andlisis incluye:

= |aidentificacién de dicho componente polisacaridico, y
= |a cuantificacion absoluta de dicho componente polisacaridico;

el método comprende las etapas de:

(a) establecer una curva de calibracién de dicho componente polisacaridico por medio de un sistema de CL-
EM;

(b) medir la muestra en el mismo sistema de CL-EM;

(c) comparar los resultados de (a) y (b) para analizar de este modo dicho componente polisacaridico en dicha
muestra; y

en donde las etapas a y b incluyen inyectar glicoproteinas (o glicopéptidos obtenidos a partir de las mismas) en el
sistema de CL-EM y someterlas a fragmentacion en la fuente en el espectrometro de masas.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde dicha glicoproteina no se somete a (i) digestién enzimatica con una
enzima que elimina el componente polisacaridico de la proteina portadora ni a (ii) una reaccién quimica, en cada caso
antes de introducir la glicoproteina en dicho sistema de CL-EM.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 - 2, donde dicha proteina portadora se selecciona del grupo que
consiste en exotoxina A detoxificada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FIiC), CRM197, proteina de unién a
maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetanico, hemolisina A detoxificada de S. aureus, factor de agregacion A,
factor de agrupacion B, enterotoxina termolébil de E. coli, variantes detoxificadas de la enterotoxina termolabil de E.
coli, subunidad B de la toxina colérica (CTB), toxina colérica, variantes detoxificadas de la toxina colérica, proteina Sat
de E. coli, el dominio pasajero de la proteina Sat de E. coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina
de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteina de la membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC)
y proteina D de Haemophilus influenzae no tipificable;

preferentemente una exotoxina A detoxificada de Pseudomonas aeruginosa.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3, donde dicho uno o0 mas polisacaridos comprenden
1-100, preferentemente 5 - 20, unidades de repeticién,
comprendiendo dichas unidades de repeticion monosacaridos no modificados y/o monosacaridos modificados.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, donde dicha muestra comprende ademas:

= una matriz acuosa, incluyendo dicha matriz opcionalmente uno o mas de tampones, sales inorganicas,
alcoholes de azucar y tensioactivos no idnicos;

= opcionalmente proteina portadora libre de polisacaridos;

= opcionalmente polisacaridos no unidos a una proteina portadora ("PS libres");

= opcionalmente proteinas no relacionadas.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, donde dicha muestra comprende una multitud
de glicoproteinas diferentes, preferentemente 2 - 20, tal como 4 - 10 glicoproteinas, diferenciandose dichas
glicoproteinas en los componentes polisacaridicos y/o en las proteinas portadoras.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6, donde dicha etapa (a) incluye la preparacién de
un material de referencia (etapas a1-a3 y opcionalmente a4-a5) y calibrar un sistema de CL-EM con dicho material de
referencia (etapa a6):

(a1) la determinacién de la identidad de dicha glicoproteina;

(a2) la determinacién del contenido total de polisacaridos (PS) de dicha glicoproteina en dicho material de
referencia;

(a3) la determinacién del contenido de PS libres en dicho material de referencia;

(a4) opcionalmente la determinacion del grado de modificacion, particularmente O-acetilacién, de dicha
glicoproteina en dicho material de referencia;

(ab5) opcionalmente la determinacién de la pureza de dicha glicoproteina en dicho material de referencia;

para obtener de este modo un material de referencia que comprende el componente polisacaridico de una
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glicoproteina; seguido de
(a6) medir alicuotas de dicho material de referencia por medio de un sistema de CL-EM,

para establecer de este modo dicha curva de calibracién.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, donde

en la etapa (a1), la identidad de dicha glicoproteina se determina mediante electroforesis por transferencia
Western o mediante EM; y/o

en la etapa (a2), el contenido total de PS se determina mediante IC-PAD después de la hidrélisis; y/o

en la etapa (a3), el contenido de PS libres se determina mediante IC-PAD después de la hidrolizacién y
separacién de PS unidos y no unidos; y/o

en la etapa (a4), el grado de modificacién, particularmente O-acetilacién, se determina mediante cromatografia
de iones IC-CD después de la liberaciéon de grupos modificadores, particularmente la liberacién de grupos O-
acetilo mediante hidroélisis; y/o

en la etapa (a5), la pureza de la glicoproteina se determina mediante RP-HPLC y/o SEC; y/o

en la etapa (a6), la curva de calibracidén se establece separando las alicuotas a través de CL y sometiendo el
eluato de la CL a fragmentacién en la fuente dentro del detector de EM ajustando el voltaje de ionizacion.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, donde dicha etapa (b) incluye:

(b1) proporcionar una muestra; y
(b2) medir la muestra usando los mismos parametros que en (a6) con el mismo sistema de CL-EM.

10. El método de acuerdo con la reivindicacidén 9, donde dicha medicién (b2) incluye la determinacién de la identidad
de la muestra y uno de los siguientes:

la determinacién del contenido de PS de la glicoproteina; O

la determinacién del contenido de PS y del contenido de PS acetilados de la glicoproteina; O

la determinacién del contenido de PS de la glicoproteina y la determinacién de la pureza de la muestra; O

la determinacion del contenido de PS y del contenido de PS acetilados de la glicoproteina y la determinacién
de la pureza de la muestra; O

la determinacién del contenido de PS de la glicoproteina y la determinacidn del contenido de PS libres; O

la determinacién del contenido de PS y del contenido de PS acetilados de la glicoproteina y la determinacion
del contenido de PS libres; O

la determinacién del contenido de PS y del contenido de PS acetilados de la glicoproteina y la determinacion
del contenido de PS libres y del contenido de PS acetilados libres;

la determinacién del contenido de PS de la glicoproteina y la determinacién del contenido de PS libres y de la
pureza de la muestra; O

la determinacién del contenido de PS y del contenido de PS acetilados de la glicoproteina y la determinacion
del contenido de PS libres y de la pureza de la muestra; O

la determinacién del contenido de PS y del contenido de PS acetilados de la glicoproteina y la determinacion
del contenido de PS libres y del contenido de PS acetilados libres y de la pureza de la muestra.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 10, donde dicha etapa (c) incluye:

(c1) identificar picos caracteristicos para cada PS en la muestra; y
(c2) comparar el ABC para dicho pico con la curva de calibracién.

12. Uso de sistema de cromatografia de liquidos - espectrometria de masas ("sistema de CL-EM") con fragmentacién
en la fuente del eluato obtenido de la cromatografia de liquidos para analizar un componente polisacaridico de una
glicoproteina en una muestra, en donde dicha glicoproteina comprende una proteina portadora y uno o mas
polisacaridos unidos covalentemente a dicha proteina portadora, y

por lo que dicho analisis incluye:

inyectar glicoproteinas (o glicopéptidos obtenidos a partir de las mismas) en el sistema de CL-EM y someterlas
a fragmentacién en la fuente en el espectrémetro de masas,

establecer una curva de calibracién de dicho componente polisacaridico por medio del sistema de CL-EM,

la identificacién de dicho componente polisacaridico, y

la cuantificacién absoluta de dicho componente polisacaridico.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde la glicoproteina no se somete a (i) digestién enzimatica con
una enzima que elimina el componente polisacaridico de la proteina portadora ni a (ii) una reaccién quimica, en cada
caso antes de introducir la glicoproteina en dicho sistema de CL-EM.

14. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 - 13, donde el sistema de CL-EM comprende ademas
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una valvula de desvio delante del detector de EM.

15. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 - 14, donde dicha proteina portadora se selecciona
del grupo que consiste en exotoxina A detoxificada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FIiC), CRM197,
proteina de unién a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetanico, hemolisina A detoxificada de S. aureus, factor
de agregacién A, factor de agrupacién B, enterotoxina termolabil de E. coli, variantes detoxificadas de la enterotoxina
termolabil de E. coli, subunidad B de la toxina colérica (CTB), toxina colérica, variantes detoxificadas de la toxina
colérica, proteina Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteina Sat de E. coli, neumolisina de Streptococcus
pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteina de la membrana externa de
Neisseria meningitidis (OMPC) y proteina D de Haemophilus influenzae no tipificable; preferentemente exotoxina A
detoxificada de Pseudomonas aeruginosa y/o

dichos polisacaridos comprenden 1 - 100, preferentemente 5 - 20 unidades de repeticion, comprendiendo dichas
unidades de repeticién monosacaridos no modificados y/o monosacaridos modificados.

16. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 - 15, donde dicha muestra comprende ademas

= una matriz acuosa, incluyendo dicha matriz opcionalmente uno o mas de tampones, sales inorgénicas,
alcoholes de azlcar y tensioactivos no iénicos;

= opcionalmente proteina portadora libre de polisacéaridos;

= opcionalmente polisacéridos no unidos a una proteina portadora; y

= opcionalmente proteinas no relacionadas.

17. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 - 16,

para el control en proceso en la produccién de glicoconjugados;

para el control de la liberacién de los glicoconjugados producidos;

para el control de la estabilidad de los glicoconjugados almacenados; y/o
para la optimizacion de procesos en la produccién de glicoconjugados.
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