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ES2913180 T3

DESCRIPCION
Reactivos quimicos para la activacion de polisacaridos en la preparacion de vacunas conjugadas
Estado de la técnica anterior
1. Campo de la invencién

La presente invencion esta dirigida a reactivos y métodos de conjugacion de proteinas a carbohidratos y, en particular,
a los procesos y productos quimicos utilizados en la fabricacion de vacunas, y también a las vacunas fabricadas por
medio del proceso.

2. Descripcion del estado de la técnica

Las vacunas que contienen proteina unida covalentemente a carbohidrato han demostrado tener un éxito notable en
la induccion de una respuesta inmunitaria al resto carbohidrato. Algunos ejemplos de tales vacunas, conocidas como
"conjugados" estan disponibles para Haemophilus influenzae tipo b (por ejemplo, ActHib, Hiberix), Neisseria
meningiditis tipos A, C, W e Y (por ejemplo, Menactra) y S. pneumoniae (por ejemplo, Prevnar, Synflorix). Para que la
proteina se una al carbohidrato, generalmente este ultimo necesita ser activado de modo que pueda hacerse
reaccionar con la proteina, tanto directamente o por medio de un espaciador (Dick, W.E. Jr y Beurret, M. Glyconjugates
of bacterial carbohydrate antigens. A survey and consideration of design and preparation factors. In: Conjugate
Vaccines (Eds Cruse, J.M. y Lewis, R.E.). Karger, Basel, 1989. Un medio de activacion es a través de la oxidacion del
carbohidrato para producir aldehidos, que entonces se unen a lisinas en la proteina por medio de aminacion reductora.
En otros casos, la proteina se funcionaliza en primer lugar con hidrazidas o grupos aminooxi, que a continuacion se
hacen reaccionar con aldehidos en el carbohidrato (Lees, A. Use of amino-oxy functional groups in the preparation of
protein-polysaccharide (PS) conjugate vaccines, Publicacion de Patente de Estados Unidos N.° 2005/0169941).

Otro método de para activar polisacaridos es con el uso de bromuro de ciandgeno, para formar un ciano-éster en el
polisacarido que a continuacion se hace reaccionar con una molécula espaciadora, tal como dihidrazida adipica.
Después, el polisacarido funcionalizado se hace reaccionar con la proteina. Los métodos mejorados para la cianacion
de polisacaridos utilizan tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilaminopiridina (CDAP) (Lees, A., Producing immunogenic
constructs using soluble carbohidratos activated via organic cyanylating reagents. Patentes de Estados Unidos N.°
5.651.971; 5.693.326; y 5.849.301). EI CDAP permite que la proteina se una directamente al polisacarido. EI CDAP
también puede utilizarse para funcionalizar el polisacarido con un espaciador, que posteriormente se une a la proteina.
Las proteinas funcionalizadas con hidrazida o aminooxi también pueden unirse a polisacaridos activados con CDAP
(Patente de Estados Unidos N.° 5.849.301).

El documento WO96/17941 de BIONEBRASKA se refiere a modificaciones de productos de proteina recombinante
destinadas a una aplicacion terapéutica; mas en particular a proteina activadora con reactivo de S-cianilacion
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-pirrolidinpiridinio (CPPT).

Zuber et al. (1993) J. Am. Chem. Soc., 115(11): 4939 - 4940 se refiere a la ligadura de ADN con moléculas efectoras
sintéticas. La reaccion de ligadura entre ADN y la molécula sintética se realiza en presencia de un cofactor, 1-
cianoimidazol (1-Cl).

La Patente WO2007/109129 de US GOV HEALTH & HUMAN SERVICES desvela la preparacién de conjugados a partir
de carbohidratos activados. Los carbohidratos se activan mediante reaccion con tetrafluoroborato de 1-ciano-4-
dimetilaminopiridinio (CDAP) mediante la activacién del polisacarido por medio de la introduccion de un grupo cianato
en el grupo hidroxilo.

Kim J-J. et al. (2005) Tetrahedron 61: 5889 - 5984 es un articulo de investigacion que describe la sintesis y la aplicacion
de una nueva categoria de agentes de cianacion electréfilos (2-cianopiridazin-3(2H)-onas). Se sintetizé una diversidad
de agentes diferentes con esta clase de compuesto. Posteriormente, se sometio a ensayo la actividad de algunos de
los compuestos sobre moléculas organicas pequefias (nucledfilos de aminas, azufre y carbono) para determinar los
rendimientos y las eficiencias de la reaccion de cianacion.

El documento W095/08348 de HENRY M. JACKSON FOUNDATION FOR THE ADVANCEMENT OF MILITARY
MEDICINE desvela un método para preparar una vacuna que comprende en un constructo inmunogénico y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, que comprende activar al menos un primer resto que contiene carbohidrato con
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-(dimetilamino)-piridinio (CDAP) y tetrafluoroborato de N-cianotrietilamonio (CTEA); y
unir covalentemente el resto que contiene carbohidrato activado a otro resto.

Sumario de la invencién

La presente invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas. Cualquier tema que quede fuera del alcance de
las reivindicaciones se proporciona unicamente con fines informativos.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2913180 T3

La presente invencion supera los problemas y desventajas asociadas con las estrategias y disefios actuales en la
fabricacion de vacunas y proporciona nuevas herramientas y métodos de conjugacion de proteinas, especialmente
para la fabricacion de vacunas.

En consecuencia, la invencién proporciona un proceso segun se establece en la reivindicacion 1. EI compuesto
quimico puede ser un carbohidrato natural o sintético, un polisacarido, un oligosacarido o una combinacion de los
mismos. El segundo compuesto puede ser un péptido, un polipéptido o una proteina, que puede ser una molécula
antigénica. La conjugacion puede ser directa o indirectamente con la adicion de grupos funcionales que facilitan la
conjugacion. Preferentemente, el proceso comprende ademas retirar componentes con un peso molecular inferior al
del conjugado, por ejemplo, mediante filtracion por dialisis, cromatografia o una combinaciéon de los mismos.
Preferentemente, el conjugado resultante es una vacuna o un agente de diagnostico. El proceso puede comprender
ademas incluir un compuesto enlazador entre el compuesto activado y el segundo compuesto. Preferentemente, las
etapas del proceso, asi como la inclusién de un enlazador, se realizan juntas, pero cada una puede realizarse
independientemente.

En el presente documento se describe una vacuna producida mediante los procesos de la invencion. Preferentemente,
dicha vacuna comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable que puede incluir, pero sin limitacion,
agua, solucidn salina, alcohol, sacaridos, polisacaridos, aceite o combinaciones de los mismos.

Otras realizaciones y ventajas de la invencion se exponen, en parte, en la siguiente descripcion, y en parte, pueden
ser obvias a partir de esta descripcion o pueden aprenderse de la practica de la invencion.

Descripcion de los dibujos

Figura 1. Cromatograma superpuesto de BSA/CDAP/dextrano y BSA/CPPT/dextrano realizado en una columna de
filtracion en gel Superdex200 (1 x 30 cm).

Figura 2. Analisis de HPLC SEC de conjugacion directa a polisacarido funcionalizado utilizando 1-Cl.

Figura 3. Cromatograma del conjugado CRM(1-CIl/Ps6A) en Superdex200.

Figura 4. Andlisis de HPLC SEC de fracciones de Superdex 200.

Figura 5. Estructuras quimicas de CPPT (tetrafluorborato de 1-ciano-4-pirrolidinopiridinio; también denominado
CPIP), 1-CBT (1-cianobenzotriazol), 1-Cl (1-cianoimidazol) y 2-CPO (2-cianopiridazin-3(2H)ona).

Descripcion de la invencion

Una realizacién de la invencion esta dirigida a un proceso de conjugacién de un carbohidrato, polisacarido,
oligosacarido o una combinacién de los mismos que comprende mezclar CPPT, 1-CBT, 1-Cl o 2-CPO, o un derivado
funcional o una modificacién conservativa de cualquiera de los compuestos precedentes, con el carbohidrato,
polisacarido, oligosacarido o combinacién de los mismos para crear un compuesto quimico activado. El compuesto
activado se mezcla con un segundo compuesto para crear un conjugado. Estas etapas pueden realizarse de forma
independiente o conjunta, y puede incluir otro compuesto como enlazador entre los dos. Preferentemente, el
compuesto activado se mezcla con una molécula enlazadora que a continuaciéon se hace reaccionar un segundo
compuesto para crear un conjugado. Los enlazadores preferidos incluyen, pero sin limitacién, hexanodiamina,
etilendiamina, hidrazina, dihidrazida adipica o 1,6-diaminooxihexano.

La conjugacioén puede ser directa o indirecta, lo que significa con o sin la adiciéon de grupos funcionales que facilitan la
conjugacion. El carbohidrato, polisacarido, oligosacarido o una combinacién de los mismos puede ser natural o
sintético. Preferentemente, el segundo compuesto es un péptido, un polipéptido o una proteina, y mas preferentemente
el segundo compuesto es una molécula antigénica para la preparacion de una vacuna o como reactivo de diagnéstico.

Esta invencion proporciona nuevos reactivos para polisacaridos de cianacion en soluciones acuosas o parcialmente
acuosas que pueden unirse covalentemente a proteinas o a través de un espaciador. Los ejemplos ilustran el uso de
estos reactivos con una diversidad de polisacaridos y proteinas que muestran que los métodos son generalmente
aplicables.

En la presente solicitud, carbohidrato, polisacarido y oligosacarido se utilizan de un modo intercambiable. El método
puede emplear carbohidratos naturales o sintéticos.

La proteina puede referirse a un material natural, recombinante o sintético. Puede incluir péptidos. Otras moléculas
ademas de la proteina pueden utilizarse como segundo resto para unir directa o indirectamente al carbohidrato
activado.

Conjugacion directa se refiere a la unién de la proteina al carbohidrato activado sin introducir grupos funcionales

adicionales. Conjugacion directa se refiere a la adicion de grupos funcionales que se utilizan para facilitar la
conjugacion. Por ejemplos, el carbohidrato puede funcionalizarse con aminas que a continuacion se hacen reaccionar
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con grupos bromoacetilo. Después, el carbohidrato bromoacetilado se hace reaccionar con proteina tiolada.
(Hermanson, GT, Bioconjugate Techniques, Academic Press, 22 ed., 2008). El término "funcionalizacion" se refiere
generalmente a unir quimicamente un grupo para afiadir funcionalidad, por ejemplo, para facilitar la funcionalizacion.
Los ejemplos incluyen la funcionalizacién de proteinas con hidrazidas o grupos aminooxi y la funcionalizacién de
carbohidrato con grupos amino.

Métodos y reactivos

La conjugacion de la proteina con el carbohidrato aumenta su peso molecular, que se puede controlar utilizando
cromatografia analitica por exclusion de tamafio (HPLC SEC). Cuanto antes se eluya el material, mayor sera el peso
molecular, y la proteina se controla generalmente por medio de su absorbancia a 280 nm. Por lo tanto, el
desplazamiento de la absorbancia a un tiempo anterior es una indicacion de un aumento en el peso molecular y, por
lo tanto, de la conjugacion. Se usé una columna BioSep G4000 SEC (Phenomenex) o similar para la HPLC SEC en
un sistema Waters 600 equipado con el software Empower.

Las aminas y las hidrazidas se analizaron utilizando TNBS como se describe de un modo general en:
"Spectrophotometric determination of hydrazine, hydrazides, and their mixtures with trinitrobenzenesulfonic acid" Qi
XY, Keyhani NO, Lee YC. Anal Biochem. 15 de nov. de 1988;175(1):139-44 (incorporado por referencia) y Vidal y
Franci, J Immun. Meth 86:155, 1986.

La concentracién de proteina se determind a partir de su coeficiente de extincion y absorbancia a 280 nm. El
carbohidrato se someti6 a ensayo mediante el método de Monsigny M. et al. (Anal Biochem. 175(2):525-30, 1988).

El tetrafluoroborato de 1-ciano-4-pirrolidinpiridinio (CPPT) fue preparado por Wilmington PharmaTech, Lt. N.° 1795-
1536-10 y tenia una pureza superior al 97 % segun se determiné por HPLC de fase inversa (véase la Figura 5). El
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilaminopiridina (CDAP) fue proporcionado por Merck Kga. El 1-ciano-imidazol (1-
Cl) se adquirié de Apin Chemicals (Abingdon, RU) (véase la Figura 5). El 1-ciano-bencenotriazol (1-CBT) se adquirié
de Sigma Aldrich (véase la Figura 5). EIl CRM vy el toxoide tetanico fueron proporcionados por el Serum Institute of
India (Pune). EI BSA se adquirié de Amresco (Solon, OH). Los polisacaridos neumocécicos se obtuvieron del Serum
Institute of India o el ATCC (Manassas, VA). Los polisacaridos de Hib PRP y Neisseria meningiditis se obtuvieron del
Serum Institute of India. El dextrano T2000 (GE Healthcare) se fracciono utilizando una columna de filtracion en gel
S400HR (GE Healthcare) para preparar una fraccion de alto peso molecular. Otros reactivos utilizados incluyen: N-
metil-2-pirrolidona (NMP), hexanodiamina.2HCI y trietilamina (TEA) eran de Sigma-Aldrich. El acetonitrilo era de GFS
Chemical.

Los siguientes ejemplos ilustran realizacién de la invencion.

Ejemplo 1: Sistema modelo: Como sistema modelo, se unié covalentemente BSA al polisacarido dextrano, tanto
directamente como a través de un espaciador.

Cada uno de CDAP y CPPT se llevo a 0,43 M en acetonitrilo y se afiadieron 120 yl a 2 ml de dextrano (6 mg/ml en
solucion salina + 0,02 % de azida sddica). Después de 30 segundos, se afiadio trietilamina a cada uno (~7 pl) para
mantener el pH a aproximadamente un pH de 9,8. A los 2 min, se retiraron alicuotas de 1 ml del dextrano activado y
se afiadieron a 1 ml de una solucién 0,5 M de hexanodiamina o a una solucién de 1 ml de BSA (10 mg/ml). Después
de 4 horas, las soluciones de dextrano derivatizadas con hexanodiamina se dializaron durante una noche en solucion
salina con cambios frecuentes. Para retirar mas cantidad de reactivos de bajo peso molecular, cada una de las
soluciones se llevd a ~6 ml, se concentro utilizando un dispositivo de filtro de centrifugacién Corning (limite de Spin-X
de 10kDa) y se repiti6 el proceso. El filtrado de la segunda centrifugacion se analizd utilizando &acido
trinitrobencenosulfonico (TNBS) y se encontrd que era esencialmente negativo para aminas. El retentato desalado se
analiz6 en cuanto a aminas y dextrano. Los conjugados de BSA-dextrano se incubaron durante una noche a 4 °C y
después se fraccionaron en columna de exclusion por tamafio Superdex200 (GE Healthcare), equilibrada con PBS. El
perfil de elusion para los dos conjugados se muestra en la Figura 1. El pico de volumen vacio se combiné y se analizé
para BSA y dextrano (véase la Tabla 1).

Tabla 1
Activador | mg BSA/mg Dex | NH»/100 kDa Dex
CDAP 0,71 59
CPPT 0,90 78

Estos datos muestran que el CPPT activa el dextrano tan bien como el CDAP y posiblemente mejor. Esto demuestra
que la proteina puede conjugarse directamente con el polisacarido activado con CPPT.

Ejemplo 2: Funcionalizacién de polisacaridos con aminas utilizando CPPT
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Se prepararon soluciones de 7,5 mg/ml de polisacaridos capsulares de Haemophilus influenza (Hib), Neisseria
meningiditis A (MenA) y Neisseria meningiditis C (MenC). A 1,35 ml de cada una, se afnadieron 75 pl de CPPT a
100 mg/ml en acetonitrilo. A los 30 segundos, se afiadieron 5 ul de TEA a los polisacaridos de Hib y MenA. Se
afiadieron 6 pl de TEA a la solucion de MenC. A los 2,5 min, se afiadieron 0,6 ml del PS activado a 0,6 ml de
hexanodiamina 0,5 M. Después de 3 h, cada una se dializé extensamente frente a una solucion salina.

Cada soluciéon se sometio a ensayo para el polisacarido utilizando el ensayo de acido resorcinol sulfurico con el
polisacarido correspondiente como patron para MenA y MenC. Se utilizé ribosa como patrén para el polisacarido de
Hib, con 1 mol de ribosa por unidad de repeticion y un PM de unidad de repeticion de 243 g/mol (véase la Tabla 2).

Tabla 2
Polisacarido NH,/100 kDa
Hib 38
MenA 19,5
MenC 13

Esta tabla ilustra ademas el uso de CPPT para funcionalizar una diversidad de polisacaridos.
Ejemplo 3: Derivatizacion de dextrano, un polisacarido modelo, utilizando 1-ciano-imidazol

Se afadieron 30 mg de 1-Cl a 2 ml de solucién 20 mg/ml de dextrano T2000 (GE Healthcare). Se afiadieron cinco
alicuotas de 100 pl de trietilamina 0,2 M para mantener el pH a 9-9,2. Después de aproximadamente, se afadieron
2 ml de hexanodiamina 0,5 My el pH se ajusté a 9 con NaOH 0,5 M. Después de 2 h de reaccion, la solucion se dializd
exhaustivamente en solucion salina. La solucion se clarificdé mediante centrifugacion y se sometio a ensayo para
dextrano y aminas. Se encontré que el producto contenia 27 aminas/100 kDa de dextrano, lo que demuestra que el 1-
Cl puede utilizarse para funcionalizar polisacaridos con aminas.

Ejemplo 4: Conjugacion directa de una proteina modelo a un PS modelo utilizando 1-Cl (BSA-dextrano)

Se prepar6 una solucion de 13,5 mg/ml de dextrano de alto peso molecular. Se afiadieron 67,5 ul de una solucion
100 mg/ml de 1-Cl en NMP a 1 ml y 30 segundos después, se afiadieron 4 alicuotas de 100 ul cada una de TEA 0,2 M,
seguido de aproximadamente 20 pyl de NaOH 0,5 M. Aproximadamente a los 3,5 min, se afadieron 0,5 ml de una
solucion 20 mg/ml de BSA. El pH se elevo a aproximadamente 8,5 mediante la adicion de 2 alicuotas de 100 pl cada
una de borato sédico 0,1 M, pH 9,0. Después de dos dias a 4 °C, la mezcla de reaccion se analizé mediante HPLC
SEC. La figura muestra ahora que el dextrano activado con BSA + 1-Cl ahora se eluye mucho antes de la columna de
exclusién por tamafio, lo que indica un peso molecular mayor debido a la conjugacién con el polisacarido.

Ejemplo 5: Activacion de otro PS con 1-Cl

Se prepararon polisacaridos capsulares a partir de PS del serotipo neumocdcico 1 (Ps1) y PS 6B (Ps6B) a 10 mg/ml
en solucién salina + 0,02 % de azida sodica. Se afiadieron 9,3 mg de 1-Cl suspendido en 93 pl de NMP a 1 ml de Ps1,
seguido de 8 alicuotas de 100 yl de TEA 0,2 M. A los 2,5 min, se afiadieron 0,5 ml de hexanodiamina 1 M, seguido de
2 alicuotas de 100 pl cada una de NaOH 0,5 M. El pH fue de aproximadamente 9. Se afiadieron 100 pl de una solucion
100 mg/ml de 1-Cl en NMP a 1 ml de la solucion de Ps6B. Se afadieron dos alicuotas de 100 yl de TEA 0,2 M, seguido
de 2 alicuotas de 50 =l cada una de NaOH 0,5 M para mantener el pH a ~9,5-10,8. A los 2,5 min, se afiadieron 0,5 ml
de hexanodiamina 1 M junto con 50 ul de NaOH 0,5 M. Después de aproximadamente 3 horas, cada una se dializd
extensivamente frente a una solucion salina. Después, cada uno se ensayo para polisacaridos utilizando el ensayo de
acido resorcinol sulfarico y para aminas utilizando TNBS (véase la Tabla 3).

Tabla 3

Aminas/100 kDa PS
Ps1-NH, 9,8
Ps6B-NH, 4,5

Por lo tanto, esta claro que puede utilizarse 1-Cl para activar y funcionalizar polisacaridos.
Ejemplo 6: Conjugacion indirecta a polisacarido funcionalizado utilizando 1-ClI

Se afiadieron 239 yl de HEPES 1 M, pH 8, a una solucién de aproximadamente 9,5 mg en 2,2 ml del Ps6B-NH,
preparado en el Ejemplo 5. Se afiadieron 170 ul de bromoacetato de NHS 0,1 M en NMP. Después de 1 h, la solucion
se desalé por medio de repetidos lavados utilizando un filtro centrifugo Amicon Ultra15 de 30 kDa de limite, utilizando
10 mM de NaPOs + 5 mM de tampén de EDTA de pH 6,8. Después, el retentato se llevd a un volumen final de
aproximadamente 0,7 ml. El toxoide tetanico se tiolo de la siguiente manera: Se llevaron 571 ul de toxoide tetanico
(35 mg/ml) a pH 8 mediante la adiciéon de 64 ul de HEPES 1 M. Se afadieron lentamente 27 ul de SPDP 0,1 M en
NMP. Después de aproximadamente 2 h, el pH se redujo a 5,7 y se anadieron 33 pl de DTT 0,5 M para desproteger
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el tiol. Después de 30 min, la solucion se desald en una columna G25 de 1x15 cm, se equilibré con 10 mM de NaPOg4
+ 5mM de tampoén de EDTA de pH 6,8. El volumen final se combind y se concentré a una concentracion final de
aproximadamente 62 mg/ml. El contenido de tiol se determind utilizando DTNB. El tétanos tenia una proporcion de
aproximadamente 6 moles de tioles/mol de TT. El polisacarido bromoacetilado y el TT tiolado se combinaron de la
siguiente mantera: 0,66 ml de Ps6B-BrAc + 73 ul de HEPES 1 M, pH 8, + 230 pl de TT tiolado.

Se dej6é que la reaccion tuviera lugar durante una noche a 4 °C y después se analizé por HPLC SEC (Figura 2). El
conjugado se fracciond mediante filtracién en gel en una columna de exclusién por tamafo S400HR (GE Healthcare).
Las fracciones de volumen vacio, que contenian el material de alto peso molecular, se combinaron y se sometieron a
ensayo para proteinas y carbohidratos. Se descubrid que el conjugado tenia aproximadamente 1 mg de TT por mg de
Ps6. Esto indica que 1-Cl puede utilizarse para la conjugacién indirecta de proteinas a carbohidratos.

Ejemplo 7: Conjugacion directa de una proteina a polisacarido utilizando 1-Cl

Se disolvié polisacarido capsular de serotipo neumocdcico 6A (Ps6A) en agua a 10 mg/ml. Cada uno de los 5 tubos
de 1 ml se calentd a 80 °C durante 2 min y se afiadié en cada uno 1 ml de borato sédico 0,1 M, pH 9. Después de
2,5 h, los tubos se enfriaron en hielo y después se dializaron. Se afiadieron 25 ul de TEA a 10 ml del Ps6A hidrolizado
a 5mg/ml y se anadieron 50 mg de 1-Cl mientras se hacia vortice. A los 2,5 min, se afiadieron 30 ml de CRM a
17,2 mg/ml y el pH se mantuvo a aproximadamente 9. Después de una noche de reaccion, la solucion se concentr6 a
aproximadamente 1 ml utilizando un dispositivo de centrifugacion Amicon Ultra 15 de 30 kDa de limite. Se cargaron
0,5 ml en una columna Superdex 200 (1 x 30 cm), equilibrada con borato sédico 10 mM, NaCl 150 mM, pH 9, y la
columna se hizo funcionar a 0,5 ml/min. El cromatograma se muestra en la Figura 3. Se recogieron fracciones de
0,5 ml y las fracciones selectivas se analizaron mediante HPLC SEC. Los cromatogramas de SEC se muestran en la
Figura 4 e indican que todas las fracciones tuvieron un PM mayor que el CRM no conjugado. Como se muestra, todas
las Fracciones 20-28 se eluyen antes que el CRM no conjugado, lo que indica que cada una es de un peso molecular
mayor.

Ejemplo 8: Funcionalizacién de un polisacarido con 1-cianobenzotrazol (1-CBT)

Se suspendieron 12 mg de 1-CBT en 240 ul de acetonitrilo + 120 pul de NMP. Se afiadieron 120 pl de 0,2 M a 0,5 mi
de dextrano T2000 20 mg/ml (10 mg), seguido de la adicidon de 120 ul de la suspension de 1-CBT. Aproximadamente
a los 3 min, se afiadieron 0,5 ml de dihidrazida adipica 0,5 M. Después de 2 h de reaccion, la solucion se dializd
extensivamente frente a solucién salina durante 2 dias. Después, la solucion se centrifugd y se sometié a ensayo para
dextrano e hidrazidas.

Se recuperaron aproximadamente 9,5 mg de dextrano con una proporcidon de aproximadamente 11 hidrazidas por
100 kDa de dextrano. Para confirmar que las hidrazidas estaban unidas al dextrano, se examin6 una alicuota de
hidrazida-dextrano marcada con TNBS por HPLC SEC con supervision a 500 nm, donde se absorbe el aducto de
TNBS-hidrazida. ElI cromatograma indicé que el trinitrobenceno estaba asociado con el dextrano de alto peso
molecular, lo que muestra que la hidrazida estaba efectivamente unida al dextrano. Esto muestra que 1-CBT puede
utilizarse para funcionalizar polisacéaridos.

Ejemplo 9: Conjugacion directa de proteina a polisacarido activado con 1-CBT

Se afiadieron 120 ul de TEA 0,2 M a 500 pl de una solucién 20 mg/ml de dextrano T2000 y se afiadieron 160 ul de
una suspension 50 mg/ml de 1-CBT en acetonitrilo. Aproximadamente a los 2 min, se afiadieron 200 pl de una solucion
47 mg/ml de BSA en solucién salina y la solucion se volvié mas viscosa. Después de reaccionar durante una noche,
el conjugado se analizé mediante HPLC SEC. La mayoria del BSA se eluy6 en el volumen vacio de la columna,
indicando que tenia un peso molecular alto. Esto demuestra que 1-CBT puede utilizarse para conjugar directamente
proteinas a polisacaridos.

Ejemplo 10: Se sintetizan 2-cianopiridazin-3(2H)-onas seleccionadas (Véase Kim et al, Tetrahedron 61:5889, 2005)
segun se describe en Kim et al., para dar carbohidrato de cianato.

El carbohidrato se activa utilizando 2-CPO (X = Cl, Y = Cl) y después se hace reaccionar directamente con una proteina
o se funcionaliza, por ejemplo, con grupos amino. El Reactivo 2a (Véase el Esquema 1 de Kim et al.) se prepara a
100 mg/ml en acetonitrilo y se afade a una solucion 10 mg/ml de polisacarido neumocdcico tipo 14 (Ps14) a una
proporcion de 1 mg de reactivo por 1 mg de carbohidrato. El pH se eleva a pH 9,5 utilizando trietilamina y se mantiene.
Después de 2,5 min, se afiade la mitad de la soluciéon a un volumen igual de hexanodiamina 0,5 My el pH se ajusta a
aproximadamente 8. La otra mitad de la solucién se combina con un peso igual de toxoide tetanico en una solucion
de 10 mg/ml. Después de incubacion durante una noche a 4 °C, la solucion de polisacarido de hexanodiamina se
dializa extensamente frente una solucién salina y después se somete a ensayo para aminas y polisacarido. Se
encuentra una proporcion de 10 aminas por 100 kDa de polisacarido. La solucion de polisacarido de tétanos se
fracciona en una columna S400HR (GE Healthcare) para eliminar la proteina no conjugada. Se determinan las
concentraciones de proteina y polisacarido. Se encuentra una proporcion de aproximadamente 0,75 mg de proteina
por mg de polisacarido.
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Otras realizaciones y usos de la invencion resultaran evidentes para los expertos en la materia a partir de la
consideracién de la memoria descriptiva y la practica de la invencion descrita en el presente documento. La expresion
"que comprende", dondequiera que se utilice, pretende incluir las expresiones "que consiste" y "que consiste
esencialmente en". Ademas, no se pretende que las expresiones "que comprende”, "que incluye" y "que contiene"
sean limitantes.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de conjugacion de un carbohidrato, polisacarido, oligosacarido o una combinacion de los mismos que
comprende:

mezclar tetrafluorborato de 1-ciano-4-pirrolidinopiridinio (CPPT); 1-cianoimidazol (1-Cl); 1-cianobenzotriazol (1-
CBT) o 2-cianopiridazin-3(2H)ona (2-CPQ) con el carbohidrato, polisacarido, oligosacarido o una combinacion de
los mismos para crear un compuesto quimico activado; y

mezclar el compuesto activado con un segundo compuesto para crear un conjugado.

2. Un proceso, segun la reivindicacion 1, en el que el carbohidrato, polisacarido, oligosacarido o una combinacién de
los mismos es natural o sintético.

3. Un proceso, segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el segundo compuesto es un péptido, un
polipéptido o una proteina.

4. Un proceso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el segundo compuesto es una molécula
antigénica.

5. Un proceso, segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la conjugacion es directa o indirecta con la adicion
de grupos funcionales que facilitan la conjugacion.

6. Un proceso, segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas retirar componentes con un peso
molecular inferior al del conjugado mediante didlisis, filtracién, cromatografia o0 una combinacion de los mismos.

7. Un proceso, segun reivindicacion precedente, en el que el conjugado es una vacuna o un agente de diagnéstico.

8. Un proceso, segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas mezclar el compuesto activado
con un compuesto enlazador para formar un grupo enlazador entre el compuesto activado y el segundo compuesto.

9. Un proceso, segun la reivindicacion 8, en el que el compuesto enlazador es hexanodiamina.

10. Un proceso, segun la reivindicacion 8, en el que el compuesto enlazador es etilendiamina.

11. Un proceso, segun la reivindicacion 8, en el que el compuesto enlazador es hidrazina.

12. Un proceso, segun la reivindicacion 8, en el que el compuesto enlazador es dihidrazida adipica.
13. Un proceso, segun la reivindicacion 8, en el que el compuesto enlazador es 1,6-diaminoxihexano.
14. Un proceso, segun cualquier reivindicacion precedente, donde las etapas se realizan juntas.

15. Una vacuna o agente de diagnoéstico producido por un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.
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Figura 1
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