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DESCRIPCION
Polisacéridos neumocécicos y su uso en conjugados inmunogénicos polisacarido-proteina transportadora
Campo de la invencién

La presente invencién proporciona un conjugado polisacérido-proteina transportadora que tiene polisacaridos de
Streptococcus pneumoniae serotipo 24F. Los conjugados polisacarido-proteina de este serotipo pueden incluirse en
vacunas heumocdcicas conjugadas multivalentes.

Antecedentes de la invencion

Streptococcus pneumoniae, un ejemplo de una bacteria encapsulada, es una causa importante de enfermedades
graves en todo el mundo. En 1997, los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC, por sus
siglas en inglés) estimaron que habia 3.000 casos de meningitis neumocdécica, 50.000 casos de bacteriemia
neumocdécica, 7.000.000 de casos de otitis media neumocécica y 500.000 casos de neumonia neumocécica
anualmente en los Estados Unidos. Véase Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades, MMWR Morb
Mortal Wkly Rep 1997, 46(RR-8):1-13. Ademas, las complicaciones de estas enfermedades pueden ser significativas
y algunos estudios publican hasta un 8 % de mortalidad y un 25 % de secuelas neurolégicas con la meningitis
neumocoécica. Véase Arditi et al., 1998, Pediatrics 102:1087-97.

Las vacunas multivalentes de polisacéridos neumocécicos autorizadas desde hace muchos afios han demostrado
ser muy valiosas para prevenir la enfermedad neumocécica en adultos, particularmente, en ancianos y aquellos en
riesgo alto. Sin embargo, los lactantes y los nifios pequefios responden mal a los polisacaridos neumocécicos no
conjugados. Los polisacaridos bacterianos son inmunégenos independientes de linfocitos T, que provocan una
respuesta débil o nula en los lactantes. La conjugacién quimica de un inmundgeno de polisacarido bacteriano con
una proteina transportadora convierte la respuesta inmunitaria en una dependiente de linfocitos T en los lactantes. El
toxoide diftérico (DTx, una versién quimicamente desintoxicada de DT) y CRM197 se han descrito como proteinas
transportadoras de inmunégenos de polisacaridos bacterianos debido a la presencia de epitopos estimulantes de
linfocitos T en sus secuencias de aminoégcidos.

La vacuna neumococica conjugada, Prevnar®, que contiene los 7 serotipos méas frecuentemente aislados (4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F y 23F) que provocaban enfermedad neumocécica invasiva en niflos pequefios y lactantes en ese
momento, obtuvo la licencia por primera vez en los Estados Unidos en febrero de 2000. Después del uso universal
de Prevnar® en los Estados Unidos, ha habido una reduccion significativa de la enfermedad neumocécica invasiva
en nifios debido a los serotipos presentes en Prevnar®. Véase Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades, MMWR Morb Mortal Wkly Rep 2005, 54(36):893-7. Sin embargo, existen limitaciones en la cobertura
de serotipos con Prevnar® en determinadas regiones del mundo y cierta evidencia de determinados serotipos
emergentes en los Estados Unidos (por ejemplo, 19A y otros). Véase O'Brien et al., 2004, Am J Epidemiol 159:634-
44; Whitney et al., 2003, N Engl J Med 348:1737-46; Kyaw et al., 2006, N Engl J Med 354:1455-63; Hicks et al.,
2007, J Infect Dis 196: 1346-54; Traore et al., 2009, Clin Infect Dis 48:5181-S189.

Prevnar 13® es una vacuna neumocdcica de conjugados polisacarido-proteina de 13-valente que incluye los
serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F. Véase, por ejemplo, Publicacién de solicitud de patente
de los EE. UU. N.° US 2006/0228380 A1, Prymula et al., 2006, Lancet 367:740-48 y Kieninger et al., Safety and
Immunologic Non-inferiority of 13-valent Pneumococcal Conjugate Vaccine Compared to 7-valent Pneumococcal
Conjugate Vaccine Given as a 4-Dose Series in Healthy Infants and Toddlers, presentado en la 48.2 Reunién Anual
de ICAAC/ISDA 46.2 Reunién anual, Washington DC, 25-28 de octubre de 2008. Véase, también, Dagan et a/., 1998,
Infect Immun. 66: 2093-2098 y Fattom, 1999, Vaccine 17:126.

S. pneumoniae se ha clasificado en mas de noventa serotipos basandose en la estructura del polisacérido capsular.
Se proporciona una lista de estructuras de polisacaridos capsulares neumocécicos conocidas en Geno, 2015,
Clinical Microbiology Reviews 28:871-899. Geno divulga un polisacarido capsular de serotipo de S. pneumoniae 24F.

Kamerling et al., : "Pneumococcal Polysaccharides: A Chemical View', 1995, ISBN: 978-0-913113-85-1 divulga un
polisacérido capsular de serotipo de S. pneumoniae 24F.

Las vacunas neumocécicas conjugadas multivalentes actuales han sido eficaces para reducir la incidencia de la
enfermedad neumocécica asociada a los serotipos presentes en las vacunas. Sin embargo, la prevalencia de
neumococos que expresan serotipos no presentes en la vacuna ha ido en aumento. En consecuencia, es necesario
identificar y caracterizar los serotipos heumocécicos emergentes para incluirlos en futuras vacunas.

Sumario de la invencién

La presente invencién proporciona un conjugado polisacérido-proteina transportadora que tiene polisacaridos de
Streptococcus pneumoniae serotipo 24F. La presente invencion se basa, en parte, en la identificacién estructural de
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polisacéaridos capsulares de este serotipo.
En consecuencia, la presente invencién proporciona un polisacérido con la siguiente unidad de repeticién:

[—=4)-B-Glep-(1—4)-B-GlepNAc-(1—4)-f-Rhap-(1—]
3 3

T 1
1 POy
o-Rhap 1
4 1
T arabinitol
1
B-Ribf

conjugado con una proteina transportadora.

En determinadas realizaciones, el polisacarido tiene entre 5 y 5000 unidades de repeticién. En determinados
aspectos, el polisacarido tiene entre 10 y 3000, 20 y 2000, de 50 a 1500 o de 100 a 1000 unidades de repeticién.

En determinadas realizaciones, el polisacarido tiene un peso molecular de 5 kDa a 5.000 kDa. En determinados
aspectos, el polisacarido tiene un peso molecular de 10 kDa a 2.000 kDa, de 50 kDa a 1500 kDa o 100 kDa a
1000 kDa.

La presente invencidn proporciona ademas polisacaridos activados producidos a partir de cualquiera de las
realizaciones anteriores en donde el polisacérido se activa con un reactivo quimico para producir grupos reactivos
para la conjugacién con un enlazador o proteina transportadora. En determinadas realizaciones, la activacién se
produce en el arabinitol-1-PO4. En determinadas realizaciones, el polisacarido se activa con peryodato. En
determinados aspectos de esta realizacidn, la activacién se produce en la posiciéon del carbono 2 del arabinitol-1-
POa.

La presente invenciéon proporciona ademéas conjugados polisacérido-proteina en los que polisacaridos o
polisacaridos activados como se han proporcionado anteriormente se conjugan con una proteina transportadora. En
determinados aspectos, la proteina transportadora se selecciona de CRM197, fragmento B de la toxina diftérica
(DTFB, por sus siglas en inglés), DTFB C8, toxoide diftérico (DT, por sus siglas en inglés), toxoide tetanico (TT, por
sus siglas en inglés), fragmento C del TT, toxoide pertisico, toxoide colérico, E. coli LT, E. coli ST y exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa. En un aspecto especifico, la proteina transportadora es CRM197.

En determinados aspectos, los conjugados polisacérido-proteina se preparan usando quimica de aminacion
reductora en condiciones acuosas o en un disolvente aprético tal como dimetilsulféxido (DMSO). En un aspecto
especifico, los conjugados polisacarido-proteina se preparan usando quimica de aminacién reductora en DMSO.

En el presente documento también se describe una composicién inmunogénica multivalente que comprende
polisacéridos no conjugados o conjugados polisacarido-proteina de Streptococcus pneumoniae serotipo 24F, y
polisacaridos no conjugados o conjugados polisacérido-proteina de uno o més de Streptococcus pneumoniae
serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 6C, 6D, 7B, 7C, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 15B, 15C, 16F, 17F, 18B, 18C,
19A, 19F, 20, 21, 22A, 22F, 23A, 23B, 23F, 24B, 27, 28A, 31, 33F, 34, 35A, 35B, 35F y 38. La composicion
inmunogénica multivalente puede comprender polisacaridos no conjugados o conjugados polisacérido-proteina
transportadora, pero no ambos. La composicion inmunogénica multivalente puede comprender una mezcla de
polisacéridos no conjugados o conjugados polisacérido-proteina transportadora. La composicién inmunogénica
multivalente puede tener hasta 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 0 90 serotipos.

Breve descripcién de los dibujos

Las Figuras 1A-B representan una representaciéon gréfica de la estructura de la unidad de repeticién de A)
polisacéarido de S. pneumoniae serotipo 24F; y B) estructura repetitiva de S. pneumoniae serotipo 24F activada
con peryodato. Nétese que la estructura que se muestra en la Figura 1B muestra el sitio de activacion
predominante (en forma de un sacarido activado). Dentro de una cadena de polisacarido, no es necesario que
todas las unidades de repeticion se activen como se muestra en la Figura 1B.

La Figura 2 representa el espectro de RMN 1H unidimensional de 600 MHz del polisacarido capsular de S.
pneumoniae serotipo 24F en D,O a 50 °C. Se marcan las sefiales provenientes de patrones internos (DMSO y
DSS-d6), agua residual (HOD) y otros componentes residuales del proceso de purificacién; etanol (EtOH),
isopropanol (IPA) y acetato. Las sefiales menores marcadas con * se deben a residuos de la pared celular de S.
pneumoniae, tal como el polisacarido C y/o peptidoglicanos.
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La Figura 3 representa la region de identidad de RMN 'H unidimensional (1D) que se ha de usar para la
identificacién de serotipos de S. pneumoniae serotipo 24F. Se marcan las posiciones de sefial de cada protén
anomérico de la unidad de repeticion de cada resto de monosacarido.

La Figura 4 representa el espectro parcial de RMN 'H - 3C bidimensional (2D) de correlacién de multiples
enlaces de S. pneumoniae serotipo 24F que establece uniones covalentes entre restos de azlcar en la
estructura de repeticién. En la figura se rotulan las correlaciones que establecen uniones glicosidicas.

La Figura 5 representa el establecimiento de uniones fosfodiéster en la unidad de repeticién de polisacarido
capsular de S. pneumoniae serotipo 24F.

Figura 6 Espectro superior; TOCSY 1D del polisacarido de serotipo 24F activado con excitacién centrada en el
pico a 5,19 ppm que muestra una correlacién Unica con la sefial a 3,86 ppm. El espectro inferior es un espectro
de protones 1D patrén del serotipo 24F que identifica el triplete a 5,19 ppm.

El Espectro superior de la Figura 7 muestra el TOCSY 1D del polisacarido de serotipo 24F activado con
excitacion centrada en la sefial a 5,19 ppm. La figura inferior es el gHSQCAD editado por multiplicidad. Los
6valos rellenos son grupos metilo y metino, los 6valos abiertos son metilenos.

La Figura 8 muestra titulos de anticuerpos IgG de ELISA (después de la dosis 2) para conejos inmunizados con
serotipos monovalentes de S. pneumoniae conjugados con CRM197 y formulados con adyuvante de fosfato de
aluminio (APA). Las barras de error representan la media geométrica + intervalo de confianza del 95 %.

La Figura 9 muestra titulos de OPA especificos de serotipo (después de la dosis 2) para conejos inmunizados
con serotipos monovalentes de S. pneumoniae conjugados con CRM197 y formulados con adyuvante de fosfato
de aluminio (APA). Las barras de error representan la media geométrica + intervalo de confianza del 95 %.

La Figura 10 muestra proteccién frente a la exposicion intratraqueal a S. pneumoniae serotipo 24F de ratones
C57BL/6 inmunizados con vacuna conjugada monovalente 24F-CRM197 formulada con adyuvante de fosfato de
aluminio (APA). El ensayo de intervalo logaritmico de Mantel Cox indica que los ratones C57BL/6 inmunizados
con la vacuna 24F-CRM197/APA estaban significativamente protegidos frente a la exposicién en comparacion
con los ratones inmunizados con APA (P = 0,0004) y los ratones sin tratamiento previo (P < 0,0001).

La Figura 11 muestra proteccién frente a la exposicion intratraqueal a S. pneumoniae serotipo 24F de ratones
CD-1 inmunizados con vacuna conjugada monovalente 24F-CRM197 formulada con adyuvante de fosfato de
aluminio (APA). El ensayo de intervalo logaritmico de Mantel Cox indica que los ratones CD-1 inmunizados con
la vacuna 24F-CRM197/APA estaban significativamente protegidos frente a la exposicién en comparacién con
los ratones inmunizados con APA (P = 0,0099) y los ratones sin tratamiento previo (P = 0,0076).

La Figura 12 muestra proteccién frente a la exposicion intratraqueal a S. pneumoniae serotipo 24F de ratones
Swiss Webster inmunizados con vacuna conjugada monovalente 24F-CRM197 formulada con adyuvante de
fosfato de aluminio (APA). El ensayo de intervalo logaritmico de Mantel Cox indica que los ratones Swiss
Webster inmunizados con la vacuna 24F-CRM197/APA estaban significativamente protegidos frente a la
exposicion en comparacidén con los ratones inmunizados con APA (P < 0,0001) y los ratones sin tratamiento
previo (P = 0,0002).

La Figura 13 muestra los titulos de anticuerpos medios geométricos preinmunitarios, PD1 y PD2 especificos de
serotipo (S. pneumoniae serotipos 16F, 23A, 23B, 24F, 31) para conejos inmunizados con una vacuna
neumocécica conjugada multivalente (2 pg/PnPs). Las barras de error representan 2 errores tipicos del titulo
medio geométrico de cada serotipo (eje X).

La Figura 14 muestra los titulos de dilucibn OPA preinmunitarios, PD1 y PD2 especificos de serotipo (S.
pneumoniae serotipos 16F, 23A, 23B, 24F, 31) para conejos inmunizados con una vacunha neumocécica
conjugada multivalente (2 ug/PnPs). Los simbolos indican los titulos individuales y las barras de error
representan los intervalos de confianza (IC) del 95 % de los titulos medios geométricos (TMG).* p < 0,05, ** p <
0,01, ***p < 0,001, ns = no significativo.

Descripcion detallada de la invencién
La presente invencién se basa, en parte, en la identificacion de una o mas estructuras novedosas de polisacaridos
neumocdcicos mediante tecnologia de RMN. Se cree que la estructura proporcionada en el presente documento es

la primera identificacion o la primera identificacién correcta de S. pneumoniae serotipo 24F.

El polisacarido de S. pneumoniae serotipo 24F se produjo partir de su cepa respectiva y se purificd. Los
polisacéridos producidos (y purificados) se usaron para generar conjugados Ps-CRM197 individuales. S.
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pneumoniae serotipo 24F tiene un polisacarido Unico, que da como resultado un proceso de produccion de
conjugados Unico. Se demostrd que el uno o mas conjugados resultantes son inmunogénicos en estudios con
animales.

Como se usa en el presente documento, el término "polisacéarido”" (Ps) pretende incluir cualquier elemento sacérido
antigénico (o unidad antigénica) habitualmente utilizado en las técnicas de vacunas inmunolégicas y bacterianas,
incluyendo, pero sin limitacién, un "sacarido", un "oligosacérido”, un "polisacarido", un "liposacarido", un
"lipooligosacéarido (LOS)", un "lipopolisacarido (LPS)", un "glicosilado", un "glicoconjugado”, un "polisacarido u
oligosacérido derivatizado o activado”, y similares. A menos que se especifique otra cosa, la nomenclatura de
polisacéaridos utilizada en el presente documento sigue las recomendaciones de 1980 de la Comisién Conjunta de
Nomenclatura Bioquimica (JCBM, por sus siglas en inglés) de la IUB-IUPAC. Véase JCBN, 1982, J. Biol. Chem.
257:3352-3354.

Como se usa en el presente documento, "composicién inmunogénica" se refiere a una composiciéon que contiene un
antigeno, tal como un polisacarido capsular bacteriano o un conjugado polisacarido-proteina, que tiene la capacidad
de provocar una respuesta inmunitaria en un hospedador tal como un mamifero, ya sea mediada humoral o
celularmente, o ambas. La composicién inmunogénica puede servir para sensibilizar al hospedador mediante la
presentacion del antigeno en asociacién con moléculas del MHC en la superficie celular. Ademas, se pueden
generar linfocitos T o anticuerpos especificos de antigeno para permitir la proteccién futura de un hospedador
inmunizado. Las composiciones inmunogénicas pueden proteger de este modo al hospedador de la infeccién por
bacterias, reducir la gravedad o pueden proteger al hospedador de la muerte debida a la infeccién bacteriana.
También pueden usarse composiciones inmunogénicas para generar anticuerpos policlonales o monoclonales, que
pueden usarse para conferir inmunidad pasiva a un sujeto. También pueden usarse composiciones inmunogénicas
para generar anticuerpos que sean funcionales medidos mediante la destruccién de bacterias en un modelo de
eficacia animal o a través de un ensayo de destruccién opsonofagocitica.

Como se usa en el presente documento, el término "aislado" en relacién con un polisacéarido se refiere al aislamiento
de polisacérido capsular especifico de serotipo de S. pneumoniae a partir de polisacarido purificado usando técnicas
de purificacién conocidas en la técnica, incluido el uso de centrifugacién, filtracién en profundidad, precipitacién,
ultrafiltracién, tratamiento con carb6n activado, diafiltracién y/o cromatografia en columna. Generalmente un
polisacérido aislado se refiere a la eliminacién parcial de proteinas, acidos nucleicos y polisacarido enddégeno no
especifico (polisacarido C). El polisacarido aislado contiene menos del 10 %, 8 %, 6 %, 4 % o 2 % de impurezas
proteicas y/o acidos nucleicos. El polisacarido aislado contiene menos del 20 % de polisacérido C con respecto a los
polisacéaridos especificos de tipo.

Como se usa en el presente documento, el término "purificado” en relacién con un polisacarido capsular bacteriano
se refiere a la purificacion del polisacarido a partir de lisado celular a través de medios tales como centrifugacién,
precipitacion y ultrafiltracién. En general, un polisacarido purificado se refiere a la eliminacién de residuos celulares y
ADN.

Como se usa en el presente documento, el término "Mw" se refiere al peso molecular promedio en peso y
normalmente se expresa en Da o kDa. El Mw tiene en cuenta que una molécula mas grande contiene mas masa
total de una muestra de polimero que las moléculas mas pequefias. El Mw puede determinarse mediante técnicas
como la dispersién de luz estatica, la dispersién de neutrones en angulo pequefio, la dispersiéon por rayos X y la
velocidad de sedimentacion.

Como se usa en el presente documento, el término "Mn" se refiere a un peso molecular promedio en nimero y
normalmente se expresa en Da o kDa. Mn se calcula tomando el peso total de una muestra dividido por el nimero
de moléculas en la muestra y puede determinarse mediante técnicas tales como la cromatografia de permeacién en
gel, la viscometria a través de la (ecuacién de Mark-Houwink), métodos coligativos tales como la osmometria de
presién de vapor, la determinacién de grupos terminales o la RMN de protones. Mw/Mn refleja polidispersidad.

Como se usa en el presente documento, la expresién "relacién molar" es una fraccién que normalmente se expresa
como decimal hasta el lugar de las décimas o centésimas. Por ejemplo, una relacién molar de 0 0 0,1 a 1,0
expresada en décimas incluira cualquiera de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 0 1,0.

Como se usa en el presente documento, la abreviatura "PnPs" se refiere a polisacarido neumocécico.

Como se usa en el presente documento, el término "comprende”, cuando se usa con la composicién inmunogénica
de la invencién, se refiere a la inclusién de cualquier otro componente (sujeto a las limitaciones de la expresion "que
consiste en" para la mezcla de antigenos), tales como adyuvantes y excipientes. La expresidén "que consiste en",
cuando se usa con la mezcla de conjugado polisacarido-proteina multivalente de la invencién se refiere a una
mezcla que tiene esos conjugados de polisacarido y proteina de S. pneumoniae particulares y ningln otro conjugado
de polisacarido y proteina de S. pneumoniae de un serotipo diferente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sitio de activacién" en un azlcar significa que el sitio puede
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modificarse quimicamente para formar un grupo reactivo. El sitio de activacién tiene en cuenta la tendencia preferida
de un agente de activacién a reaccionar en un sitio especifico.

Como se usa en el presente documento, la expresion "polisacérido activado” se refiere a un polisacarido que se ha
modificado quimicamente para formar grupos reactivos en una cadena de polisacérido. Un poliscarido activado no
significa necesariamente que todos los sitios de activacién disponibles se hayan modificados quimicamente.

Como se usa en el presente documento, la expresién "grado de activacién" en una cadena de polisacarido se refiere
a la relacién global entre el nimero de grupos quimicos activados y el nimero de unidades de repeticién en la
cadena de polisacérido.

A menos que se especifique otra cosa, todos los intervalos proporcionados en el presente documento incluyen los
limites superior e inferior citados.

El analisis de monosacaridos de S. pneumoniae serotipo 24F mostré Gle, Rha, GlcN, Rib (ribosa) y Rib-ol-P (ribosa
fosfato) como constituyentes (pero no ha habido informacién disponible sobre la estructura). Véase Kamerling, 2000,
Pneumococcal polysaccharides: a chemical view, péag. 81-114. En Tomasz (ed.), Streptococcus pneumoniae
molecular biology & mechanisms of disease. Maria Ana Liebert, Inc., Larchmont, Nueva York La estructura
identificada en los Ejemplos es coherente con la composiciéon de sacéaridos identificada previamente. Hasta la fecha
no hay informacién estructural disponible para los polisacaridos de serotipo 24A o 24B para la comparacién.

La identificacion de la estructura de estos uno o mas serotipos de polisacaridos puede permitir su incorporacidén en
vacunas neumocécicas, ya sea no conjugadas o como conjugado polisacarido-proteina. Las vacunas conjugadas
que comprenden Ps estreptocdcicos y neumococicos son bien conocidas en la técnica. Véanse, por ejemplo, las
Pat. de los EE. UU. N.° 6.248.570; 5.866.135; y 5.773.007.

Polisacaridos capsulares

Pueden prepararse polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae a partir del serotipo o serotipos de la
invencién mediante técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, los polisacaridos
pueden aislarse de bacterias y pueden dimensionarse en cierta medida mediante métodos conocidos (véanse, por
ejemplo, las Patentes europeas N.° EP497524 y EP497525); y preferentemente mediante microfluidificacion lograda
usando un homogeneizador o mediante hidrélisis quimica. En una realizacién, se cultivan cepas de S. pneumoniae
correspondientes a cada serotipo de polisacarido en un medio a base de soja. Después, los polisacéridos
individuales se purifican a través de etapas convencionales que incluyen centrifugacién, precipitacién y ultrafiltracién.
Véase, por ejemplo, la Publicacién de solicitud de patente de los EE. UU. N.° 2008/0286838 y la Patente de los EE.
UU. N.° 5847.112. Los polisacaridos pueden dimensionarse con el fin de reducir la viscosidad y/o mejorar la
filtrabilidad de productos conjugados posteriores. La hidrélisis quimica puede realizarse usando &cido acético. El
dimensionamiento mecanico puede realizarse usando Cizalla por homogeneizacion a alta presion.

En algunas realizaciones, los polisacaridos purificados antes de la conjugacién tienen un peso molecular de entre
5 kDa y 4.000 kDa. El peso molecular puede calcularse mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, por
sus siglas en inglés) combinada con un detector de dispersién de luz multiangulo (MALS, por sus siglas en inglés) y
un detector de indice de refraccién (RI, por sus siglas en inglés). En otras de dichas realizaciones, el polisacéarido
tiene un peso molecular medio de entre 10 kDa y 4.000 kDa; entre 50 kDa y 4.000 kDa; entre 50 kDa y 3.000 kDa;
entre 50 kDa y 2.000 kDa; entre 50 kDa y 1.500 kDa; entre 50 kDa y 1.000 kDa; entre 50 kDa y 750 kDa; entre
50 kDa y 500 kDa; entre 100 kDa y 4.000 kDa; entre 100 kDa y 3.000 kDa; entre 5 kDa y 2.000 kDa; entre 10 kDa y
2.000 kDa; entre 50 kDa y 2.000 kDa; entre 100 kDa y 2.000 kDa; entre 100 kDa y 1.500 kDa; entre 100 kDa y
1.000 kDa; entre 100 kDa y 750 kDa; entre 100 kDa y 500 kDa; entre 100 y 400 kDa; entre 200 kDa y 4.000 kDa;
entre 200 kDa y 3.000 kDa; entre 200 kDa y 2.000 kDa; entre 200 kDa y 1.500 kDa; entre 200 kDa y 1.000 kDa; o
entre 200 kDa y 500 kDa. En determinadas realizaciones, el polisacarido tiene un peso molecular de 50 kDa a
5.000 kDa. En determinados aspectos, el polisacérido tiene un peso molecular de 10 kDa a 2.000 kDa, de 50 kDa a
1500 kDa o 75 kDa a 200 kDa.

En determinadas realizaciones, el polisacérido de S. pneumoniae serotipo 24F tiene entre 5 y 2000 unidades de
repeticion. En determinados aspectos, el polisacarido tiene entre 15y 1500, 20 y 400, de 30 a 300, de 40 a 250 o de
50 a 200 unidades de repeticién.

Proteina transportadora

Los polisacaridos de uno o mas de los serotipos pueden conjugarse con una proteina transportadora ("Pr") para
mejorar la inmunogenicidad en nifios, personas mayores y/o sujetos inmunocomprometidos. Cuando se use més de
un serotipo en una composiciéon multivalente, los serotipos pueden prepararse con la misma proteina transportadora
o con diferentes proteinas transportadoras. Cada polisacérido capsular del mismo serotipo normalmente se conjuga
con la misma proteina transportadora.
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En una realizacién particular de la presente invencién, se usa CRM197 como proteina transportadora. la CRM197 es
una variante no téxica de la toxina diftérica (DT). La proteina transportadora CRM197 es una forma mutante de DT
que se vuelve no téxica mediante una sustitucién de un Unico aminoacido en el Fragmento A en el resto 52. En una
realizacién, la proteina transportadora CRM197 se aisla de cultivos de Corynebacterium diphtheria cepa C7 (B197)
cultivada en casaminoacidos y medio a base de extracto de levadura. En otra realizacién, la CRM197 se prepara de
forma recombinante de acuerdo con los métodos descritos en la Patente de los EE. UU. N.° 5614.382.
Normalmente, la CRM197 se purifica mediante una combinacién de ultrafiltracién, precipitacién con sulfato de
amonio y cromatografia de intercambio i6nico. En algunas realizaciones, la CRM197 se prepara en Pseudomonas
fluorescens usando la tecnologia de expresién Pfenex Expression Technology™ (Pfenex Inc., San Diego, CA).

Otras proteinas transportadoras adecuadas incluyen toxinas bacterianas inactivadas adicionales tales como DT,
fragmento B del toxoide diftérico (DTFB), TT (téxido teténico) o fragmento C del TT, toxoide pertusico, toxoide
colérico (por ejemplo, como se describe en la Publicacion de solicitud de patente internacional N.° WO
2004/083251), E. coli LT (enterotoxina termolabil), E. coli ST (enterotoxina termoestable) y exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa. También pueden usarse proteinas de la membrana externa bacteriana tales como el
complejo ¢ de la membrana externa (OMPC), porinas, proteinas de unién a transferrina, proteina de superficie
neumocécica A (PspA; Véase la Publicacién de Patente de Solicitud Internacional N.° WO 02/091998), proteina
adhesina neumocécica (PsaA), peptidasa C5a de estreptococos del grupo A o del grupo B, o proteina D de
Haemophilus influenzae, neumolisina neumocécica (Kuo et al., 1995, Infect Immun 63; 2706-13) incluyendo las
desintoxicadas con respecto a Ply de alguna manera, por ejemplo dPLY-GMBS (Véase la Publicacién de solicitud de
patente internacional N.° WO 04/081515) o dPLY-formol, PhtX, incluyendo PhtA, PhtB, PhtD, PhtE y fusiones de
proteinas Pht, por ejemplo, fusiones PhtDE, fusiones PhtBE (véanse las Publicaciones de solicitud de patente
internacional N.° WO 01/98334 y WO 03/54007). Otras proteinas, tales como ovoalblimina, hemocianina de lapa
californiana (KLH), seroalbumina bovina (BSA) o derivado proteico purificado de la tuberculina (PPD), PorB (de N.
meningitidis), PD (proteina D de Haemophilus influenzae; véanse, por ejemplo, la Patente europea N.° EP 0 594 610
B) o equivalentes inmunolégicamente funcionales de las mismas, péptidos sintéticos (véanse las Patentes europeas
N.© EP0378881 y EP0427347), proteinas de choque térmico (véanse las Publicaciones de solicitud de patente
internacional N.° WO 93/17712 y Documento WO 94/03208), proteinas pertusicas (Véase la Publicacién de solicitud
de patente internacional N.° WO 98/58668 y la Patente europea N.° EP0471177), citocinas, linfocinas, factores de
crecimiento u hormonas (Véase la Publicacién de solicitud de patente internacional N.° WO 91/01146), proteinas
artificiales que comprenden multiples epitopos de linfocitos T CD4+ humanos de diversos antigenos derivados de
patégenos (Véase Falugi et al., 2001, Eur J Immunol 31:3816-3824) tales como la proteina N19 (véase Baraldoi et
al., 2004, Infect Immun 72:4884-7), proteinas de captacién de hierro (Véase la Publicacién de solicitud de patente
internacional N.° WO 01/72337), toxina A o B de C. difficile (Véase la Publicaciéon de patente internacional N.° WO
00/61761) y flagelina (véase Ben-Yedidia et al., 1998, Inmunol Lett 64:9) también pueden usarse como proteinas
transportadoras.

También pueden usarse otros mutantes de DT como proteina transportadora, tales como CRM176, CRM228,
CRM45 (Uchida et al., 1973, J. Biol Chem. 218:3838-3844); CRM9, CRM45, CRM102, CRM103 y CRM107 y otras
mutaciones descritas por Nicholls y Youle en Genetically Engineered Toxins, Ed: Frankel, Maecel Dekker Inc, 1992;
la supresién o mutacion de Glu-148 a Asp, Gln o Ser y/o Ala 158 a Gly y otras mutaciones divulgadas en la Patente
de los EE. UU. N.°4.709.017 o la Patente de los EE. UU. N.° 4.950.740; la mutacién de al menos uno o0 mas restos
Lys 516, Lys 526, Phe 530 y/o Lys 534 y otras mutaciones descritas en la Patente de los EE. UU. N.° 5.917.017 o la
Patente de los EE. UU. N.© 6.455.673; o un fragmento divulgado en la Patente de los EE. UU. N.° 5.843.711.

Cuando se usan vacunas multivalentes, puede usarse una segunda proteina transportadora para uno o mas de los
antigenos. La segunda proteina transportadora es preferentemente una proteina que no es tdxica ni reactogénica y
que puede obtenerse en cantidad y pureza suficientes. La segunda proteina transportadora también se conjuga o se
une a un antigeno, por ejemplo, un polisacarido de S. pneumoniae para potenciar la inmunogenicidad del antigeno.
Las proteinas transportadoras deben ser adecuadas para los procedimientos de conjugaciéon convencionales. En
una realizacién, cada polisacarido capsular no conjugado con la primera proteina transportadora esta conjugado con
la misma segunda proteina transportadora (por ejemplo, estando cada molécula de polisacérido capsular conjugada
con una Unica proteina transportadora). En otra realizacion, los polisacaridos capsulares no conjugados con la
primera proteina transportadora se conjugan con dos o mas proteinas transportadoras (estando cada molécula de
polisacarido capsular conjugada con una Unica proteina transportadora). En dichas realizaciones, cada polisacéarido
capsular del mismo serotipo normalmente se conjuga con la misma proteina transportadora.

Conjugacién

Antes de la conjugacién, los polisacaridos purificados pueden activarse quimicamente para hacer que los sacaridos
sean capaces de reaccionar con la proteina transportadora para formar un polisacarido activado. Como se usa en el
presente documento, la expresion "polisacarido activado" se refiere a un polisacarido que se ha modificado
quimicamente como se describe a continuacién para permitir la conjugacién con un enlazador o una proteina
transportadora. Los polisacaridos purificados pueden estar conectados opcionalmente a un enlazador. Una vez
activado o conectado a un enlazador, cada polisacarido capsular se conjuga por separado con una proteina
transportadora para formar un glucoconjugado. Los conjugados de polisacaridos pueden prepararse mediante
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técnicas de acoplamiento conocidas.

La presente invencidn proporciona ademas polisacaridos activados producidos a partir de cualquiera de las
realizaciones anteriores en donde el polisacérido se activa con un reactivo quimico para producir grupos reactivos
para la conjugacién con un enlazador o proteina transportadora. En determinadas realizaciones, la activacién se
produce en el arabinitol-1-PO4. En determinadas realizaciones, el polisacarido se activa con peryodato. En
determinados aspectos de esta realizacidn, la activacién se produce en la posiciéon del carbono 2 del arabinitol-1-
PO4. Véase la Figura 1B para consultar la estructura del polisacarido de serotipo 24F activado con peryodato. La
formacién de un aldehido predominantemente en el segundo carbono fue sorprendente porque requiere una escisién
selectiva de los carbonos 2,3 con dioles vecinales o series continuas preferidas de oxidacidén en carbonos de mayor
ndmero con dioles vecinales (o aldehido) hasta finalmente la oxidacién en el 2.° carbono del azlcar arabinitol. En
determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona polisacaridos activados y mezclas de polisacéridos
activados en donde mas del 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de los grupos aldehido (a través de activaciéon con peryodato)
estan en el arabinitol. En un aspecto de esta realizacion, el polisacarido activado tiene una estructura como se
muestra en la Figura 1B.

En determinadas realizaciones, el polisacarido puede acoplarse a un enlazador para formar un intermedio
polisacéarido-enlazador en el que el extremo libre del enlazador es un grupo éster. Por lo tanto, el enlazador es uno
en el que al menos un extremo es un grupo éster. El otro extremo se selecciona de manera que pueda reaccionar
con el polisacéarido para formar el intermedio polisacarido-enlazador.

En determinadas realizaciones, el polisacérido puede acoplarse a un enlazador usando un grupo amina primaria en
el polisacarido. En este caso, el enlazador normalmente tiene un grupo éster en ambos extremos. Esto permite que
el acoplamiento tenga lugar haciendo reaccionar uno de los grupos éster con el grupo amina primaria en el
polisacarido mediante sustitucién de acilo nucledfilo. La reaccién da como resultado un intermedio polisacarido-
enlazador en el que el polisacarido se acopla al enlazador a través de una unién amida. Por lo tanto, el enlazador es
un enlazador bifuncional que proporciona un primer grupo éster para reaccionar con el grupo amina primaria en el
polisacérido y un segundo grupo éster para reaccionar con el grupo amina primaria en la molécula transportadora.
Un enlazador tipico es el diéster de N-hidroxisuccinimida del acido adipico (SIDEA).

En determinadas realizaciones, el acoplamiento también puede realizarse indirectamente, es decir, con un enlazador
adicional que se usa para derivatizar el polisacarido antes del acoplamiento al enlazador. El polisacérido se acopla al
enlazador adicional usando un grupo carbonilo en el extremo reductor del polisacéarido. Este acoplamiento
comprende dos etapas: (a1) hacer reaccionar el grupo carbonilo con el enlazador adicional; y (a2) hacer reaccionar
el extremo libre del enlazador adicional con el enlazador. En estas realizaciones, el enlazador adicional normalmente
tiene un grupo amina primaria en ambos extremos, lo que permite que tenga lugar la etapa (a1) haciendo reaccionar
uno de los grupos amina primaria con el grupo carbonilo en el polisacarido por aminacién reductora. Se usa un
grupo amina primaria que es reactivo con el grupo carbonilo en el polisacarido. Son adecuados los grupos hidrazida
o hidroxilamino. El mismo grupo amina primaria esta presente normalmente en ambos extremos del enlazador
adicional. La reaccién da como resultado un intermedio polisacarido-enlazador adicional en el que el polisacarido se
acopla al enlazador adicional mediante una unién C-N.

En determinadas realizaciones, el polisacarido puede acoplarse al enlazador adicional usando un grupo diferente en
el polisacérido, particularmente un grupo carboxilo. Este acoplamiento comprende dos etapas: (a1) hacer reaccionar
el grupo con el enlazador adicional; y (a2) hacer reaccionar el extremo libre del enlazador adicional con el enlazador.
En este caso, el enlazador adicional normalmente tiene un grupo amina primaria en ambos extremos, lo que permite
que tenga lugar la etapa (a1) haciendo reaccionar uno de los grupos de amina primaria con el grupo carboxilo en el
polisacéarido por activacién con EDAC. Se usa un grupo amina primaria que es reactivo con el grupo carboxilo
activado con EDAC en el polisacarido. Es adecuado un grupo hidrazida. El mismo grupo amina primaria esta
presente normalmente en ambos extremos del enlazador adicional. La reaccién da como resultado un intermedio
polisacéarido-enlazador adicional en el que el polisacarido se acopla al enlazador adicional mediante una unién de
amida.

En una realizacién, la activacién quimica de los polisacéridos y la posterior conjugacién con la proteina
transportadora mediante aminacién reductora puede conseguirse por los medios descritos en las Patentes de los
EE. UU. N.° 4365.170, 4.673.574 y 4.902.506, la Publicaciones de solicitud de patente de los EE. UU. N.°
2006/0228380, 2007/184072, 2007/0231340 y 2007/0184071, y las Publicaciones de solicitud internacional de
patente N.° WO2006/110381, WO2008/079653 y WO2008/143709. La quimica puede implicar la activacién del
polisacarido neumocécico mediante la reaccién con cualquier agente oxidante que transforme un grupo hidroxilo
primario en un aldehido, tal como TEMPO en presencia de oxidante (documento WO2104/097099) o hacer
reaccionar dos grupos hidroxilo vecinales a aldehidos, tales como peryodato (incluyendo peryodato de sodio,
peryodato de potasio o 4cido peryédico). Las reacciones conducen a una oxidacién aleatoria de los grupos hidroxilo
primarios 0 a una escision oxidativa aleatoria de los grupos hidroxilo vecinales de los hidratos de carbono con la
formacién de grupos aldehido reactivos.

En esta realizacién, el acoplamiento a la proteina transportadora se realiza mediante aminacién reductora a través
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de aminacién directa a los grupos lisilo de la proteina. Por ejemplo, la conjugacién se realiza haciendo reaccionar
una mezcla del polisacarido activado y la proteina transportadora con un agente reductor tal como cianoborohidruro
de sodio en presencia de niquel. La reaccién de conjugacién puede tener lugar en solucién acuosa o en presencia
de dimetilsulféxido (DMSO). Véanse, por ejemplo, las Publicaciones de solicitud de patente de los EE. UU. N.°
US2015/0231270 y US2011/0195086 y la Patente europea N.° EP 0471 177 B1. Después, los aldehidos sin
reaccionar se protegen con caperuza con la adiciéon de un agente reductor fuerte, tal como borohidruro de sodio.

La aminacién reductora implica dos etapas, (1) oxidacién del polisacarido para formar aldehidos reactivos, (2)
reduccién de la imina (base de Schiff) formada entre el polisacarido activado y una proteina transportadora para
formar un enlace conjugado de amina estable. Antes de la oxidacion, opcionalmente el polisacarido tiene un tamafio
reducido. Pueden emplearse métodos mecanicos (por ejemplo, homogeneizacion) o hidrdlisis quimica. La hidrélisis
quimica puede realizarse usando &cido acético. La etapa de oxidacién puede implicar una reaccién con peryodato.
Para el fin de la presente invencién, el término "peryodato" incluye tanto peryodato como é&cido peryédico; el término
también incluye tanto metaperyodato (I047) como ortoperyodato (I0s>) e incluye las diversas sales de peryodato (por
ejemplo, peryodato de sodio y peryodato de potasio). En una realizacién, el polisacarido capsular se oxida en
presencia de metaperyodato, preferentemente en presencia de peryodato de sodio (NalO4). En otra realizacion, el
polisacéarido capsular se oxida en presencia de ortoperyodato, preferentemente en presencia de 4cido peryédico.

En una realizacion, el agente oxidante es un compuesto de radical nitroxilo o nitréxido estable, tal como compuestos
de piperidina-N-oxi o pirrolidina-N-oxi, en presencia de un oxidante para oxidar selectivamente hidroxilos primarios
(como se describe en, por ejemplo, la Publicacién de solicitud de patente internacional N.° WO 2014/097099). En
dicha reaccidn, el oxidante real es la sal de N-oxoamonio, en un ciclo catalitico. En un aspecto, dichos compuestos
de radicales nitroxilo o nitroxido estables son compuestos de piperidina-N-oxi o pirrolidina-N-oxi. En un aspecto,
dicho compuesto de radical nitroxilo o nitréxido estable lleva un resto TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi) o
PROXYL (2,2,5,5-tetrametil-1-pirrolidiniloxi). En un aspecto, dicho compuesto de radical nitroxilo estable es TEMPO
o un derivado del mismo. En un aspecto, dicho oxidante es una molécula que lleva un resto N-halo. En un aspecto,
dicho oxidante se selecciona del grupo que consiste en N-clorosuccinimida, N-bromosuccinimida, N-
yodosuccinimida, acido dicloroisocianurico, 1,3,5-tricloro-1,3,5-triazinano-2,4,6-triona, acido dibromoisocianurico,
1,3,5-tribromo-1,3,5-triazinano-2,4,6-triona, acido diyodoisociandrico y 1,3,5-triyodo-1,3,5-triazinano-2,4,6-triona.
Preferentemente, dicho oxidante es N-clorosuccinimida.

En determinados aspectos, el agente oxidante es el radical libre 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPO) y N-
clorosuccinimida (NCS) como cooxidante (como se describe en la Publicaciéon de solicitud de patente internacional
N.© W0O2014/097099). Por lo tanto, en un aspecto, los glicoconjugados de S. pneumoniae pueden obtenerse
mediante un método que comprende las etapas de: a) hacer reaccionar un sacarido con 22,6 6-tetrametil-1-
piperidiniloxi (TEMPO) y N-clorosuccinimida (NCS) en un disolvente acuoso para producir un sacarido activado; y b)
hacer reaccionar el sacarido activado con una proteina transportadora que comprende uno 0 mas grupos amina

(dicho método se denomina en adelante "aminacién reductora TEMPO/NCS").

Opcionalmente, la reaccién de oxidacién se interrumpe mediante la adicion de un agente de interrupcién. El agente
de interrupcién puede seleccionarse de dioles vecinales, 1,2-aminoalcoholes, aminoacidos, glutatién, sulfito,
bisulfato, ditionito, metabisulfito, tiosulfato, fosfitos, hipofosfitos o é&cido fosforoso (tal como glicerol, etilenglicol,
propan-1,2-diol, butan-1,2-diol o butan-2,3-diol, 4cido ascérbico).

La segunda etapa del proceso de conjugacion para la aminacién reductora es la reduccién del enlace imina (base de
Schiff) entre el polisacérido activado y una proteina transportadora para formar un enlace conjugado estable (la
denominada aminacién reductora), usando un agente reductor. Los agentes reductores que son adecuados incluyen
los cianoborohidruros (tales como cianoborohidruro de sodio) o borohidruro de sodio. En una realizacién, el agente
reductor es cianoborohidruro de sodio.

En determinadas realizaciones de los métodos de la invencién, la reaccién de aminacioén reductora se realiza en un
disolvente aprético (0 una mezcla de disolventes apréticos). En una realizacién, la reaccién de reduccién se realiza
en DMSO (dimetilsulféxido) o en disolvente DMF (dimetilformamida). El disolvente DMSO o DMF puede usarse para
reconstituir el polisacarido activado y la proteina transportadora, si esta liofilizado. En una realizacién, el disolvente
aprético es DMSO.

Al final de la reaccidn de reduccién, pueden quedar grupos aldehido sin reaccionar restantes en los conjugados, que
pueden protegerse con caperuza o inactivarse usando un agente de proteccién con caperuza o de inactivacion
adecuado. En una realizacién, este agente de proteccién con caperuza o inactivacion es borohidruro de sodio
(NaBH4). Las alternativas adecuadas incluyen triacetoxiborohidruro de sodio o borohidruro de sodio o cinc en
presencia de acidos de Bronsted o Lewis), amina boranos tales como piridina borano, 2-picolina borano, 2,6-
diborano-metanol, dimetilamina-borano, t-BuMe'PrN-BHs, bencilamina-BHs o 5-etil-2-metilpiridina borano (PEMB) o
resina de intercambio de borohidruro.

Los glicoconjugados preparados usando aminacién reductora en un disolvente aprético se usan generalmente en
vacunas neumococicas conjugadas multivalentes. Por lo tanto, en determinadas realizaciones para composiciones
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multivalentes donde no todos los serotipos se preparan en un disolvente aprético, la reaccion de reduccién para los
serotipos restantes se realiza en un disolvente acuoso (por ejemplo, seleccionado de PBS (solucién salina
tamponada con fosfato), MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico), HEPES, (&cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfénico), Bis-tris, ADA (acido N-(2-acetamido)iminodiacético), PIPES (acido piperazina-N,N'-bis(2-
etanosulfénico)), MOPSO (4cido 3-morfolino-2-hidroxipropanosulfénico), BES (acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfénico), MOPS (acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico), DIPSO (4cido 3-bis(2-hidroxietil)amino-2-
hidroxipropano-1-sulfénico), MOBS  (acido  4-(N-morfolino)butanosulfénico), HEPPSO  (&cido N-(2-
hidroxietil)piperazina-N-(2-hidroxipropanosulfénico)), POPSO (piperazina-1,4-bis(acido 2-hidroxi-3-
propanosulfénico)), TEA (trietanolamina), EPPS (acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-propanosulfénico), Bicine o
HEPB,aunpHentre 6,0y 8,5, 7,0y8007,0y7,5).

En algunas realizaciones, los glicoconjugados de la presente invencion comprenden un polisacérido que tiene un
peso molecular de entre 10 kDa y 10.000 kDa. En otras de dichas realizaciones, el polisacarido tiene un peso
molecular de entre 25 kDa y 5.000 kDa. En otras de dichas realizaciones, el polisacéarido tiene un peso molecular de
entre 50 kDa y 1.000 kDa. En otras de dichas realizaciones, el polisacéarido tiene un peso molecular de entre 70 kDa
y 900 kDa. En otras de dichas realizaciones, el polisacarido tiene un peso molecular de entre 100 kDa y 800 kDa. En
otras de dichas realizaciones, el polisacarido tiene un peso molecular de entre 200 kDa y 600 kDa. En realizaciones
de este tipo adicionales, el polisacarido tiene un peso molecular de 100 kDa a 1.000 kDa; de 100 kDa a 900 kDa; de
100 kDa a 800 kDa; de 100 kDa a 700 kDa; de 100 kDa a 600 kDa; de 100 kDa a 500 kDa; de 100 kDa a 400 kDa;
de 100 kDa a 300 kDa; de 150 kDa a 1.000 kDa; de 150 kDa a 900 kDa; de 150 kDa a 800 kDa; de 150 kDa a
700 kDa; de 150 kDa a 600 kDa; de 150 kDa a 500 kDa; de 150 kDa a 400 kDa; de 150 kDa a 300 kDa; de 200 kDa
a 1.000 kDa; de 200 kDa a 900 kDa; de 200 kDa a 800 kDa; de 200 kDa a 700 kDa; de 200 kDa a 600 kDa; de
200 kDa a 500 kDa; de 200 kDa a 400 kDa; de 200 kDa a 300; de 250 kDa a 1.000 kDa; de 250 kDa a 900 kDa; de
250 kDa a 800 kDa; de 250 kDa a 700 kDa; de 250 kDa a 600 kDa; de 250 kDa a 500 kDa; de 250 kDa a 400 kDa;
de 250 kDa a 350 kDa; de 300 kDa a 1.000 kDa; de 300 kDa a 900 kDa; de 300 kDa a 800 kDa; de 300 kDa a
700 kDa; de 300 kDa a 600 kDa; de 300 kDa a 500 kDa; de 300 kDa a 400 kDa; de 400 kDa a 1.000 kDa; de
400 kDa a 900 kDa; de 400 kDa a 800 kDa; de 400 kDa a 700 kDa; de 400 kDa a 600 kDa; o de 500 kDa a 600 kDa.

En determinadas realizaciones, la reaccién de conjugacion se realiza mediante aminacién reductora en donde se
usa niquel para una mayor eficacia de la reaccién de conjugacidén y para ayudar en la eliminacién del cianuro libre.
Se sabe que los metales de transicién forman complejos estables con cianuro y mejoran la metilaciéon reductora de
grupos amino de proteinas y formaldehido con cianoborohidruro de sodio (S Gidley et al., Biochem J. 1982, 203:
331-334; Jentoft et al. Anal Biochem. 1980, 106: 186-190). Mediante la complejacién del cianuro inhibidor residual, la
adicién de niquel aumenta el consumo de proteina durante la conjugacién y conduce a la formacién de proteinas
conjugados mas grandes y potencialmente mas inmunogénicos.

Las quimicas alternativas adecuadas incluyen la activacién del sacarido con tetrafluoroborato de 1-ciano-4-
dimetilaminopiridinio (CDAP) para formar un éster de cianato. El sacérido activado, por lo tanto, puede acoplarse
directamente o a través de un grupo espaciador (enlazador) con un grupo amino en la proteina transportadora. Por
ejemplo, el espaciador podria ser cistamina o cisteamina para proporcionar un polisacarido tiolado que podria
acoplarse al transportador a través de una unién tioéter obtenida después de la reaccién con una proteina
transportadora activada por maleimida (por ejemplo, usando GMBS) o una proteina transportadora haloacetilada
(por ejemplo, usando yodoacetimida [por ejemplo, HCI de etil yodoacetimida] o bromoacetato de N-succinimidilo o
SIAB, o SIA, o SBAP). Preferentemente, el éster de cianato (opcionalmente preparado mediante quimica CDAP) se
acopla con hexanodiamina o dihidrazida de acido adipico (ADH) y el sacarido aminoderivatizado se conjuga con la
proteina transportadora usando quimica de carbodiimida (por ejemplo, EDAC o EDC) a través de un grupo carboxilo
en la proteina transportadora. Dichos conjugados se describen en las Publicaciones de solicitud de patente
internacional N.° WO 93/15760, WO 95/08348 y WO 96/29094; y Chu et al., 1983, Infect. Immunity 40:245-256.

Otras técnicas adecuadas usan carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano, &cido p-nitrobenzoico, N-
hidroxiuccinimida, S—-NHS, EDC, TSTU. Muchas se describen en la Publicacién de solicitud de patente internacional
N.© WO 98/42721. La conjugacion puede implicar un enlazador carbonilo que puede formarse mediante la reaccion
de un grupo hidroxilo libre del sacérido con CDI (véase Bethell ef al., 1979, J. Biol. Chem. 254:2572-4; Hearn et al.,
1981, J. Chromatogr. 218:509-18) seguido de una reaccidén con una proteina para formar una unién carbamato. Esto
puede implicar la reduccién del extremo anomérico a un grupo hidroxilo primario, la proteccién/desproteccion
opcional del grupo hidroxilo primario, la reaccién del grupo hidroxilo primario con CDI para formar un intermedio de
carbamato de CDI y el acoplamiento del intermedio de carbamato de CDI con un grupo amino en una proteina.

Después de la conjugacién (la reaccién de reduccién y opcionalmente la reaccion de proteccion o inactivacion), los
glicoconjugados pueden purificarse (enriquecerse con respecto a la cantidad de conjugado polisacérido-proteina)
mediante una diversidad de técnicas conocidas por el experto. Estas técnicas incluyen didlisis, operaciones de
concentracién/diafiltracién, filtracién de flujo tangencial, ultrafiltracién, precipitacién/elucién, cromatografia en
columna (cromatografia de intercambio ibnico, cromatografia de intercambio iénico multimodal, DEAE o
cromatografia de interaccién hidréfoba) y filtracién en profundidad. Véase, por ejemplo, la Patente de los EE. UU. N.°
6.146.902. En una realizacién, los glicoconjugados se purifican mediante diafiltraciéon o cromatografia de intercambio
ibnico o cromatografia de exclusién por tamafio.
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Una forma de caracterizar los glicoconjugados de la invencién es por el nUmero de restos lisina en la proteina
transportadora (por ejemplo, CRM197) que se conjugan con el sacarido, que puede caracterizarse como un intervalo
de lisinas conjugadas (grado de conjugacién). La evidencia de la modificacion por lisina de la proteina
transportadora, debido a uniones covalentes a los polisacaridos, puede obtenerse mediante anélisis de aminoacidos
usando métodos rutinarios conocidos por los expertos en la materia. La conjugacién da como resultado una
reduccién en el nimero de restos lisina recuperados, en comparacién con el material de partida de proteina
transportadora utilizado para generar los materiales conjugados. En una realizacion preferida, el grado de
conjugacién del glicoconjugado de la invencidn esta es de entre 2y 15, entre 2y 13, entre 2y 10, entre 2y 8, entre 2
y6,entre2y5 entre2y4, entre3y15 entre3y 13, entre 3y 10, entre 3y 8, entre 3y 6, entre 3y 5, entre 3y 4,
entre 5y 15, entre 5y 10, entre 8 y 15, entre 8 y 12, entre 10 y 15 o entre 10 y 12. En una realizacién, el grado de
conjugacién del glicoconjugado de la invencién es de aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4,
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14 o
aproximadamente 15. En una realizacién preferida, el grado de conjugacién del glicoconjugado de la invencidn es de
entre 4y 7. En algunas de dichas realizaciones, la proteina transportadora es CRM197.

Los glicoconjugados de la invencién también pueden caracterizarse por la relacién (peso/peso) de sacarido a
proteina transportadora. En algunas realizaciones, la relacion de polisacarido a proteina transportadora en el
glicoconjugado (p/p) es de entre 0,4 y 2,0. En algunas de dichas realizaciones, la proteina transportadora es
CRM197. Los glicoconjugados y las composiciones inmunogénicas de la invencién pueden contener sacarido libre
que no estd conjugado covalentemente con la proteina transportadora, pero, no obstante, estd presente en la
composicién de glicoconjugado. El sacérido libre puede estar asociado de forma no covalente a (es decir, unido de
forma no covalente a, adsorbido a o atrapado en o con) el glicoconjugado.

En una realizacién preferida, el glicoconjugado comprende menos de aproximadamente el 50 %, 45 %, 40 %, 35 %,
30 %, 25%, 20% o 15 % de polisacérido libre en comparacién con la cantidad total de polisacarido. En una
realizacion preferida, el glicoconjugado comprende menos de aproximadamente el 25 % de polisacéarido libre en
comparacién con la cantidad total de polisacarido. En una realizacién preferida, el glicoconjugado comprende menos
de aproximadamente el 20 % de polisacérido libre en comparacién con la cantidad total de polisacarido. En una
realizacion preferida, el glicoconjugado comprende menos de aproximadamente el 15 % de polisacéarido libre en
comparacién con la cantidad total de polisacéarido.

Vacunas de conjugado polisacarido-proteinas multivalentes

En el presente documento también se describen vacunas de polisacaridos multivalentes que comprenden
polisacéridos no conjugados o conjugados polisacérido-proteina de Streptococcus pneumoniae serotipo 24F y
polisacaridos capsulares de uno o mas de S. pneumoniae serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 6C, 6D, 7B, 7C, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 18B, 15C, 16F, 17F, 18B, 18C, 19A, 19F, 20, 21, 22A, 22F, 23A, 23B, 23F, 24B, 27,
28A, 31, 33F, 34, 35A, 35B, 35F y 38 ya sea como polisacaridos libres, un componente de un conjugado
polisacéarido-proteina o una combinacién de los mismos, para proporcionar una vacuna neumocdcica multivalente.
La composicién inmunogénica puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en, polisacaridos
capsulares de 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 0 44 serotipos de S. pneumoniae conjugados individualmente con una o
mas proteinas transportadoras. Preferentemente, los sacaridos de un serotipo particular no estan conjugados con
més de una proteina transportadora.

Después de purificar los glicoconjugados individuales, se componen para formular la composicién inmunogénica de
la presente invencién. Estos conjugados heumocdcicos se preparan mediante procesos separados y se formulan en
masa en una formulacién de dosificacién Unica.

Composiciones farmacéuticas/de vacuna

La presente invencibn proporciona ademas composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticos,
inmunogénicas y de vacuna, que comprenden, consisten esencialmente en o, como alternativa, consisten en
cualquiera de las combinaciones de polisacaridos de serotipos de S. pneumoniae descritas anteriormente junto con
un portador farmacéuticamente aceptable y un adyuvante.

La formulacidén de los conjugados polisacarido-proteina de la presente invencién se puede lograr usando métodos
reconocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden formular conjugados neumocdécicos individuales con un vehiculo
fisiolégicamente aceptable para preparar la composicién. Como ejemplos de dichos vehiculos se incluyen, pero sin
limitacién, agua, solucidén salina tamponada, polioles (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido) y
soluciones de dextrosa.

La composicién de la vacuna puede formularse en tampén de L-histidina con cloruro de sodio.
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Como se define en el presente documento, un "adyuvante" es una sustancia que sirve para potenciar la
inmunogenicidad de una composicién inmunogénica. Un adyuvante inmunolégico puede potenciar una respuesta
inmunitaria a un antigeno que es débilmente inmunogénico cuando se administra solo, por ejemplo, que no induce
titulos de anticuerpos o que induce titulos de anticuerpos débiles o una respuesta inmunitaria mediada por células,
aumentar los titulos de anticuerpos contra el antigeno y/o reduce la dosis del antigeno eficaz para lograr una
respuesta inmunitaria en el individuo. Por lo tanto, a menudo se proporcionan adyuvantes para reforzar la respuesta
inmunitaria y son muy conocidos por el experto en la materia. Los adyuvantes adecuados para mejorar la eficacia de
la composicién incluyen, pero sin limitacion:

(1) sales de aluminio (alumbre), tales como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc;
(2) formulaciones de emulsién de aceite en agua (con o sin otros agentes inmunoestimulantes especificos tales
como péptidos de muramilo (que se definen a continuacién a continuacién) o componentes de la pared celular
bacteriana), tales como, por ejemplo, (a) MF59 (Publicacién de solicitud de patente internacional N.° WO
90/14837), que contiene escualeno al 5%, Tween 80 al 0,5 % y Span 85 al 0,5 % (que contiene opcionalmente
diversas cantidades de MTP-PE) formulado en particulas submicrénicas usando un microfluidificador tal como el
microfluidificador Modelo 110Y (Microfluidics, Newton, MA), (b) SAF, que contiene escualeno al 10 %, Tween 80
al 0,4 %, Pluronic al 5 %-polimero bloqueado L121 y thr-MDP, ya sea microfluidificados en una emulsidon
submicrénica o agitados con formacién de voértice para generar una emulsién de mayor tamafio de particulas, (c)
sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Corixa, Hamilton, MT) que contiene escualeno al 2 %, Tween 80 al 0,2 % y uno
0 méas componentes de la pared celular bacteriana del grupo que consiste en monofosforilipido A 3-O-desacilado
(MPL™) descrito en la Patente de los EE. UU. N.° 4.912.094, dimicolato de trehalosa (TDM) y cadena principal de
la pared celular (CWS, por sus siglas en inglés), preferentemente MPL+CWS (Detox™); y (d) una ISA Montanida;
(3) adyuvantes de saponina, tales como Quil A o STIMULON™ QS-21 (Antigenics, Framingham, MA) (véase, por
ejemplo, la Patente de los EE. UU. N.° 5.057.540) o particulas generadas a partir de los mismos, tales como
ISCOM (complejos inmunoestimulantes formados por la combinaciéon de colesterol, saponina, fosfolipidos y
proteinas anfipaticas) e Iscomatrix® (que tiene esencialmente la misma estructura que un ISCOM, pero sin la
proteina);

(4) lipopolisacaridos bacterianos, analogos sintéticos del lipido A tales como compuestos de
aminoalquilglucosaminafosfato (AGP), o derivados o anélogos de los mismos, que estan disponibles en Corixa, y
que se describen en la Patente de los EE. UU. N.° 6.113.918; uno de dichos AGP es 2-2-Desoxi-4-O-fosfono-3-
O-{(R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-{(R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoilamino]-b-D-glucopiranésido de [(R)-
3-tetradecanoiloxitetradecanoilaminoletilo, que también se conoce como 529 (anteriormente conocido como
RC529), que se formula como una forma acuosa o como una emulsidn estable;

(5) polinucleétidos sintéticos tales como oligonucleétidos que contienen uno o mas motivos CpG (Patente de los
EE. UU. N.° 6.207.646);

(6) citocinas, tales como interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-18, etc.),
interferones (por ejemplo, interferébn gamma), factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF), factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF), moléculas coestimuladoras
B7-1y B7-2, etc.; y

(7) complemento, tal como un trimero del componente del complemento C3d.

El adyuvante puede ser una mezcla de 2, 3 0 mas de los adyuvantes anteriores, por ejemplo, SBAS2 (una emulsién
de aceite en agua que también contiene monofosforil lipido A 3-desacilado y QS21).

Los péptidos de muramilo incluyen, pero sin limitacién, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-
normuramil-L-alanina-2-(1',2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.

El adyuvante puede ser una sal de aluminio. El adyuvante de sal de aluminio puede ser una vacuna precipitada con
alumbre o una vacuna adsorbida en alumbre. Los adyuvantes de sal de aluminio son bien conocidos en la técnica y
se describen, por ejemplo, en Harlow, E. y D. Lane (1988; "Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory) y Nicklas, W. (1992; Aluminum salts. Research in Immunology 143:489-493). La sal de aluminio incluye,
pero sin limitacién, alimina hidratada, hidrato de alimina, trihidrato de alimina (ATH), hidrato de aluminio, trihidrato
de aluminio, Alhydrogel®, Superfos, Amphogel®, hidroxido de aluminio (Ill), hidroxifosfato de aluminio (adyuvante de
fosfato de aluminio (APA)), alimina amorfa, alimina trihidratada o trihidroxialuminio.

APA es una suspensién acuosa de hidroxifosfato de aluminio. APA se fabrica combinando cloruro de aluminio y
fosfato de sodio en una relacién volumétrica 1:1 para precipitar hidroxifosfato de aluminio. Después del proceso de
combinacién, el material se reduce de tamafio con un mezclador de alta cizalla para conseguir una distribucién de
tamafio de particula monodispersada. Después, el producto se diafiltra contra solucién salina fisiolégica y se
esteriliza con vapor.

Un AI(OH); disponible en el mercado (por ejemplo, Alhydrogel® o Superfés de Dinamarca/Accurate Chemical and
Scientific Co., Westbury, NY) puede usarse para adsorber proteinas. La adsorcién de proteinas puede depender, del
p! (pH isoeléctrico) de la proteina y el pH del medio. Una proteina con un pl mas bajo se adsorbe al ion aluminio
cargado positivamente con méas fuerza que una proteina con un pl mas alto. Las sales de aluminio pueden
establecer un depésito de Ag que se libera lentamente durante un periodo de 2 a 3 semanas, estar implicadas en la

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 040 T3

activacion inespecifica de macréfagos y la activacién del complemento, y/o estimular el mecanismo inmunitario
innato (posiblemente a través de la estimulacién del acido urico). Véase, por ejemplo, Lambrecht et al., 2009, Curr
Opin Immunol 21:23.

Los conjugados acuosos monovalentes en masa normalmente se combinan entre si y se diluyen. Una vez diluido, el
lote se filtra de forma estéril. Se afiade asépticamente adyuvante de fosfato de aluminio para alcanzar una
concentracién final de 4 pg/ml para todos los serotipos de S. pneumoniae excepto el serotipo 6B, que se diluye hasta
un objetivo de 8 pg/ml y una concentracién final de aluminio de 250 pg/ml. El lote formulado y adyuvado se cargara
en viales o jeringas.

El adyuvante puede ser una secuencia de nucleétidos que contiene CpG, por ejemplo, un oligonucleétido que
contiene CpG, en particular, un oligodesoxinucleétido que contiene CpG (CpG ODN). El adyuvante puede ser ODN
1826, que puede adquirirse en Coley Pharmaceutical Group.

"Nucleétido que contiene CpG", "Oligonucleétido que contiene CpG", "Oligonucledtido de CpG", y expresiones
similares se refieren a una molécula de nucleétidos de 6-50 nucleétidos de longitud que contiene un resto CpG no
metilado. Véase, por ejemplo, Wang et al., 2003, Vaccine 21:4297. Se prevé cualquier otra definiciéon de los términos
aceptada en la técnica. Los oligonucleétidos que contienen CpG incluyen oligonucleétidos modificados que usan
cualquier unién internucleosidica sintética, base modificada y/o azicar modificada.

Los métodos para el uso de oligonucleétidos CpG son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en
Sur et al., 1999, J Immunol. 162:6284-93; Verthelyi, 2006, Methods Mol Med. 127:139-58; y Yasuda et al., 2008, Crit
Rev Ther Drug Cartier Syst. 23:89-110.

Administracién/dosificacién

Las composiciones y formulaciones de la presente invencién pueden usarse para proteger o tratar a un ser humano
susceptible de infeccién, por ejemplo, una infeccién neumocécica, por medio de la administraciéon de la vacuna
mediante via sistémica o mucosa. En una realizacién, la presente divulgacién proporciona un método de induccién
de una respuesta inmunitaria a un conjugado de polisacarido capsular de S. pneumoniae, que comprende
administrar a un ser humano una cantidad inmunolégicamente eficaz de una composicién inmunogénica de la
presente invencién. En otra realizacién, la presente divulgacién proporciona un método de vacunacién de a un ser
humano contra una infeccién neumocécica, que comprende la etapa de administrar al ser humano una cantidad
inmunolégicamente eficaz de una composicién inmunogénica de la presente invencién.

Las cantidades 6ptimas de los componentes de una vacuna particular pueden determinarse mediante estudios
convencionales que implican la observacién de respuestas inmunitarias apropiadas en sujetos. Por ejemplo, en otra
realizacion, la dosificacidén para la vacunacién humana se determina mediante extrapolacién de estudios en animales
a datos de seres humanos. En otra realizacién, la dosificacién se determina empiricamente.

"Cantidad eficaz" de una composicién de la invencién se refiere a una dosis requerida para provocar anticuerpos que
reducen significativamente la probabilidad o gravedad de la infectividad de un microbio, por ejemplo, S. pneumoniae,
durante una exposicién posterior.

Los métodos de la divulgacién pueden usarse para la prevencién y/o reduccién de sindromes clinicos primarios
provocados por microbios, por ejemplo, S. pneumoniae, incluyendo tanto infecciones invasivas (meningitis,
neumonia y bacteriemia) como infecciones no invasivas (otitis media aguda y sinusitis).

La administracion de las composiciones de la invencién puede incluir uno o mas de: inyeccidén a través de las vias
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o la administracién por via mucosa al sistema
oral/alimentario, los tractos respiratorio o genitourinario. En una realizacién, para el tratamiento de la neumonia u
otitis media, se usa la administracién intranasal (ya que puede evitarse de manera més eficaz el transporte
nasofaringeo de neumococos, atenuando de este modo la infeccién en su fase mas temprana).

La cantidad de conjugado en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad que induzca una respuesta
inmunoprotectora sin efectos adversos significativos. Dicha cantidad puede variar dependiendo del serotipo
neumocécico. En general, para conjugados a base de polisacaridos, cada dosis comprendera de 0,1 a 100 ug de
cada polisacérido, particularmente de 0,1 a 10 yg, y més particularmente de 1 a 5 ug. Por ejemplo, cada dosis puede
comprender 100, 150, 200, 250, 300, 400, 5000 750ngo01,1,5,2,3,4,5,6,7,7,5, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
18, 20, 22, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 pg de cada polisacarido.

Las cantidades 6ptimas de los componentes de una vacuna particular pueden determinarse mediante estudios
convencionales que implican la observacién de respuestas inmunitarias apropiadas en sujetos. Por ejemplo, en otra
realizacion, la dosificacidén para la vacunacién humana se determina mediante extrapolacién de estudios en animales
a datos de seres humanos. En otra realizacién, la dosificacién se determina empiricamente.
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En una realizacién, la dosis de la sal de aluminio es de 10, 15, 20, 25, 30, 50, 70, 100, 125, 150, 200, 300, 500 o
700 pg, 0ode 1, 1,2, 1,5, 2, 3, 5 mg o més. En otra realizacién més, la dosis de sal de aluminio descrita anteriormente
es por ug de proteina recombinante.

En general, cada dosis de 0,5 ml se formula para contener: 2 ug de cada polisacarido de S. pneumoniae, excepto el
polisacérido del serotipo 6B a 4 ug; aproximadamente 32 ug de proteina transportadora CRM197 (por ejemplo,
32 g+ 5pug, +3 g, £ 2 g o+ 1g); 0,125 mg de adyuvante de aluminio elemental (0,5 mg de fosfato de aluminio);
y cloruro de sodio y tampén de L-histidina. La concentracién de cloruro de sodio es de aproximadamente 150 mM
(por ejemplo, 150 mM + 25 mM, + 20 mM, £ 15 mM, £ 10 mM o £ 5 mM) y tampdn de L-histidina aproximadamente
20 mM (por ejemplo, 20 MM £ 5 mM, £ 25 mM, £ 2 mM, + 1 mM o £ 0,5 mM).

De acuerdo con cualquiera de los métodos de la presente divulgacién y en una realizacién, el sujeto es humano. En
determinadas realizaciones, el paciente humano es un lactante (menor de 1 afio de edad), nifio pequefio (de
aproximadamente 12 a 24 meses) o nifio de corta edad (aproximadamente de 2 a 5 afios). En otras realizaciones, el
paciente humano es un paciente anciano (> 65 afios). Las composiciones de la presente invencién también son
adecuadas para su uso con niflos mayores, adolescentes y adultos (por ejemplo, de 18 a 45 afios o de 18 a 65
afos).

En una realizacién de los métodos de la presente divulgacién, una composicién de la presente invencién se
administra como una Unica inoculacién. En otra realizacién, la composicién se administra dos veces, tres veces o
cuatro veces 0 mas, separadas de forma adecuada. Por ejemplo, la composicién puede administrarse a intervalos
de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 meses o cualquier combinacién de los mismos. Se puede seguir el calendario de inmunizacién
designado para vacunas neumocdcicas. Por ejemplo, el programa rutinario para bebés y nifios pequefios contra la
enfermedad invasiva provocada por S. pneumoniae es de 2, 4, 6 y 12-15 meses de edad. Por lo tanto, en una
realizacién preferida, la composicién se administra en una serie de 4 dosis a los 2, 4, 6 y 12-15 meses de edad.

Las composiciones de esta invencién también pueden incluir una o mas proteinas de S. pneumoniae. Los ejemplos
de proteinas de S. pneumoniae adecuadas para su inclusion incluyen aquellas identificadas en las Publicaciones de
solicitud de patentes internacional N.° WO 02/083855 y WO 02/053761.

Formulaciones

Las composiciones de la invencién pueden administrarse a un sujeto mediante uno o méas métodos conocidos por un
experto en la materia, tal como por via parenteral, por via transmucosa, por via transdérmica, por via intramuscular,
por via por via intravenosa, por via intradérmica, por via intranasal, por via subcutanea, por via intraperitoneal y
formularse en consecuencia.

En una realizacién, las composiciones de la presente invencién se administran a través de inyeccién epidérmica,
inyeccion intramuscular, inyeccion intravenosa, intraarterial, subcutanea o inyeccion intrarrespiratoria en la mucosa
de una preparacidn liquida. Las formulaciones liquidas para inyeccién incluyen soluciones y similares.

La composicién de la invencién puede formularse como viales de dosis Unica, viales multidosis o como jeringas
precargadas.

En ofra realizacién, las composiciones de la presente invencién se administran por via oral y, por lo tanto, se
formulan en una forma adecuada para la administracion oral, es decir, en forma de una preparacion sélida o liquida.
Las formulaciones orales sélidas incluyen comprimidos, capsulas, pildoras, granulos, microgranulos y similares. Las
formulaciones orales liquidas incluyen soluciones, suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares.

Los portadores farmacéuticamente aceptables para formulaciones liquidas son soluciones acuosas o no acuosas,
suspensiones, emulsiones o aceites. Son ejemplos de disolventes no acuosos propilenglicol, polietilenglicol y ésteres
organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua, soluciones
alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo solucién salina y medio tamponado. Son ejemplos de
aceites aquellos de origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de
oliva, aceite de girasol, aceite de higado de pescado, otro aceite marino o un lipido de leche o huevos.

La composicidn farmacéutica puede ser isotdnica, hipotdnica o hiperténica. Sin embargo, a menudo se prefiere que
una composicién farmacéutica para infusién o inyeccién sea esencialmente isoténica cuando se administra. Por lo
tanto, para el almacenamiento, la composicién farmacéutica puede ser preferentemente isoténica o hiperténica. Sila
composicién farmacéutica es hiperténica para el almacenamiento, puede diluirse para convertirla en una solucién
isoténica antes de la administracion.

El agente isotdnico puede ser un agente isoténico iénico tal como una sal 0 un agente isotdnico no i6énico tal como
un hidrato de carbono. Los ejemplos de agentes isoténicos idnicos incluyen, pero sin limitacién, NaCl, CaCl,, KCl y
MgCl. Los ejemplos de agentes isoténicos no idnicos incluyen, pero sin limitacién, sacarosa, trehalosa, manitol,
sorbitol y glicerol.
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También se prefiere que al menos un aditivo farmacéuticamente aceptable sea un tampén. Para algunos fines, por
ejemplo, cuando la composiciéon farmacéutica estd destinada a infusién o inyeccién, a menudo es deseable que la
composicién comprenda un tampdn, que sea capaz de tamponar una solucién a un pH en el intervalo de 4 a 10, tal
como de 5a 9, por ejemplo, de 6 a 8.

El tampén puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en tampdn de Tris, acetato, glutamato, lactato,
maleato, tartrato, fosfato, citrato, carbonato, glicinato, L-histidina, glicina, succinato y trietanolamina.

El tampdn puede ademas seleccionarse, por ejemplo, de tampones compatibles con la USP para su uso parenteral,
en particular, cuando la formulacién farmacéutica es para su uso parenteral. Por ejemplo, el tampdn puede
seleccionarse del grupo que consiste en &cidos monobasicos tales como acético, benzoico, glucénico, glicérico y
lactico; &cidos dibasicos tales como aconitico, adipico, ascérbico, carbénico, glutdmico, malico, succinico y tartarico,
acidos polibésicos tales como citrico y fosférico; y bases tales como amoniaco, dietanolamina, glicina, trietanolamina
y Tris.

Los vehiculos parenterales (para inyeccién subcutanea, intravenosa, intraarterial o intramuscular) incluyen solucién
de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer lactado y aceites no volatiles. Los
vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y nutrientes, reponedores de electrolitos tales como los
basados en dextrosa de Ringer y similares. Los ejemplos son liquidos estériles tales como agua y aceites, con o sin
la adicién de un tensioactivo y otros adyuvantes farmacéuticamente aceptables. En general, son portadores liquidos
preferidos agua, solucién salina, dextrosa acuosa y soluciones de azlcar relacionadas, glicoles tales como
propilenglicoles o polietilenglicol, Polisorbato 80 (PS-80), Polisorbato 20 (PS-20) y Poloxdmero 188 (P188),
particularmente para soluciones inyectables. Son ejemplos de aceites aquellos de origen animal, vegetal o sintético,
por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de higado de pescado, otro
aceite marino o un lipido de leche o huevos.

Las formulaciones también pueden contener un tensioactivo. Los tensioactivos preferidos incluyen, pero sin
limitacién: los tensioactivos de ésteres de polioxietilensorbitano (habitualmente denominados los Tweens),
especialmente PS-20 y PS-80; copolimeros de 6xido de etileno (OE), éxido de propileno (OP) y/u 6xido de butileno
(OB), comercializados con el nombre comercial DOWFAX™, tales como copolimeros de bloques de EOQ/PO lineales;
octoxinoles, que pueden variar en el numero de grupos etoxi (oxi-1,2-etanodiilo) repetidos, siendo de particular
interés el octoxinol-9 (Triton X-100 o t-octilfenoxipolietoxietanol); (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40),
fosfolipidos tales como fosfatidilcolina (lecitina); etoxilatos de nonilfenol, tales como la serie Tergitol™ NP; éteres
grasos de polioxietileno derivados de los alcoholes laurilico, cetilico, estearilico y oleilico (conocidos como
tensioactivos Brij), tales como trietilenglicol monolauril éter (Brij 30); y ésteres de sorbitano (conocidos habitualmente
como SPAN), tales como trioleato de sorbitano (Span 85) y monolaurato de sorbitano. Un tensioactivo preferido para
incluir en la emulsiéon es PS-20 o PS-80.

Pueden usarse mezclas de tensioactivos, por ejemplo, mezclas de PS-80/Span 85. También es adecuada una
combinacién de un éster de polioxietilensorbitano tal como monooleato de polioxietilensorbitano (PS-80) y un
octoxinol tal como t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100). Otra combinacién util comprende laureth 9 mas un éster
de polioxietilensorbitano y/o un octoxinol.

Son cantidades preferidas de tensioactivos: ésteres de polioxietilensorbitano (tales como PS-80) del 0,01 al 1 % p/v,
en particular aproximadamente el 0,1 % p/v; octil o nonilfenoxipolioxietanoles (tales como Triton X-100 u otros
detergentes de la serie Triton) del 0,001 al 0,1 % p/v, en particular del 0,005 al 0,02 % plv; éteres de polioxietileno
(tales como laureth 9) del 0,1 al 20 % p/v, preferentemente del 0,1 al 10 % p/v y en particular del 0,1 al 1 % p/v o
aproximadamente del 0,5 % p/v.

Es posible que sea necesario optimizar la eleccién del tensioactivo para diferentes medicamentos y principios
activos. Para vacunas multivalentes que contienen 15 o mas serotipos de polisacaridos de S. pneumoniae, se
prefieren PS-20 y P188. La eleccién de la quimica utilizada para preparar el conjugado también puede influir en la
estabilizaciéon de la formulaciéon. En particular, como se ejemplifica a continuacién, los conjugados polisacarido
neumocdcico-proteina preparados en un disolvente acuoso o DMSO y combinados en una composicién multivalente
muestran diferencias significativas en la estabilidad dependiendo de los sistemas tensioactivos particulares utilizados
para la formulacion.

Para las formulaciones descritas en el presente documento, un poloxamero tiene generalmente un peso molecular
en el intervalo de 1.100 Da a 17.400 Da, de 7.500 Da a 15.000 Da o de 7.500 Da a 10.000 Da. El poloxamero puede
seleccionarse de poloxémero 188 o poloxamero 407. La concentracién final del poloxdmero en las formulaciones de
la invencién es de 0,001 al 5% p/v o del 0,025 al 1 % p/v. Un sistema tensioactivo que comprende un poloxamero
debe comprender ademés un poliol. En determinados aspectos, el poliol es propilenglicol y tiene una concentracién
final del 1 al 20 % p/v. En determinados aspectos, el poliol es polietilenglicol 400 y tiene una concentracién final del 1
al 20 % phv.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 040 T3

Son polioles adecuados para las formulaciones los polioles poliméricos, particularmente poliéter dioles incluyendo,
pero sin limitacion, propilenglicol y polietilenglicol, polietilenglicol monometil éteres. El propilenglicol esta disponible
en un intervalo de pesos moleculares del mondmero de -425 Da a -2700 Da. El polietilenglicol y el polietilenglicol
monometil éter también estan disponibles en un intervalo de pesos moleculares que varian de ~200 Da a -35
000 Da, incluyendo, pero sin limitacién, PEG200, PEG300, PEG400, PEG1000, PEG MME 550, PEG MME 600,
PEG MME 2000, PEG MME 3350 y PEG MME 4000. Un polietilenglicol preferido es el polietilenglicol 400. La
concentracién final del poliol en las formulaciones puede ser del 1 al 20 % p/v o del 6 al 20 % p/v.

La formulacién también contiene una solucién salina de pH tamponado. El tampén, por ejemplo, puede
seleccionarse del grupo que consiste en Tris, acetato, glutamato, lactato, maleato, tartrato, fosfato, citrato,
carbonato, glicinato, L-histidina, glicina, succinato, HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico), MOPS
(4cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico), MES (2-(N-morfolino)etanosulfénico) y tampén de trietanolamina. El tampén
es capaz de tamponar una solucién a un pH en el intervalode 4 a 10, de 52 a 7,5 o de 5,8 a 7,0. En determinados
aspectos, el tampén seleccionado del grupo que consiste en fosfato, succinato, L-histidina, MES, MOPS, HEPES,
acetato o citrato. El buffer ademas, por ejemplo, puede seleccionarse de tampones compatibles con la USP para su
uso parenteral, en particular, cuando la formulacién farmacéutica es para su uso parenteral. Las concentraciones de
tampdn variaran de 1 mM a 50 mM o de 5 mM a 50 mM. En determinados aspectos, el tampén es L-histidina a una
concentracién final de 5 mM a 50 mM, o succinato a una concentracién final de 1 mM a 10 mM. En determinados
aspectos, la L-histidina est4 a una concentracién final de 20 mM £ 2 mM.

Aunque se prefiere la solucién salina (es decir, una solucién que contenga NaCl), otras sales adecuadas para la
formulacién incluyen, pero sin limitacién, CaCl,, KCl y MgCl, y combinaciones de los mismos. Pueden usarse
agentes isotonicos no iénicos incluyendo, pero sin limitacién, sacarosa, trehalosa, manitol, sorbitol y glicerol en lugar
de una sal. Los intervalos de sal adecuados incluyen, pero sin limitacién, a 25 mM a 500 mM o de 40 mM a 170 mM.
En un aspecto, la solucién salina es NaCl, opcionalmente presente a una concentracién de 20 mM a 170 mM.

En una realizacién preferida, las formulaciones comprenden un tampén de L-histidina con cloruro de sodio.

En otra realizacion, la composicién farmacéutica se administra en un sistema de liberaciéon controlada. Por ejemplo,
el agente puede administrarse usando infusién intravenosa, un parche transdérmico, liposomas u otros modos de
administracién. En otra realizacién, se usan materiales poliméricos; por ejemplo, en microesferas o en un implante.
Las composiciones de esta invencién también pueden incluir una o mas proteinas de S. pneumoniae. Los ejemplos
de proteinas de S. pneumoniae adecuadas para su inclusion incluyen aquellas identificadas en las Publicaciones de
solicitud de patentes internacional N.° WO 02/083855 y WO 02/053761.

Métodos analiticos

Anélisis de peso molecular y concentracion de conjugados usando un ensayo de HPSEC/UVIMALS/IRI

Se inyectan muestras de conjugado y se separan mediante cromatografia de exclusién por tamafio de alto
rendimiento (HPSEC). La detecciéon se logra con detectores de ultravioleta (UV), dispersién de luz multiangulo
(MALS) e indice de refraccidn (RI) en serie. La concentracién de proteinas se calcula a partir de UV280 usando un
coeficiente de inactivacion. La concentracion de polisacarido se desconvoluciona de la sefial de Rl (contribuida tanto
por la proteina como por el polisacarido) usando los factores dn/dc que son el cambio en el indice de refraccién de
una solucién con un cambio en la concentracién de soluto publicado en ml/g. El peso molecular promedio de las
muestras se calcula mediante el software Astra (Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, CA) usando la
concentracién medida y la informacién de dispersidén de la luz en todo el pico de la muestra. Existen multiples formas
de valores promedio de peso molecular para moléculas polidispersas. Por ejemplo, el peso molecular promedio en
ndimero Mn, el peso molecular promedio en peso Mw y el peso molecular promedio z Mz (Molecules, 2015,
20:10313-10341). A menos que se especifique, la expresiéon "peso molecular', como se usa en toda la memoria
descriptiva, es el peso molecular promedio en peso.

Determinacién del consumo de lisina en proteinas conjugadas como medida del numero de uniones covalentes entre
el polisacérido y la proteina transportadora

El andlisis de aminoacidos (AAA) AccQ-Tag de Waters se usa para medir el grado de conjugacién en muestras de
conjugado. Las muestras se hidrolizan mediante hidrélisis acida en fase de vapor en la estacién de trabajo Eldex,
para romper las proteinas transportadoras en los aminoécidos que las componen. Los aminoacidos libres se
derivatizan usando carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo (AQC). Después, las muestras derivatizadas
se analizan usando UPLC con deteccién UV en una columna C18. La concentracién promedio de proteina se
obtiene usando aminoacidos representativos distintos de la lisina. El consumo de lisina durante la conjugacién (es
decir, la pérdida de lisina) estd determinado por la diferencia entre la cantidad medida promedio de lisina en el
conjugado y la cantidad esperada de lisina en la proteina de partida.

Ensayos de polisacaridos libres
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El polisacérido libre (es decir, el polisacarido que no estd conjugado con CRM197) en la muestra de conjugado se
mide precipitando en primer lugar la proteina libre y los conjugados con desoxicolato (DOC) y acido clorhidrico.
Después, los precipitados se filtran y se analiza la concentracién de polisacéarido libre en los filtrados mediante
HPSEC/UV/MALS/RI. El polisacarido libre se calcula como un porcentaje del polisacarido total medido por
HPSEC/UV/MALS/RI.

Ensayos de proteinas libres

Se separan polisacéarido libre, conjugado polisacarido-CRM197 y CRM197 libre en las muestras de conjugado
mediante electroforesis capilar en modo de cromatografia electrocinética micelar (MEKC). Brevemente, las muestras
se mezclan con tampdn de ejecuciéon de MEKC que contiene borato 25 mM, SDS 100 mM, pH 9,3 y se separan en
un capilar de silice fundida desnudo preacondicionado. La separacién se controla a 200 nm y la CRM197 libre se
cuantifica con una curva patrén de CRM197. Los resultados de proteina libre se publican como un porcentaje del
contenido total de proteina determinado mediante el procedimiento HPSEC/UV/MALS/RI.

Los siguientes ejemplos ilustran pero no limitan la invencién.
Ejemplos
EJEMPLO 1: Preparacion de polisacaridos capsulares de S. pneumoniae

Son bien conocidos en la técnica métodos de cultivo de neumococos. Véase, por ejemplo, Chase, 1967, Methods of
Immunology and Immunochemistry 1:52. También son conocidos en la técnica métodos para preparar polisacéridos
capsulares neumocécicos. Véase, por ejemplo, la Patente europea N.° EP 0 497 524 B 1. El proceso que se
describe a continuacién sigue en general el método descrito en la patente europea n® EP 0 497 524 B1 y es
aplicable en general a todos los serotipos de neumococo, excepto cuando se modifique especificamente.

Se obtuvieron aislados del subtipo neumocécico 24F de la Colecciéon de Cultivos Merck. Cuando es necesario, los
subtipos pueden diferenciarse sobre la base de la reaccién de Quelling usando antisueros especificos. Véase, por
ejemplo, la Patente de los EE. UU. N.° 5.847.112. Los aislados obtenidos se aislaron clonalmente mediante la
siembra en serie en dos etapas en placas de agar que consistian en un medio libre de componentes animales que
contenia peptona de soja, extracto de levadura y glucosa sin hemina. Los aislados clonales de cada serotipo se
expandieron posteriormente en cultivo liquido usando medios libres de componentes animales que contenian
peptona de soja, extracto de levadura, HEPES, cloruro de sodio, bicarbonato de sodio, fosfato de potasio, glucosa y
glicerol para preparar los bancos de células premaestras.

La produccién de cada serotipo de polisacarido neumocécico consistié en una fermentacion de expansién celular y
produccién por lotes, seguida de una inactivacién quimica previa a la purificacion posterior. Se expandié un vial de
banco de células descongelado de cada serotipo usando un matraz agitador o un frasco de cultivo que contenia un
medio de crecimiento sin componentes animales previamente esterilizado que contenia peptona de soja o
ultrafiltrado de peptona de soja, extracto de levadura o ultrafiltrado de extracto de levadura, HEPES, cloruro de
sodio, bicarbonato de sodio, fosfato de potasio y glucosa. El cultivo de expansién celular se realizé en un matraz o
frasco agitado sellado para minimizar el intercambio de gases con control de temperatura y agitacién. Una vez
alcanzada la densidad de cultivo especificada, medida por densidad 6ptica a 600 nm, una porcién del cultivo de
expansién celular se transfiri6 a un fermentador de produccién que contenia un medio de cultivo preesterilizado sin
componentes animales que contenia peptona de soja o ultrafiltrado de peptona de soja, extracto de levadura o
ultrafiltrado de extracto de levadura, cloruro de sodio, fosfato de potasio y glucosa. Se controlaron la temperatura, el
pH, la presidn y la agitacién. También se controlé la superposicién del flujo de aire, ya que no se utilizé rociado.

La fermentacién discontinua se interrumpié mediante la adicidén de un agente quimico inactivador, fenol, cuando la
glucosa estaba casi agotada. Se afiadié fenol puro a una concentracién final del 0,8 - 1,2 % para inactivar las células
y liberar el polisacarido capsular de la pared celular. La inactivaciéon primaria se produce durante un tiempo
determinado dentro del fermentador, donde se siguen controlando la temperatura y la agitaciéon. Después de la
inactivacién primaria, el lote se transfiri6 a otro recipiente donde se mantuvo durante un tiempo adicional
especificado a temperatura y agitacién controladas para su completa inactivacién. Esto se confirmé mediante
técnicas de recubrimiento microbiano o mediante la verificacién de la concentracién de fenol y el tiempo
especificado. A continuacién, se purificé el caldo inactivado.

Purificacién de Ps
La purificacién del polisacarido neumocécico consisti6 en varias operaciones de centrifugacién, filtracién en
profundidad, concentracion/diafiltracién y etapas de precipitacién. Todos los procedimientos se realizaron a

temperatura ambiente, a menos que se especifique lo contrario.

El caldo inactivado de los cultivos fermentadores de S. pneumoniae se floculé con un polimero catiénico (como BPA-
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1000, Petrolita "Tretolite" y "Spectrum 8160" y poli(etilenimina), "Millipore pDADMAC"). Los polimeros catiénicos se
unieron a la proteina impureza, acidos nucleicos y residuos celulares. Después de la etapa de floculacién y un
periodo de envejecimiento, los sélidos floculados se eliminaron mediante centrifugacién y mdltiples etapas de
filtracién en profundidad. El caldo clarificado se concentré y se diafiltré6 usando un filtro MWCO (punto de corte de
peso molecular) de 100 kDa a 500 kDa. La diafiltracién se realizé con Tris, tampén de MgCl, y tampén de fosfato de
sodio. La diafiltracién eliminé el acido nucleico y las proteinas residuales.

La eliminacién adicional de impurezas se logré mediante reprecipitacién del polisacarido en acetato de sodio y fenol
con alcohol desnaturalizado y/o isopropanol. Durante la etapa de precipitacién del fenol, se cargaron acetato de
sodio en tampén salino de fosfato de sodio y fenol (fenoles licuados o fenoles sélidos) en el retenido diafiltrado.
Después, se realiz6 el fraccionamiento alcohélico del polisacarido en dos etapas. En la primera etapa se afiadi6 a la
preparacién un bajo porcentaje de alcohol para precipitar los residuos celulares y otras impurezas no deseadas,
mientras que el polisacarido en bruto permanecia en solucién. Las impurezas se eliminaron mediante centrifugacion
seguida de una etapa de filtraciéon en profundidad. Después, se recuperé el polisacarido de la solucién afiadiendo
isopropanol o alcohol desnaturalizado al lote. El sedimento de polisacaridos precipitado se recuperé por
centrifugacién, se tritur6 y se sec6 en forma de polvo y se almacené congelado a -70 °C.

EJEMPLO 2: Analisis de estructura por RMN de los polisacéridos

La estrategia para determinar la estructura del polisacarido implicd un proceso de multiples etapas realizado
sustancialmente como se describe en Abeygunawardana et al., Determination of the Chemical Structure of Complex
Polysaccharides by Heteronuclear NMR Spectroscopy en Advances in Biophysical Chemistry 1993, Vol 3, paginas
199-249, JAI Press Inc. Los polisacaridos purificados se examinaron usando técnicas convencionales de RMN 1D y
2D. Por Ultimo, los polisacaridos se examinaron para detectar la presencia de fosfato usando RMN 3'P.

Las asignaciones de los restos de monosacaridos se realizaron mediante 'H-'"H COSY, COZY homonuclear de
filtrado cuantico doble y espectroscopia de correlacion total (TOCSY). Los desplazamientos quimicos de '3C se
asignaron mediante espectroscopia de coherencia cuantica Unica heteronuclear (HSQC) y una combinacién HSQC-
TOCSY. Se usdé HSQC editado por multiplicidad para distinguir los grupos metileno de metino. Las uniones entre
restos se determinaron a través de una combinacién de espectroscopia HMBC y NOESY. La configuracion
anomérica de los restos se determiné a partir de los valores de desplazamientos quimicos anoméricos de protones y
carbonos, 3Ju1nz2 ¥ "hict. La configuracion anomérica de los anillos de furanosa es dificil de evaluar a partir de
valores de SJu1 2 ¥ "Jhice, por lo tanto, para esta determinacion se usaron acoplamientos de largo alcance de
protones del anillo del carbono anomérico.

La espectroscopia de RMN de fésforo 1D indicé que los polisacaridos del serotipo 24F contenian fésforo en la
estructura. La asignacién del sitio de union del fésforo se realiz6 a través de espectroscopia HMBC P'H-3! sobre
polisacérido purificado (Fig. 5A) y peryodato oxidado (Fig. 5B).

Basandose en los datos de RMN de las Fig. 2-5, se determind que la estructura para el polisacarido de S.
pnheumoniae serotipo 24F era el siguiente:

[—4)-B-Glep-(1—4)-B-GlepNAc-(1—4)-B-Rhap-(1—].
3 3

1 T
1 PO,
a-Rhap 1
4 1
) arabinitol
1
B-Ribf

en donde n representa el numero de unidades de repeticion que constituyen el polisacarido. Véase también la Fig.
1A

Los restos de azlcar incluyen ramnosa (Rha), ribosa (Rib), glucosa (Glc) y arabinitol. Uno de los restos de glucosa
estd N-acetilado. La ribosa se encuentra en forma de furanosa.

Las letras en cursiva (p y f) se refieren a piranosa (un anillo cerrado que consiste en seis atomos) y furanosa (un
anillo cerrado que consiste en cinco atomos).

a y B se refieren a la configuracién del protén unido al carbono anomérico de la unidad de azucar. El carbono
anomérico siempre es el nimero 1 cuando se marca el atomo de carbono en una unidad de azlcar (por lo general
del 1 al 8). a significa que el protén anomérico estd en la posicion ecuatorial en la estructura 3D. B significa que el
protén anomérico esta en posicién axial.
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Los numeros asociados a las flechas se refieren a como estan conectadas entre si las unidades de azlcar
individuales. Por ejemplo, la nomenclatura a-Rhap-(1—3)-a-Glcp- significa que el carbono nimero 1 de la ramnosa
esta unido al carbono nimero 3 de la glucosa (p significa que ambos son anillos de piranosa).

Identificacién del sitio de activacién principal del polisacérido de S. pneumoniae serotipo 24F

Se encontrd que el sitio de activacion principal en S. pneumoniae serotipo 24F estaba en el segundo carbono de la
cadena lateral de arabinitol.

El polisacarido oxidado del serotipo 24F se liofilizd y después se redisolvié con éxido de deuterio para el analisis por
RMN. Los experimentos de RMN se realizaron a 600 MHz a una temperatura de la sonda de 37 °C usando una
sonda enfriada criogénicamente. Se adquiri6 un espectro de protones unidimensional (1D) usando un pulso de 90
grados con 16 transitorios y un retraso de 10 segundos entre pulsos (incluyendo 3 segundos de tiempo de
obtencidn). Los datos de gradiente COZY y TOCSY se adquirieron con 4 y 16 transitorios (respectivamente) en la
primera dimensién y 512 incrementos en la segunda dimensién. Se obtuvo 1D TOCSY, centrado en el triplete a
5,19 ppm, con 1024 transitorios con un tiempo de reciclaje de 10 segundos (incluyendo 3 segundos de tiempo de
obtencién) y un tiempo de mezcla de 90 ms. Se adquirié un gHSQCAD editado por multiplicidad con 64 transitorios y
512 incrementos.

En comparacién con el polisacérido no activado, el espectro de protones 1D mostré una sefial adicional (triplete) en
la regién anomérica a 5,19 ppm. Los datos de gCOSY y TOCSY mostraron un pico cruzado desde la sefial de
5,19 ppm a una sefial de 3,86 ppm. EI 1D TOCSY con banda selectiva centrada en 5,19 ppm mostré solamente una
correlacidén Unica con un triplete en 3,86 ppm (Figura 6). Los datos de gHSQCAD proporcionaron desplazamientos
quimicos de carbono de 91,13 ppm (sefial a 5,19 ppm) y 70,79 ppm (sefial a 3,86 ppm). El desplazamiento quimico
de carbono a 91,13 ppm esté ligeramente hacia arriba de donde normalmente se observan sefiales anoméricas que
indican que se trata de un aldehido hidratado. La otra sefial a 70,69 ppm se identificé como metileno (los carbonos
de metileno tienen una fase opuesta a los carbonos de metino y metilo en el experimento gHSQCAD editado por
multiplicidad; Figura 7). Estos datos indican que el protén en 5,19 ppm (del aldehido hidratado) es adyacente al
grupo metileno (3,86 ppm de protén y 70,69 ppm de carbono). El Unico lugar donde esto podria ocurrir, basandose
en la estructura del polisacérido 24F, es en la cadena lateral de arabinitol en el carbono 2.

La formacién de un aldehido predominantemente en el segundo carbono fue sorprendente porque requiere una
escisién selectiva de los carbonos 2,3 con dioles vecinales o series continuas preferidas de oxidacién en carbonos
de mayor nimero con dioles vecinales (o aldehido) hasta la oxidacién final en el 2.° carbono del azUcar arabinitol.

EJEMPLO 3: Conjugacién del polisacarido de S. pneumoniae serotipo 24F con CRM197 usando aminacion
reductora en dimetilsulféxido

El polisacérido se disolvid, se dimensiond a una masa molecular diana, se activé quimicamente y se intercambié el
tampén por ultrafiltracion. El polisacarido activado y la CRM197 purificada se liofilizaron individualmente y se
redisolvieron en dimetilsulféxido (DMSOQO). Después, las soluciones disueltas de nuevo de polisacarido y CRM197 se
combinaron y se conjugaron como se describe a continuacién. El conjugado resultante se purific6 mediante
ultrafiltracién antes de una filtracién final de 0,2 micrémetros. Se controlaron varios parametros de proceso dentro de
cada etapa, tales como pH, temperatura, concentracién y tiempo para producir conjugados con los atributos
deseados.

Reduccién del tamafio de los polisacaridos y oxidacion

El polvo de Ps capsular neumocécico purificado se disolvié en agua y se filtr6 a 0,45 micrémetros. El tamafio del
polisacéarido disuelto se redujo mediante hidrélisis acida afiadiendo acido acético hasta 200 mM, incubando a 92 °C
durante 50 minutos, después neutralizando mediante la adicién de tampén fosfato de potasio frio a pH 7 hasta
400 mM.

El polisacarido de tamafio reducido se concentré y se diafiltré frente a agua usando una membrana de ultrafiltracién
de flujo tangencial de NMWCO de 5.

Después, la solucién de polisacéaridos se ajustd a 22 °C y pH 5 con un tampén de acetato de sodio para minimizar la
reduccién del tamafio de los polisacaridos debida a la activaciéon. La activacién del polisacérido se inicié con la
adicién de una solucién 100 mM de metaperyodato de sodio. El metaperyodato de sodio afiadido fue 0,18-0,21
moles de metaperyodato de sodio por mol de unidad de repeticién de polisacarido para conseguir un nivel diana de
activacion de polisacarido (moles de aldehido por mol de unidad de repeticién de polisacarido). La reaccién de
oxidacién transcurrié durante 2 horas a 22 °C.

El producto activado se diafiltré frente a fosfato de potasio 10 mM, pH 6,4 seguido de diafiltracién frente a agua
usando una membrana de ultrafiltracién de flujo tangencial de NMWCO de 5 kDa. La ultrafiltracién se realizé a 2-
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8°C.
Conjugacién de polisacaridos con CRM197

La CRM197 purificada, obtenida a través de la expresion en Pseudomonas fluorescens como se ha descrito
previamente (documento WO 2012/173876 A1), se diafiltré frente a fosfato 2 mM, tampén de pH 7,0 usando una
membrana de ultrafiltracion de flujo tangencial de NMWCO de 5 kDa y filtrado de 0,2 micrémetros.

Los polisacaridos activados se formularon para liofilizacién a 2 mg de Ps/ml con una concentracién de sacarosa del
10 % p/v. La CRM197 se formulé para liofilizacién a 6 mg de Pr/ml con una concentracién de sacarosa del 1 % p/v.

Las soluciones formuladas de Ps y CRM197 se liofilizaron individualmente. Los materiales liofilizados de Ps y
CRM197 se redisolvieron individualmente en volumenes iguales de DMSO. La solucién de polisacaridos se adicion6
con cloruro de sodio a una concentraciéon final de 20-50 mM. Las soluciones de polisacarido y CRM197 se
combinaron para conseguir una concentracién de polisacarido de 1,4-1,5 g de Ps/l (gramos de polisacéarido/litro) y
una relacién en masa de polisacarido a CRM197 de 1,5. La relacién en masa se selecciond para controlar la relacion
de polisacarido con respecto a CRM197 en el conjugado resultante. Se afiadié cianoborohidruro de sodio (1 mol por
mol de unidad de repeticién de polisacéarido) y la conjugacién transcurrié durante 2 horas a 22 °C.

Reduccién con borohidruro de sodio

Se afiadié borohidruro de sodio (2 moles por mol de unidad de repeticiéon de polisacarido) después de la reaccién de
conjugacioén y se incub6 durante 1 horas a 22 °C. El lote se diluy6é en cloruro de sodio 150 mM, con polisorbato 20
aproximadamente al 0,025 % (p/v), a aproximadamente 4 °C. Después, se afiadidé tampdn de fosfato de potasio para
neutralizar el pH. Para algunos lotes, el lote se concentrd y se diafiltr6 a aproximadamente 4 °C frente a cloruro de
sodio 150 mM, fosfato de potasio 25 mM pH 7, usando una membrana de ultrafiltracién de flujo tangencial de
NMWCO de 30 kD.

Filtracién final y almacenamiento de producto

Después, el lote se concentré y se diafiltré frente a histidina 10 mM en cloruro de sodio 150 mM, pH 7,0, con
polisorbato 20 al 0,015 % (p/v), a 4 °C usando una membrana de ultrafiltracién de flujo tangencial de NMWCO de
300 kDa.

El lote retenido se filtré a 0,2 micrometros y después se diluyd con histidina 10 mM adicional en cloruro de sodio
150 mM, pH 7,0 con polisorbato 20 al 0,015 % (p/v), se dispensé en alicuotas y se congelé a < -60 °C.

La Tabla 1 muestra los atributos para conjugado de polisacéarido de S. pneumoniae serotipo 24F preparado en
DMSO.

Tabla 1. Atributos de conjugado de polisacarido de S. pneumoniae serotipo 24F procedente de conjugacién con

DMSO
Mw de Ps Mw del Ps:Pr | Consumo de lisina (mol/mol de Ps libre / Ps Proteina libre /
oxidado conjugado CRM197) total Proteina total
100 kD 4875 kD 094 |73 4.4 % 1,4 %
101 kD 3970 kD 0,81 179 5,8 % 46 %

EJEMPLO 4: Formulacién de conjugados monovalentes

Se prepararon conjugados polisacarido neumocécico-CRM197 como se describe en el Ejemplo 3. El volumen
requerido de conjugados en masa necesario para obtener la concentracién objetivo de serotipos individuales se
calcul6 basandose en el volumen del lote y la concentracién de las concentraciones individuales de polisacaridos en
masa. Se combiné conjugado en masa de S. pneumoniae serotipo 24F con excipientes, se filtré de forma estéril y se
afladid a APA en condiciones de mezcla. La concentracién final de la vacuna conjugada monovalente de S.
pneumoniae serotipo 24F fue de 4 ug/ml (p/v de PnP) con histidina 20 mM, NaCl 150 mM, PS-20 al 0,2 % (p/v) y
0,250 mg/ml (p/v de PA) en forma de APA.

EJEMPLO 5: Estudio de inmunogenicidad con conejo blanco de Nueva Zelanda del conjugado monovalente

La inmunogenicidad de los conjugados monovalentes se evalué en un modelo de Conejo Blanco de Nueva Zelanda
(NZWR, por sus siglas en inglés). Se inmunizaron conejos blancos de Nueva Zelanda adultos (NZWR, n = 3/grupo)
por via intramuscular (IM) con 0,25 ml de la vacuna conjugada monovalente respectiva el dia 0 y el dia 14
(alternando lados). La vacuna neumocécica monovalente se dosificé a 1 ug de PnP (polisacarido de S. pneumoniae
serotipo 24F conjugado con CRM197) con 62,5 ug de adyuvante de fosfato de aluminio (APA) por inmunizacién. Los
sueros se recolectaron antes del inicio del estudio (preinmunitario) y los dias 14 (postdosis 1, PD1) y 28 (postdosis 2,
PD2). Los NZWR fueron observados al menos a diario por personal capacitado en el cuidado de animales para
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detectar cualquier signo de enfermedad o angustia. Se consideré que las formulaciones de vacunas contenidas en
los NZWR eran seguras y bien toleradas. Todos los experimentos con animales se realizaron en estricta
conformidad con las recomendaciones de la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos
Nacionales de Salud. El protocolo experimental de NZWR fue aprobado por los Comités Institucionales de Cuidado y
Uso de Animales de Merck & Co., Inc (Kenilworth, Nueva Jersey) y Covance (Denver, PA).

Los sueros de NZWR se analizaron en ensayos ELISA para evaluar la inmunogenicidad de IgG usando una
concentracién de recubrimiento de PnP respectiva de 1-2 mg/ml. El anticuerpo funcional se determiné mediante
ensayos de opsonofagocitosis (OPA) basados en protocolos descritos previamente. Véase, por ejemplo, Caro-
Aguilar et al., 2017, Vaccine 35:865-72 y Burton et al., 20086, Clin Vaccine Immunol 13(9): 1004-9.

Se descubrié que las vacunas neumocécicas conjugadas monovalentes de S. pneumoniae serotipo 24F eran
inmunogénicas en conejos (Figura 8) y generaban anticuerpos funcionales que destruian la cepa bacteriana
respectiva (Figura 9).

EJEMPLO 6: Estudio de exposicién de ratén a conjugado monovalente

Para verificar la inmunogenicidad de glicoconjugados de S. pneumoniae serotipo 24, se sometieron a ensayo en un
modelo de exposicién de ratones. Se inmunizaron ratones jévenes (de 6 a 8 semanas de edad) con 0,1 ml de
vacuna conjugada monovalente 24F-CRM197 el dia 0, el dia 14 y el dia 28 (n = 10/grupo). Se inmunizaron por via
intraperitoneal (IP) ratones C57BL/6 y ratones Swiss Webster con 0,1 ml inyectados en un sitio. Se inmunizaron
ratones CD-1 por via intramuscular (IM) con 0,05 ml inyectados en dos sitios. La vacuna neumocdcica monovalente
se dosificé a 0,4 ug de PnP (polisacarido de 24F conjugado con CRM197) con 25 ug de adyuvante de fosfato de
aluminio (APA) por inmunizacién. Los ratones fueron observados al menos a diario por personal capacitado en el
cuidado de animales para detectar cualquier signo de enfermedad o angustia. Se considerd que las formulaciones
de vacunas contenidas en los ratones eran seguras y bien toleradas.

El dia 52, los ratones se expusieron por via intratraqueal a S. pneumoniae serotipo 24F. Se centrifugaron cultivos de
fase exponencial de S. pneumoniae se lavaron y se suspendieron en PBS estéril. Los ratones se anestesiaron con
isoflurano antes de la exposicién. Se colocaron 108 ufc de S. pneumoniae en 0,1 ml de PBS en la garganta de
ratones colgados en posicién vertical por sus incisivos. La aspiracién de las bacterias se indujo tirando suavemente
de la lengua hacia afuera y tapando las fosas nasales. Los ratones se pesaron a diario y se sacrificaron si la pérdida
de peso excedia el 20 % del peso inicial. Se extrajo sangre a las 24 horas, 48 horas y 72 horas para evaluar la
bacteriemia. Los ratones fueron observados al menos dos veces al dia por personal capacitado en el cuidado de
animales para detectar cualquier signo de enfermedad o angustia. Todos los experimentos con animales se
realizaron en estricta conformidad con las recomendaciones de la Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud. El protocolo experimental de ratén fue aprobado por el Comité
Institucional de Uso y Cuidado de Animales de Merck & Co., Inc.

Se descubrié que la vacuna neumocécica conjugada monovalente 24F-CRM197 tenia un efecto protector en las tres
cepas de ratones después de la exposicién a S. pneumoniae 24F. VVéanse las Figuras 10-12.

EJEMPLO 7: Formulacién de vacunas neumocdcicas conjugadas para estudio polivalente en conejos

Una vacuna neumocdcica conjugada multivalente que consiste en diferentes preparaciones de combinacion en
masa de conjugados (incluyendo las de S. pneumoniae serotipos 16F, 23A, 23B, 24F y 31) se preparé usando
conjugados polisacarido neumocdcico-CRM197 y se formulé en histidina 20 mM, pH 5,8 y cloruro de sodio 150 mM y
polisorbato-20 (PS-20) al 0,1 % p/v a 4 yg/ml de cada serotipo para una concentracién total de polisacarido de
84 pg/ml. Los conjugados se prepararon conjugando individualmente la proteina CRM197 con tipos de polisacaridos
neumocdécicos (PnP) (incluyendo los de S. pneumoniae serotipos 16F, 23A, 23B, 24F y 31). El volumen requerido de
conjugados en masa necesario para obtener la concentracién objetivo de serotipos individuales se calculd
basandose en el volumen del lote y la concentracién de las concentraciones individuales de polisacaridos en masa.
Los conjugados individuales se afiadieron a una solucién de histidina, cloruro de sodio y polisorbato-20 (PS-20) para
crear la combinacién de conjugados. El recipiente de formulacién que contenia la combinacién de conjugados se
mezclé usando una barra agitadora magnética y se esterilizd por filtracidn en otro recipiente. Después, las
formulaciones se cargaron en jeringas de pléastico, jeringas de vidrio o viales y se almacenaron a 2-8 °C.

EJEMPLO 8: Inmunogenicidad de una vacuna neumocécica conjugada multivalente en conejos blancos de Nueva
Zelanda

Se inmunizaron por via intramuscular (IM) conejos blancos de Nueva Zelanda adultos (NZWR, n = 5/grupo) con
0,5 ml de la vacuna neumocdcica conjugada 21-valente descrita en el Ejemplo 7 el dia 0 y el dia 14 (alternando
lados). La vacuna neumocécica PCV21 se dosificé a 2 ug de cada conjugado de PnPs por inmunizacién. Los sueros
se recolectaron antes del inicio del estudio (preinmunitario) y los dias 14 (postdosis 1, PD1) y 28 (postdosis 2, PD2).
Los NZWR fueron observados al menos a diario por personal capacitado en el cuidado de animales para detectar
cualquier signo de enfermedad o angustia. Se consider6 que las formulaciones de vacunas contenidas en los NZWR
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eran seguras y bien toleradas. Todos los experimentos con animales se realizaron en estricta conformidad con las
recomendaciones de la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud.
El protocolo experimental de NZWR fue aprobado por los Comités Institucionales de Cuidado y Uso de Animales de
Merck & Co., Inc y Covance (Denver, PA).

Se evalué la inmunogenicidad IgG de los sueros de NZWR wusando un ensayo multiplexado de
electroquimioluminiscencia (ECL). Este ensayo se desarrollé6 para su uso con suero de conejo basandose en el
ensayo humano descrito por Marchese et al. (Optimization and validation of a multiplex, electrochemiluminescence-
based detection assay for the quantitation of immunoglobulin G serotype-specific antipneumococcal antibodies in
human serum. Clin Vaccine Immunol. 16(3). 387-96 (2009)) usando tecnologia desarrollada por MesoScale
Discovery (una division de MesoScale Diagnostics, LLC, Gaithersburg, MD) que utiliza un marcador SULFO-TAG™
que emite luz tras la estimulacién electroquimica. Se us6 anticuerpo anti-lgG de conejo marcado con SULFO-TAG™
como anticuerpo secundario para analizar muestras de suero de NZWR. El anticuerpo funcional se determiné
mediante ensayos opsonofagociticos multiplexados (MOPA) basados en protocolos descritos previamente
disponibles en linea en el Laboratorio de Referencia de Patégenos Respiratorios Bacterianos de la Universidad de
Alabama en Birmingham usando el software Opsotiter® 3 (Fundacion de Investigacion UAB, Caro-Aguilar et al,
2017, citado anteriormente, Burton et al., 2006, citado anteriormente).

Se descubridé que los conjugados polisacérido-proteina preparados a partir de S. pneumoniae serotipos 16F, 23A,
23B, 24F y 31 en vacunas neumocécicas conjugadas multivalentes eran inmunogénicos tanto para la postdosis 1
(PD1) como para la postdosis 2 (PD2) en conejos (Figura 13). También generaron anticuerpos funcionales que
destruyeron cepas bacterianas de tipo vacunal (Figura 14). Los conejos inmunizados con la vacuna neumocécica
conjugada multivalente a una dosis de 2 pg tuvieron titulos de MOPA PD1 significativamente mas altos para cuatro
serotipos en comparaciéon con los sueros de conejo preinmunitarios (Figura 14). Los conejos inmunizados con
PCV21 a la dosis de 2 pg tuvieron titulos de MOPA PD2 significativamente mas altos para los cinco serotipos en
comparacién con los sueros de conejo preinmunitarios (Figura 14). Los datos transformados logaritmicamente se
analizaron mediante ANOVA unidireccional con el ensayo de Dunnett para determinar la significancia.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado polisacarido-proteina transportadora con un polisacarido que tiene una unidad de repeticién de la
siguiente estructura:

[—43-p-Glep-{1—4)-§-GlepNA c-{1 —4)-B-Rhap-(1—}]
3 g

3

T 1

1 POy
a-Rhap 3

4 1

T arabinitol

1
B-Ribyf

conjugado con una proteina transportadora.

2. El conjugado polisacarido-proteina transportadora de la reivindicacién 1, en donde la proteina transportadora es
CRM197, fragmento B de la toxina diftérica (DTFB, por sus siglas en inglés), DTFB C8, toxoide diftérico (DT, por sus
siglas en inglés), toxoide teténico (TT, por sus siglas en inglés), fragmento C del TT, toxoide pertisico, toxoide
colérico, E. coli LT, E. coli ST o exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa.

3. El conjugado polisacérido-proteina transportadora de la reivindicacién 2, en donde la proteina transportadora es
CRM197.

4. El conjugado polisacarido-proteina transportadora de la reivindicaciéon 3, en donde el conjugado polisacarido-
proteina transportadora tiene un peso molecular de 1.000 kDa a 10.000 kDa.

5. El conjugado polisacarido-proteina transportadora de la reivindicacién 3, en donde el conjugado polisacérido-
proteina transportadora tiene una relacién de polisacarido a proteina transportadora de 0,4 a 2,0.

6. El conjugado polisacarido-proteina transportadora de la reivindicacién 5, en donde la proteina transportadora esta
conjugada con el polisacarido a través del 2° carbono del azlcar arabinitol.
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