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DESCRIPCION
Conjugado para inducir anticuerpos dirigidos a polisacaridos de la pared celular fungica
Antecedentes de la invencion

Un aumento drastico en la incidencia de enfermedades fungicas invasivas en los Ultimos arios, asi como la aparicién
de especies fungicas resistentes a farmacos y anteriormente raras, ha puesto de relieve la necesidad de nuevas
estrategias de tratamiento antifingico terapéutico y profilactico ampliamente eficaces (3-5). El aumento de la incidencia
de infecciones fungicas invasivas se atribuye en parte al aumento de la poblacion de pacientes inmunocomprometidos,
debido al creciente numero de pacientes con inmunodeficiencias adquiridas asociadas a enfermedades, aquellos en
unidades de cuidados intensivos, pacientes sometidos a cirugia o tratamiento inmunosupresor y aquellos que reciben
terapia de trasplante de érganos o celular. Es importante destacar que los factores de riesgo que predisponen a los
individuos a la enfermedad flngica invasiva no excluyen la posibilidad de desarrollar una respuesta inmunitaria eficaz
y responder favorablemente a la inmunoterapia (6, 7), lo que promete el desarrollo de vacunas eficaces o enfoques
basados en inmunoterapia para satisfacer esta necesidad medica insatisfecha.

Los dos hongos patdgenos mas prevalentes que afectan a los seres humanos, Aspergillus y Candida spp., representan
aproximadamente el 8-10 % de todas las infecciones adquiridas en la atencién sanitaria, con una mortalidad atribuible
del 30-40 % (5, 8). Las especies de Candida son la cuarta causa principal de casos de sepsis nosocomial en los EE. UU.
y la creciente incidencia de enfermedades flngicas invasivas de todos los hongos patdgenos representa una carga
importante para la atencion sanitaria en todo el mundo. Los costes excesivos de la atencién sanitaria debido a la mayor
duracién de la estancia y el tratamiento de las infecciones fungicas adquiridas en el hospital estan en el intervalo de mil
millones de délares anuales solo en los EE. UU. Ademas, las pruebas exhaustivas de susceptibilidad a los antimicéticos
de los aislamientos clinicos han puesto de manifiesto que, a pesar de los avances en farmacos antimicéticos seguros y
eficaces, todas las clases de agentes antimicéticos actualmente disponibles estan sujetas a la aparicién de cepas
resistentes (5). La meningitis criptocdcica, una infeccion por el hongo Cryptococcus también conocida como criptococosis,
es una infeccion oportunista muy grave entre las personas con VIH/SIDA avanzado. La criptococosis no es contagiosa,
lo que significa que no se puede propagar de persona a persona. La meningitis criptococica se produce especificamente
después de que Cryptococcus se ha propagado de los pulmones al cerebro. Un problema global, en todo el mundo, se
producen aproximadamente 1 millén de casos nuevos de meningitis criptocécica cada afo, dando como resultado
625.000 muertes. La mayoria de los casos son infecciones oportunistas que se producen entre personas con VIH/SIDA.
Aunque la amplia disponibilidad de la terapia antirretrovirica (TAR) en los paises desarrollados ha ayudado a reducir las
infecciones criptocdcicas en estas areas, sigue siendo un problema importante en los paises en desarrollo donde el
acceso a la atencion sanitaria es limitado. En gran parte del Africa subsahariana, por ejemplo, Cryptococcus es ahora la
causa mas comun de meningitis en adultos. La meningitis criptococica es una de las principales causas de muerte en
pacientes con VIH/SIDA; en Africa subsahariana, puede matar a tantas personas cada afio como la tuberculosis.(24).

Estos desafios significativos del combate de las enfermedades fungicas apuntan a la necesidad critica de una vacuna
panfungica altamente eficaz como un componente valioso del arsenal antifingico. Hasta la fecha, dos componentes de
carbohidratos de la pared celular fungica, B-manano y B-glucano, se han explorado como dianas para la vacunacion
antifingica. Se ha demostrado que las vacunas conjugadas compuestas de B-(1—3)-glucano o 3-(1—2)-manotriosa
lineales confieren proteccion contra enfermedades fungicas, con eficacia en la inmunizacién tanto activa como pasiva (9-
11). En modelos animales de enfermedades fungicas, la vacuna de B-glucano demostré ser eficaz contra C. albicans, A.
fumigatus y C. neoformans, validando la posibilidad de una vacunacién exitosa contra multiples patégenos fungicos
dispares (9, 12). Sin embargo, la produccion de respuestas de la vacuna eficaces requiere una cuidadosa consideracion
de la estructura fina de los antigenos diana, ya que existe una creciente evidencia de que un mecanismo de evasion
inmunitaria empleado por patégenos fungicos es la expresién de epitopos inmunodominantes que inducen respuestas
de anticuerpos no protectores o inhibidores. Estos epitopos sefiuelo anulan la eficacia de las respuestas hacia los
epitopos protectores. Por ejemplo, las vacunas compuestas por epitopos de -(1—3)-glucano lineal producen respuestas
protectoras, mientras que las vacunas compuestas por B-(1—3)-glucanos con ramificaciones de B-(1—6)-glucano
producen anticuerpos contra ambas estructuras, pero no confieren proteccién contra enfermedades fungicas (13, 14).

Ademas, la utilidad fundamental de la vacuna depende de la universalidad de los antigenos diana. Por ejemplo, el epitopo
de B-(1—2)-manotriosa no aparece en todas las especies de Candiday el antigeno de la vacuna que emplea este epitopo
se basa en epitopos peptidicos protectores para expandir su utilidad (10). Teniendo en cuenta la distribucion limitada de
algunos epitopos de carbohidratos de la pared celular y en vista de los mecanismos empleados por los patdgenos
fungicos para evitar respuestas inmunitarias productivas a los componentes de la pared celular, existe la necesidad de
una vacuna fungica universalmente eficaz. La presente invencién esta disefiada para dirigirse a epitopos de carbohidratos
de la pared celular fungica altamente conservados para proporcionar una vacuna panfungica.

La quitina no se ha examinado como diana de una vacuna antifingica, en gran parte por razones relacionadas con
su naturaleza altamente insoluble. Los métodos disponibles en la técnica para degradar la quitina en fragmentos
solubles no estan controlados estequiométricamente y, por lo tanto, es dificil modular el grado de despolimerizacion.
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Sorliery col. (2003), Journal of Biomedical Materials Research, 67, 3, 766-774 describe la preparacion y el desarrollo
de anticuerpos anti-quitosana. Bromuro y col. (2010), Vaccine, 28, 14, 2615-2623 describe conjugados de beta-
glucano-CRM197 como vacunas antifingicas candidatas. El documento WO 2006/096970 A1 describe vacunas
sintéticas basadas en oligosacéaridos anti-Candida albicans. Schubert y col. (2010), Journal of Microbiology and
Biotechnology, 20, 8, 1179-1184 describe un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la quitosana in
vitro e in situ en las paredes de las células fungicas.

Resumen de la invencion

La invencion se define por las reivindicaciones.

La invencion proporciona un compuesto formado por la conjugacién de uno o mas restos de polisacéarido, cada uno
representado independientemente por la formula B(1—4)-[GlcNH-R]»-2,5-anhidromanosa, en donde n es un nimero
entero positivo de 3 a 50, R es H o un grupo acilo, y el uno o mas restos de polisacarido son polimeros mixtos de
quitina/quitosana, con una proteina portadora inmunogénica unida covalentemente al uno o més restos de
polisacarido directamente en el grupo anhidromanosa de cada uno de los restos de polisacarido.

Un proceso para fabricar un compuesto representado por la formula B(1—4)-[GIcNH-R]s-2,5-anhidromanosa, en
donde n es un numero entero positivo de 3 a 50 y R es H o un grupo acilo, que comprende:

(a) hacer reaccionar quitosana con una cantidad de agente acilante suficiente para N-acilar parcialmente la
quitosana, produciendo un polimero mixto de quitina modificada/quitosana;

(b) hacer reaccionar el polimero mixto de quitina modificada/quitosana con un agente de desaminacién para
escindir el polimero mixto en los restos de quitosana sin acilar, produciendo el compuesto de formula B(1—4)-
[GIcNH-R]n-2,5-anhidromanosa descrito en el presente documento.

La presente invencidén proporciona un compuesto 0 composicion segun se reivindica para su uso en un método
para inmunizar a un sujeto mamifero contra un patégeno fungico, que comprende administrar al sujeto una cantidad
inmunogénica del compuesto o una composicién que lo contiene.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Esquema de reaccioén para la preparacién de los fragmentos de quitina modificada.

Esquema de reaccion para la preparacion en una sola etapa de los fragmentos de quitina modificada a partir de quitosana.

Figura 2: Analisis de la conjugacion de quitina modificada con toxoide tetanico.

Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie que muestra la conjugacién de los fragmentos de quitina
modificada con proteina del toxoide tetanico (TT).

Figura 3: Dosis y programa de inmunizacién con conjugado de quitina modificada-TT.

Grafico que muestra la dosis y el programa de inmunizacién para la administracion de la vacuna de conjugado de
quitina modificada-TT a ratones Balb/C.

Figura 4: Inmunogenicidad de la vacuna de conjugado de quitina modificada-TT en ratones Balb/C. Grafico lineal
que muestra la inmunogenicidad del conjugado de vacuna de quitina modificada-TT en ratones Balb/C. El antigeno
de cribado era quitina modificada entrecruzada con albumina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés).

Figura 5A: Especificidad de la respuesta inmunitaria en ratones Balb/C inmunizados con conjugado de vacuna de
quitina modificada-TT.

Gréfico lineal que compara la inhibicion de la unién de suero vacunal con antigeno de cribado de quitina modificada-HSA.

Figura 5B: Especificidad de la respuesta inmunitaria en ratones Balb/C inmunizados con conjugado de vacuna de
quitina modificada-TT.

Gréfico de barras que muestra la falta de reactividad cruzada de sueros vacunales hacia multiples glucoconjugados
que contienen GlcNAc.

Figura 5C: Especificidad de la respuesta inmunitaria en ratones Balb/C inmunizados con conjugado de vacuna de
quitina modificada-TT.
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Gréfico de barras que muestra la reactividad de sueros vacunales frente a los polisacaridos de quitina/quitosana.
El gréafico de la izquierda muestra que los anticuerpos reactivos frente a la quitina modificada pueden agotarse
mediante la adsorcidn en particulas de quitina o quitosana. Ademas, los extractos solubles de quitina o quitosana
inhiben la unién de los sueros vacunales a la quitina modificada-HSA. El gréafico de la derecha muestra que la union
de un anticuerpo irrelevante (anti-HA) a su epitopo no se ve afectada por los mismos tratamientos.

Figura 6: Unién de los anticuerpos inducidos por la vacuna conjugada de quitina modificada-TT con hongos Candida
albicans enteros.

Gréfico de barras que muestra que los anticuerpos séricos de ratones Balb/C inmunizados con quitina modificada-TT
y simulada (PBS) se unen a C. albicans enteros. La reactividad se elimina especificamente compitiendo con
fragmentos de quitina modificada.

Figura 6B: Union de los anticuerpos inducidos por la vacuna conjugada de quitina modificada-TT con hongos
Candida albicans enteros.

Gréfico de barras que muestra que los anticuerpos reactivos de quitina purificados por afinidad al antigeno se unen
a C. albicans enteros.

Figura 7A: Morfologia de células de levadura de Candida albicans cultivadas en diversas condiciones Células de
levadura cultivadas a 30 °C en medio de YPD durante la noche.

Figura 7B: Morfologia de células de levadura de Candida albicans cultivadas en diversas condiciones Células de
filamentos intermedios cultivadas a 37 °C en medio de YPD y suero durante 150 min.

Figura 7C: Morfologia de células de levadura de Candida albicans cultivadas en diversas condiciones Filamentos
cultivados en micelio a 37 °C en medio de YPD y suero durante 300 min.

Figura 8A: Unién de anticuerpos inducidos por vacunas de quitina modificada y laminarina a Candida albicans
enteros por citometria de flujo.

Controles de ensayos para determinar la unién de anticuerpos a células de levadura.

Figura 8B: Unién de anticuerpos inducidos por vacunas de quitina modificada y laminarina a Candida albicans
enteros por citometria de flujo.

El anticuerpo de toxoide tetanico controla la unién a las células de levadura.

Figura 8C: Unién de anticuerpos inducidos por vacunas de quitina modificada y laminarina a Candida albicans
enteros por citometria de flujo.

Unién de anticuerpos de laminarina (parte superior) y anticuerpo de quitina modificada (parte inferior) a células de
levadura cultivadas a 30 °C en medio de YPD durante la noche.

Figura 8D: Unién de anticuerpos inducidos por vacunas de quitina modificada y laminarina a Candida albicans
enteros por citometria de flujo.

Unién de anticuerpos de laminarina a células de levadura cultivadas a 37 °C en medio de YPD y suero durante 150 min.

Figura 8E: Unién de anticuerpos inducidos por vacunas de quitina modificada y laminarina a Candida albicans
enteros por citometria de flujo.

Unién de anticuerpos de quitina modificada a células de levadura (micelios) cuando se cultivan a 37 °C en medio
de YPD y suero durante 300 min.

Figura 9A: Proteccion mediada por la vacuna de quitina modificada-TT frente a una exposicion letal de C. albicans

Se inmunizaron ratones (Balb/C) con una vacuna de quitina modificada-TT y, posteriormente, se expusieron a una
dosis letal de C. albicans vivos. Se monitoriz6 la supervivencia durante 36 dias después de la exposicion al hongo.

Figura 9B: Proteccion mediada por la vacuna de quitina modificada-TT frente a una exposicion letal de C. albicans
Se inmunizaron ratones (CD1) con vacunas conjugadas de quitina modificada-TT y laminarina-TT y, posteriormente,

se expusieron a una dosis letal de C. albicans vivos. Se monitorizé la supervivencia durante 28 dias después de la
exposicién al hongo.
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Figura 10A: Inmunorreactividad por ELISA de sueros humanos normales con quitina; quitina modificada y laminarina

Reactividad de sueros humanos normales (IgG gamma) en una placa recubierta con quitina modificada-HSA. Todos
los sueros reaccionan significativamente con la quitina modificada, lo que sugiere la presencia de anticuerpos
especificos de quitina adquiridos de forma natural en seres humanos a través de la exposicion a hongos u otros
antigenos extrafios que contienen quitina.

Figura 10B: Inmunorreactividad por ELISA de sueros humanos normales (NHS, por sus siglas en inglés) con quitina;
quitina modificada y laminarina

Especificidad de anticuerpo de la union de un NHS de alto titulo a una placa recubierta con quitina modificada-HSA
por inhibicion competitiva con diversos inhibidores. La especificidad del NHS hacia la quitina modificada es la mas
alta, seguida por los inhibidores pequefios de oligosacaridos de quitina (DP5 y DP3).

Figura 10C: Inmunorreactividad por ELISA de sueros humanos normales con quitina; quitina modificada y laminarina

Especificidad de anticuerpo de la uniéon de un NHS de alto titulo a una placa recubierta con Quitohexaosa-HSA por
inhibicion competitiva con oligosacaridos de quitina de DP creciente. Existe un aumento de la inhibicién con el
tamano creciente de los oligosacaridos de quitina de DP2 a DP6, lo que sugiere que estos anticuerpos humanos
reconocen un epitopo conformacional de quitina con un tamafo minimo de un hexasacarido.

Figura 10D: Inmunorreactividad por ELISA de sueros humanos normales con quitina; quitina modificada y laminarina

Reactividad de sueros humanos normales (IgG gamma) en una placa recubierta con laminarina-HSA. El NHS
reconoce el antigeno de laminarina (beta glucano), aunque no en el mismo grado que la quitina modificada.

Figura 11: Unién de anticuerpos inducidos por vacunas de quitina modificada y laminarina a Cryptococcus
neoformans entero de tipo A (H99) por citometria de flujo.

Control de ensayos para determinar la unién de anticuerpos a células de levadura.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un compuesto formado por la conjugacion de uno o més restos de polisacarido,
cada uno representado independientemente por la formula (1—4)-[GICNH-R]»-2,5-anhidromanosa, en donde n es
un numero entero positivo de 3 a 50, R es H o un grupo acilo, y el uno o mas restos de polisacarido son polimeros
mixtos de quitina/quitosana, con una proteina portadora inmunogénica unida covalentemente al uno o mas restos
de polisacarido directamente en el grupo anhidromanosa de cada uno de los restos de polisacarido.

En realizaciones mas especificas de la presente invencién, n es un nimero entero positivo de 6 a 50. En una realizacién,
el grupo acilo R es un acetilo. En otra realizacion, al menos el 30 % de los grupos acilo en el compuesto son acetilo.

El campo técnico es la prevencion, el tratamiento y la deteccion de infecciones fungicas. Especificamente, las
vacunas o inmunoterapicos que se dirigen a los componentes de carbohidratos de la pared celular fungica pueden
proporcionar tratamiento para infecciones fungicas diseminadas o localmente invasivas. Las indicaciones de
enfermedad son numerosas, incluyendo, aunque no de forma limitativa, las provocadas por formas patdgenas
humanas de especies de Candida, Aspergillus y Cryptococcus. De forma adicional, la capacidad de generar una
respuesta de anticuerpos a los componentes de carbohidratos conservados de estos hongos patégenos podria
conducir al desarrollo de reactivos de diagndstico para la deteccién de estos agentes fungicos en muestras
biolégicas de pacientes (por ejemplo, plasma, suero u otros fluidos corporales, asi como cortes de tejido, etc.). Por
ultimo, puesto que las respuestas inflamatorias de tipo Th2 a la quitina se han implicado en el asma alérgica y otras
afecciones alérgicas (2), una vacuna a base de quitina que dé como resultado un desplazamiento hacia una
respuesta inmunitaria de tipo Th1 puede mejorar los sintomas de la inflamacién inducida por alérgenos.

Otro carbohidrato fundamental de la pared celular de interés es el a-1,3-glucano de superficie. La infeccién exitosa
por patégenos fungicos depende de la subversion de los mecanismos inmunitarios del hospedador que detectan
componentes conservados de la pared celular, tales como los beta-glucanos. Un polisacarido menos comun, el a-
(1,3)-glucano, es un constituyente de la pared celular de la mayoria de los patégenos flngicos respiratorios y se ha
relacionado con la patogenia o se ha vinculado directamente con la virulencia. Sin embargo, se desconoce el
mecanismo preciso por el cual el a-(1,3)-glucano promueve la virulencia fungica. El a-(1,3)-glucano esta presente
en la capa mas externa de la pared celular de la levadura Histoplasma capsulatum y contribuye a la patogenia al
ocultar los beta-glucanos inmunoestimuladores de la deteccion por las células fagociticas del hospedador. La
produccién de TNF-alfa proinflamatorio por los fagocitos se suprimié por la presencia de la capa de a-(1,3)-glucano
en las células de levadura o por el agotamiento basado en la interferencia de ARN del receptor de beta-glucanos
dectina-1 del hospedador. Rappleye y col. han definido funcionalmente componentes moleculares clave que
influyen en la interaccién inicial hospedador-patégeno en la histoplasmosis y han revelado un mecanismo
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importante por el cual H. capsulatum frustra el sistema inmunitario del hospedador. Ademas, proponen que el grado
de esta evasion contribuye a la diferencia en el potencial patégeno entre los patégenos fungicos dimérficos y los
hongos oportunistas (25). Otro estudio sugiri6 la relevancia del a-1,3-glucano de la pared celular para la infeccion
fungica. Debido a que muchas especies fungicas podrian utilizar potencialmente las mismas o similares estrategias
de infeccién sigilosa, la localizacién especifica al a-1,3-glucano fungico, por ejemplo, confiriendo actividad de a-
1,3-glucanasa a las plantas de cultivo o aplicando un inhibidor de la a-1,3-glucano sintasa fangica, podria
proporcionar una estrategia versatil para la prevencién de una amplia diversidad de enfermedades flungicas en
cultivos importantes. Aunque aun queda por resolver el mecanismo detallado, lo cierto es que la retirada del a-1,3-
glucano de superficie activa rapidamente las respuestas de defensa de la planta hospedadora frente a los
patdgenos fungicos antes de la invasion fungica, dando como resultado la inhibicién de la infeccion por patégenos
(26). Las paredes de las células de levadura son criticas para mantener la integridad celular, particularmente frente
a desafios tales como el crecimiento en hospedadores mamiferos. El hongo patégeno Cryptococcus neoformans,
de forma adicional, ancla su capsula de polisacarido a la superficie celular a través de a(1-3) glucano en la pared.
Las células criptocécicas alteradas en su gen de la alfa glucano sintasa eran sensibles al estrés, incluyendo la
temperatura, y mostraban dificultad para dividirse. Estas células carecian de capsula superficial, aunque
continuaron arrojando material de la capsula al entorno. La microscopia electronica mostré que el alfa glucano que
usualmente se localiza en la parte externa de la pared celular estaba ausente, la region externa de la pared estaba
muy desorganizada y la region interna era hipertréfica. El analisis de la composicién de la pared celular demostré
una pérdida completa de alfa glucano acompafada de un aumento compensatorio de quitina/quitosana y una
redistribucién de beta glucano entre las fracciones de la pared celular. Los mutantes no pudieron crecer en un
modelo en ratén de infeccién, pero provocaron la muerte en nematodos. Estos estudios integran investigaciones
morfologicas y bioquimicas del papel del alfa glucano en la pared celular criptococica (27).

Por lo tanto, una vacuna que comprende quitina/quitosana y uno o mas antigenos de glucano, por ejemplo,
antigenos de glucano que contienen homopolimeros de enlaces a-1,3, enlaces B-1,3, 0 ambos, se dirigira a epitopos
de la pared celular fungica altamente conservados y proporcionard una vacuna panfangica.

La invencién reivindicada proporciona vacunas antifingicas conjugadas que se dirigen a los componentes de la pared
celular de carbohidratos conservados que son elementos estructurales comunes en mdltiples filos de hongos patégenos.
La composicion de estas vacunas puede incluir uno o mas epitopos que consisten en polisacaridos, en donde uno o mas
restos de polisacarido son polimeros mixtos de quitina/quitosana, solos 0 en combinacién con epitopos de -manano o
glucano. Los componentes de carbohidrato se conjugan con una proteina portadora inmunogénica apropiada como se
define en las reivindicaciones, tal como el toxoide tetanico, el toxoide diftérico o factores de virulencia proteicos especificos
presentes en la superficie de las células fungicas. La proteina portadora se une covalentemente directamente a uno o
mas restos de polisacarido en el grupo anhidromanosa de cada uno de los restos de polisacarido.

En una realizacion, el B-manano puede ser un tetrasacarido de B-1,2-manosa. En la realizacion mas simple de un
tetrasacarido de B-1,2 manosa, los oligosacaridos pueden reaccionar con un polisacarido de quitina modificada,
para producir una molécula multivalente. El tetrasacarido de -1,2 manosa puede sintetizarse quimicamente (23).
La condensacioén del oligosacarido puede lograrse mediante cualquiera de los numerosos métodos disponibles en
la técnica para la reaccién entre el extremo reductor del oligosacarido con los grupos amino libres de la quitina
modificada o a través de un brazo espaciador equipado con un grupo escuarato (23). Ademas, la descripcion prevé
una etapa adicional de conjugar el polisacarido con una proteina portadora adecuada. Esta conjugacion puede
conseguirse mediante una serie de medios disponibles para un experto en la técnica.

Alternativamente, en el presente documento se describe que los diferentes componentes de carbohidrato pueden
entrecruzarse quimicamente, ya sea directa o indirectamente. Por ejemplo, los carbohidratos pueden unirse enlazandolos
entre si en una matriz de estructura base comun, tal como un sustrato dendrimérico, o mediante la co-conjugaciéon con una
proteina portadora. Otra descripcion mas es estructurar directamente los componentes entre si mediante la creacion de
entrecruzamientos quimicos entre los componentes de carbohidrato y posteriormente conjugar la matriz de polisacarido
estructurada con un portador de proteina inmunogénica. Estos entrecruzamientos quimicos pueden conseguirse por
cualquier nimero de medios disponibles para un experto en la técnica, incluyendo, aunque no de forma limitativa, la
aminacion reductora o el uso de reactivos de entrecruzamientos quimicos heterobifuncionales u homobifuncionales.

La presente invencién proporciona una composicién que comprende el compuesto segln se reivindica, en donde
para al menos el 80 % de las moléculas del compuesto en la composicion n tiene un valor de 6 a 50. En una
realizacion alternativa, la presente invencidon proporciona una composicién que comprende moléculas del
compuesto seguln se reivindica, en donde el valor medio de n es de 10 a 50.

Se probaron métodos para producir fragmentos derivados de quitina o quitosana para su uso en una vacuna antifungica. Se
probaron numerosas estrategias, en diversas condiciones, basadas en parte en métodos disponibles en la bibliografia (15-
18). Los enfoques incluyeron métodos para obtener directamente oligosacaridos de quitina, tales como la hidrdlisis acida
parcial de quitina. Las variables probadas incluyeron tiempo, temperatura y escala de reaccién. En todos los métodos
probados, la solubilidad fue un problema importante y el rendimiento de oligosacaridos del tamafio deseado estuvo en el
intervalo decepcionante del 1 % o menos, coherente con los rendimientos publicados, pero no deseable para la produccién
eficiente de un antigeno vacunal. También se probaron diversas condiciones, basadas en métodos publicados, para
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conseguir una desaminacion nitrosa limitada de oligosacaridos o polisacaridos de quitosana, que desamina los grupos amino
libres con la escision del enlace glicosidico concomitante (fragmentacion del polimero) en el residuo desaminado. Las
variables probadas para la desaminacion nitrosa incluyeron variar la fraccion molar de acido nitroso y comenzar con
quitosana de tamaro y grado de acetilacion variables. En todos estos casos, el tratamiento con acido nitroso solubilizo las
suspensiones de quitosana, pero la reaccién fue dificil de controlar y, una vez mas, el rendimiento de oligosacaridos del
tamano deseado fue bajo. Por ultimo, en un intento de producir una quitina parcialmente des-N-acetilada como material de
partida para la reaccién de desaminacién nitrosa, la quitina se traté con NaOH para efectuar una des-N-acetilacién limitada
antes de la desaminacién nitrosa. Este tratamiento solo produjo oligosacaridos de quitina de muy bajo peso molecular.

Al no poder obtener fragmentos derivados de quitina del tamafo deseado con un rendimiento aceptable con los métodos
existentes segun la técnica, se ided otra estrategia para obtener el producto deseado, que era re-N-acilar parcialmente N
(por ejemplo, re-N-acetilar) quitosana para producir un polimero mixto de quitina/quitosana con un namero limitado de
residuos de glucosamina que contienen grupos amino libres. Debido a que la reaccién de desaminacién nitrosa posterior
solo ocurre en los residuos de glucosamina que contienen grupos amino libres, los residuos de N-acil glucosamina (por
ejemplo, N-acetil glucosamina) serian resistentes a la escision. Puesto que la reaccién de acilacion (por ejemplo,
acetilacion) no es de naturaleza catalitica, se probo si la reaccion podria controlarse ajustando la fraccion molar del
reactivo de acetilacién presente en la reaccion. Ajustando la cantidad de reactivo de acilacion (por ejemplo, acetilacion),
se descubrié que se podia controlar directamente el tamano de los fragmentos derivados de quitina en la reacciéon de
desaminacion nitrosa posterior. Ademas, las dos reacciones que conducen de la quitosana a fragmentos de quitina
modificada podrian realizarse como una reaccion en una sola etapa, que consiste en una reaccion de acilacion en fase
solida (por ejemplo, acetilacion), seguida de acidificacion y desaminacién nitrosa para producir fragmentos de quitina
modificada. Puede usarse cualquier agente de acilacion convencional, por ejemplo, anhidrido acético o cloruro de acetilo,
siendo ambos agentes de acetilacién, o anhidrido N-propidnico o cloruro propidnico, que son agentes de propionilacion.

Un impedimento de gran importancia para emplear quitina en una formulacién de vacuna es su naturaleza altamente
insoluble. Los métodos disponibles en la técnica para degradar la quitina en fragmentos solubles no estan controlados
estequiométricamente vy, por lo tanto, es dificil modular el grado de despolimerizacion. El objetivo era producir
eficientemente fragmentos derivados de quitina de tamano suficiente para inducir respuestas de la vacuna frente a
polimeros de quitina nativos en la pared celular fangica, al mismo tiempo que cumplia con los criterios potencialmente
competitivos de que los fragmentos sean solubles o lo suficientemente uniformes para que sean adecuados para la
formulacion como vacuna inyectable. Los siguientes ejemplos no limitativos demuestran cémo se consiguié el éxito en
el cumplimiento de estos criterios en una reaccion de una sola etapa. Empleando una primera etapa de re-N-acetilacién
parcial de quitosana en una reaccidn estequiométricamente limitada, fue posible fragmentar posteriormente el polimero
modificado por desaminacién nitrosa, de manera controlada (Ejemplo 1y Figura 1).

La presente invencidn proporciona un compuesto 0 composicion segun se reivindica para su uso en un método
para inmunizar a un sujeto mamifero contra un patégeno fungico, que comprende administrar al sujeto una cantidad
inmunogénica del compuesto o composicion. El sujeto puede ser un ser humano o un animal no humano.

Para mejorar la inmunogenicidad del antigeno de carbohidrato y promover una respuesta de memoria dependiente
de linfocitos T, el fragmento de quitina modificada se conjugd con toxoide tetanico. El toxoide tetanico es un ejemplo
no limitativo de una proteina inmunogénica que contiene multiples epitopos de linfocitos T auxiliares que la hacen
adecuada para su uso como proteina portadora para vacunas de conjugados de carbohidratos. El Ejemplo 2 y la
Figura 2 demuestran un ejemplo no limitativo de un método para la conjugacién de los fragmentos de quitina que
contienen aldehido con el toxoide tetanico a través de aminacion reductora. El Ejemplo 3 y la Figura 3 proporcionan
un ejemplo tipico de una estrategia de inmunizacion para inducir respuestas de la vacuna en animales de prueba.

La evaluacion de las respuestas de anticuerpos en ratones Balb/C inmunizados con la vacuna de quitina modificada,
como se esboza en el presente documento, demuestra que la vacuna produce respuestas inmunitarias solidas y
especificas frente al antigeno inmunizante (Ejemplo 4 y Figura 4) y frente a hongos C. albicans enteros (Ejemplo 6 y
Figura 6). Los animales inmunizados de forma simulada (PBS) presentan un nivel basal de unién a C. albicans enteros
(Ejemplo 6A y Figura 6A), coherente con la exposicion a hongos anterior. La inmunizaciéon con la vacuna de quitina
modificada elevo notablemente el titulo de anticuerpos séricos que reconocen C. albicans, lo que indica una mejora de la
respuesta adaptativa al hongo. La unién de C. albicans se inhibi6é sustancialmente con fragmentos de quitina modificada,
lo que demuestra que una porcién significativa de los anticuerpos de suero reconoce la quitina y, lo que es mas
importante, que los anticuerpos reconocen la quitina en el hongo nativo. Los experimentos de inhibicion de antigeno
verificaron la especificidad de la respuesta de la vacuna hacia el antigeno inmunizante (Ejemplo y Figura 5A). Ademas,
los anticuerpos inducidos no mostraron ninguna reactividad cruzada detectable con multiples glicoconjugados que
contenian GIcNAc que estan presentes en mamiferos (Ejemplo 5B y Figura 5B). Estos controles de especificidad negativa
incluian GlcNAc-Serina unida a O, un glicano intracelular importante; ovoalbumina y fetuina, que contienen muchos
antigenos de carbohidrato unido a N y O diferentes; acido hialurénico (HA), que es un componente importante de la matriz
extracelular; y suero en bruto, que contiene multitud de glicoproteinas. Cuando los sueros de vacuna se preadsorbieron
en una suspension de particulas de quitina o quitosana, o se incubaron con quitina/quitosana soluble, se inhibié
drasticamente la unién al antigeno de quitina modificada (Ejemplo 5C y Figura 5C), lo que demuestra adicionalmente la
especificidad de la respuesta de la vacuna. La purificacion por afinidad de antigeno de los anticuerpos séricos inducidos
por la vacuna muestra que la fraccion especifica de quitina es capaz de unirse a C. albicans enteros. Estos datos
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proporcionan un ejemplo concreto de una vacuna dirigida hacia un componente conservado y esencial de la pared celular
fungica, especialmente, la quitina, que esta presente en todos los hongos patégenos conocidos.

El andlisis de la union de anticuerpos inducidos por la vacuna de quitina modificada a células de levadura de C. albicans
por citometria de flujo indica que los anticuerpos de quitina modificada tifieron positivamente las células de Candida con
aproximadamente el 25 % de la poblacion viva unida a una dilucion 1:10 (Ejemplo 6C y panel de la parte inferior de la
Figura 8C), respaldando adicionalmente los datos de unién detallados en el Ejemplo 6. Los anticuerpos de laminarina (B-
glucano) de titulo alto generados con un conjugado de laminarina-TT también tifieron positivamente C. albicans (panel
superior de la Figura 8C). Estos datos sugieren que ambos carbohidratos estan expuestos en la superficie del hongo.

También se examin6 por citometria de flujo la unién de anticuerpos de quitina modificada, asi como de anticuerpos de
beta-glucano en diversas etapas del crecimiento de Candida en cultivo. Se obtuvieron células de levadura (después
de la incubacién durante la noche a 300C) y formas de micelio (flamento) (después de la incubacién a 370C durante
150 minutos y 300 minutos, respectivamente) por cultivo en medio de YPD que contenia suero (Figura 7A-C).

Los resultados de la tincién de citometria de flujo indican que la unién de los anticuerpos de laminarina inducidos por la
vacuna contra las células de Candida es mayor en las células de levadura y disminuye a medida que las células se
diferencian a las formas de filamento mas virulentas del hongo (Figura 8D), mientras que la unién de los anticuerpos por la
quitina modificada no se ve afectada por las etapas de diferenciacion del hongo, lo que indica su expresién antigénica
uniforme a lo largo del proceso invasivo (Figura 8E). Estos resultados son importantes para el desarrollo de una formulacién
de vacuna panfangica eficaz, ya que enfatiza la necesidad de incorporar mas de un componente de carbohidrato de la pared
celular en la formulacién de vacuna para una eficacia 6ptima a lo largo del proceso invasivo flngico.

El andlisis de la unién de anticuerpos inducidos por la vacuna de quitina modificada a células de levadura de
Cryptococcus neoformans de tipo A (H99) por citometria de flujo indica que los anticuerpos de quitina modificada
tiferon positivamente las células criptocécicas con aproximadamente el 31 %, 47 % y 60 % de unién de la poblacion
viva a una dilucion 1:10 con el 25%, 75% y 85 % de anticuerpos conjugados de quitina modificada-TT,
respectivamente (Ejemplo 6 y panel inferior de la Figura 11), respaldando adicionalmente los datos de union detallados
en el Ejemplo 6. Los anticuerpos de laminarina (B-glucano) de titulo alto generados con un conjugado de laminarina-
TT también tifieron positivamente Cryptococcus neoformans (panel superior de la Figura 11). En cuanto a Candida
albicans estos datos sugieren que ambos carbohidratos estan expuestos en la superficie del hongo criptocécico.

En un ejemplo preliminar de proteccion frente a una exposicion letal con un hongo patégeno, los ratones Balb/C y CD1
que recibieron una vacuna de un unico componente de la pared celular que comprende un conjugado de quitina
modificada-toxoide tetanico, mostraron proteccién parcial frente a una dosis letal del 100 % de C. albicans (Ejemplo 7
y Figuras 9A y 9B). En un experimento de exposicion letal repetida, la misma vacuna de conjugado de quitina
modificada-toxoide tetanico mostr6é una proteccion parcial similar frente a C.albicans vivos, aunque mayor proteccion
que un conjugado de laminarina (B3-glucano)-toxoide tetanico o un conjugado de quitohexaosa-toxoide tetanico (Figura
9B). Estos resultados se ampliaran y se examinaran realizaciones adicionales de la invencién, tales como vacunas
que comprenden miultiples componentes de la pared celular (Ejemplo 9 y Figura 8), para determinar su eficacia en
modelos similares de exposicién letal in vivo empleando, por ejemplo, C. albicans, A. fumigatusy C. neoformans.

El analisis de sueros humanos normales (NHS) para determinar la presencia de anticuerpos de quitina, quitina modificada
y laminarina esbozados en el presente documento demuestra que estos anticuerpos se adquieren de forma natural y
existen en individuos sanos (Figura 10). Los anticuerpos de quitina parecen estar presentes en niveles significativos
(Figura 10A) y estos niveles son significativamente mayores que los de aquellos frente al B-glucano (Figura 10D). Es
interesante indicar que los anticuerpos de quitina se dirigen hacia un epitopo conformacional constituido por al menos un
sacarido de DP6 (Figura 10C). Estos resultados son importantes para el disefio de una vacuna a base de quitina porque
sugieren que una vacuna conjugada 6ptima deberia contener fragmentos de quitina de al menos 6 residuos de GlcNAc.

La vacuna producida como se esboza en la memoria descriptiva anterior se puede formular en un portador
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con fosfato, solucién salina normal u otro
portador apropiado. De forma adicional, la vacuna puede incluir de manera 6ptima uno o mas adyuvantes para
aumentar la inmunogenicidad y/o la eficacia. Pueden afiadirse adyuvantes directamente a las composiciones de
vacuna o pueden administrarse por separado, ya sea simultdneamente o poco después de la administracion de la
vacuna. Sin limitacién, los adyuvantes adecuados incluyen una diversidad de adyuvantes conocidos en la técnica,
solos 0 en combinacion. Son ejemplos no limitativos una sal de aluminio tal como el gel de hidréxido de aluminio o
fosfato de aluminio o alumbre, pero también puede serlo una sal de calcio, magnesio, hierro o cinc, o puede serlo
una suspensién insoluble de tirosina acilada o azucares acilados, sacaridos derivatizados catiénicamente o
anionicamente, o polifosfacenos. Los adyuvantes también pueden seleccionarse, por ejemplo, de una diversidad
de emulsiones de aceite en agua, agonistas de receptores de tipo Toll, (por ejemplo, agonista de receptor 2 de tipo
Toll, agonista de receptor 3 de tipo Toll, agonista de receptor 4 de tipo Toll, agonista de receptor 7 de tipo Toll,
agonista de receptor 8 de tipo Toll y agonista de receptor 9 de tipo Toll), saponinas o combinaciones de los mismos.

Una composicion de vacuna que produce una respuesta de anticuerpos productiva puede usarse de mdltiples formas. Por
ejemplo, la vacuna puede usarse para la inmunizacion directa de pacientes con riesgo de infeccion fungica. Alternativamente,
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los compuestos y composiciones de la presente invencion pueden usarse para aislar o generar anticuerpos contra los
compuestos de la invencién. Pueden prepararse anticuerpos aislados, ya sea de naturaleza policlonal o monoclonal, usando
métodos conocidos disponibles en la técnica. Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden usarse para cribar
bibliotecas de presentacion en fagos de anticuerpos humanos, mediante métodos bien conocidos por los expertos en la
técnica. Como otro ejemplo, las composiciones descritas en el presente documento pueden usarse para desencadenar una
respuesta de anticuerpos en un hospedador apropiado y los anticuerpos resultantes pueden inmortalizarse por tecnologia
de hibridomas, usando métodos conocidos bien establecidos en la técnica. En otro ejemplo no limitativo mas, usando
métodos conocidos en la técnica, los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse para producir
directamente anticuerpos humanos usando tecnologia de hibridoma de linfocitos B humanos. Cualquier anticuerpo
producido de este modo puede usarse para conferir proteccion pasiva, ya sea para su uso profilactico o terapéutico. Los
ejemplos no limitativos para usos de estos anticuerpos aislados podrian incluir la proteccion directa contra enfermedades
fungicas a través de inmunoterapia, la terapia de combinacién con agentes antifingicos existentes o la preparacion de
inmunoconjugados, por ejemplo, la conjugacion directa con agentes antifiingicos. Ademas, estos anticuerpos pueden usarse
para desarrollar una plataforma de diagnéstico para la deteccién de infeccion fungica en muestras de pacientes.

En vista del logro descrito en la produccién de un antigeno de vacuna que desencadena respuestas especificas a
componentes de la pared celular fungica, cualquiera de las estrategias basadas en anticuerpos anteriores podria
extenderse a fragmentos de anticuerpos o derivados de anticuerpos modificados genéticamente, que pueden incluir una
0 mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) de anticuerpos, o0 uno o mas fragmentos de unién a antigeno
de un anticuerpo. Los términos “anticuerpo” y “anticuerpos” incluyen, aunque no de forma limitativa, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos camelizados,
anticuerpos quiméricos, Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios, anticuerpos de dominio Unico,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), etc., y fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de los anteriores.

Una porcion de la quitina presente en la pared celular fungica es modificada por quitina desacetilasas para producir
quitosana y existe evidencia de que puede ser necesaria una mezcla de polimeros de quitina/quitosana para la
integridad y funcién adecuadas de la pared celular (19, 20). Los datos de RMN sobre los fragmentos de quitina
modificada muestran algunos grupos amino libres residuales, o que aumenta la posibilidad de que la vacuna pueda
dirigirse tanto a la quitina pura como a las regiones que contienen quitosana en la pared celular quitinosa.

Ademas de la quitina, los polimeros de B-manano y B-glucano comprenden los constituyentes de carbohidratos
fundamentales de la pared celular fungica. Se ha demostrado que los anticuerpos inducidos por vacunas que se
dirigen a carbohidratos especificos de -manano o B-glucano confieren proteccion contra enfermedades fungicas,
mostrando tanto eficacia basada en la vacuna como proteccion pasiva (9-11). Hasta la fecha, la quitina no se ha
examinado como diana de una vacuna antifungica. /In vivo, estos tres componentes de carbohidratos se entrecruzan
covalentemente para formar la reticula de la pared celular (21, 22). Las formulaciones de vacunas que consisten
en quitina modificada sola, o una combinacién de dos o mas de los epitopos de carbohidratos conservados de la
pared celular fingica, se contemplan para producir una respuesta de la vacuna ampliamente protectora. Una vacuna
de combinacién de este tipo podria disefiarse ya sea como una mezcla coadministrada o como una estructura base
entrecruzada que imita mejor la topografia de la superficie de la pared celular fingica. Se prevé que estas vacunas
seran muy eficaces para inducir una respuesta inmunitaria panfungica.

La invencion se entendera mejor por referencia a los siguientes ejemplos, que ilustran, pero no limitan, la invencién
descrita en el presente documento.

Ejemplos
Ejemplo 1: Re-N-acetilacion/desaminacion parcial de quitosana para producir fragmentos de quitina modificada:

- Se suspendieron 3 g de quitosana (16,8 mmol de GIcNHz; n.° de cat. de Sigma 419419) en 150 ml de H20
en un matraz de fondo redondo de 250 ml y se coloc6 en una placa de agitacion.

- Se afadié anhidrido acético, 795 ul, 0,5 equivalentes, con respecto al nimero de grupos amino, a 15 ml de EtOH.
- La solucion de anhidrido acético se anadi6 a la suspension de quitosana en agitacion, gota a gota, durante
30 minutos, a través de un embudo de adicion. La reaccion se volvié muy viscosa, pero todavia era posible agitar
la mezcla de reaccién.

- Se dej6 que la reacciodn transcurriera durante otros 30 minutos a temperatura ambiente.

- Se ariadieron 18 ml de &cido acético glacial a la mezcla de reaccién, proporcionando un pH de ~3.

- Se afadieron 6 ml de una solucién acuosa al 5 % recién preparada de NaNO: a la reaccién y la mezcla se

agité durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccion liberd una cantidad sustancial de gas y se volvié mucho
menos viscosa durante el curso de la reaccion.
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- La mezcla de reaccion se neutralizé con 16,5 ml de NaOH 10 N.

- La muestra se dializ6 durante la noche, frente a 4 | de NaCl 1 M, en una membrana de dialisis con un corte de
peso molecular de 7.000. La muestra se dializ6 adicionalmente frente a 4 cambios de 4 | de agua a temperatura ambiente.

- La mezcla de reaccion se centrifugd durante 15 minutos a 4.000 RPM para retirar el material insoluble,
después se filtr6 a través de filtros de jeringa de 0,45 um.

- Se retiraron muestras para el analisis por HPLC y RMN.
Ejemplo 2: Preparacion de conjugado de vacuna de quitina modificada-toxoide tetanico por aminacion reductora:

- Se afadieron 5 mg de toxoide tetanico (TT, 3,3 ml de solucién 3 mg/ml en solucién salina; Sreum Staten
Institute) a 50 mg de fragmentos de quitina modificada.

- Se dej6 que la reaccién de la base de Schiff transcurriera durante 6 horas a temperatura ambiente.

- Se afadié cianoborohidruro de sodio repurificado, 10 mg, en un volumen de 10 pl de H20 a la mezcla de reaccion.
La reaccion se dejé transcurrir a temperatura ambiente y se monitorizé después de uno y tres dias mediante SDS-PAGE.

- Después de la reaccién, la mezcla de quitina-TT se diluy6é a ~2 ml con PBS y se dializ6 frente a 4 | de PBS.
La muestra dializada se filir6 a través de un filtro de jeringa de 0,45 um. El dializado final se cuantifico mediante
ensayo de BCA y se analizé mediante SDS-PAGE y HPLC.

Ejemplo 3: Inmunizacién de ratones Balb/C con conjugado de vacuna de quitina modificada-TT:

Se recibieron 40 ratones Balb/C hembra y se alojaron con ciclos convencionales de dia/noche con comida y agua,
a demanda. Se dej6 que los animales se aclimataran a la instalacién durante un minimo de una semana, después
se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos y se inmunizaron de la siguiente manera:

1. Se suministr6 una emulsién de PBS en adyuvante completo de Freund (200 pl) mediante inyeccion
intraperitoneal en 10 ratones el dia 0. Los dias 28 y 38, los animales recibieron inyecciones de PBS en adyuvante
incompleto de Freund, suministradas de la misma manera.

2. Se inyecté conjugado quitina modificada-TT (25 pg de antigeno) en 10 ratones en forma de una emulsion
en adyuvante completo de Freund (200 pl), mediante inyeccion intraperitoneal el Dia 0. Los dias 28 y 38, los
animales recibieron inyecciones de refuerzo de Quitina-TT (25 pg) en adyuvante incompleto de Freund,
suministradas de la misma manera que la inmunizacion primaria.

3. A los animales se les inyect6 Quitina modificada-TT (50 ug), segun el protocolo del Grupo 2.
4. A los animales se les inyect6 Quitina modificada-TT (100 pg), segun los Grupos 2y 3.
* Se extrajo sangre de los ratones y se preparé suero los Dias -4, 38 y 50 para evaluar las respuestas de

anticuerpos especificos de quitina.

Se extrajo sangre de los animales y se prepar6 suero 4 dias antes de la inyeccion inicial (Dia de estudio -4), para
determinar los titulos de anticuerpos en suero preinmune. Los ratones se inmunizaron el Dia de estudio 0 segun los
grupos experimentales esbozados anteriormente. El antigeno de BPM de Quitina-TT se suspendié en PBS a
concentraciones de 0,25, 0,5y 1,0 mg/ml, se mezcl6 con adyuvante completo de Freund en una relacion de 1:1 y se
agité con formacion de vértice durante 20 minutos para crear una emulsion. Se administraron 200 pl de emulsién que
contenia control de PBS/Freund o los antigenos de prueba (concentracion final de 0,125, 0,25 o 0,5 mg/ml para un
total de 25, 50 o 100 pug de conjugado de proteina, respectivamente) mediante inyeccion intraperitoneal, como se
indic6 anteriormente, a cada ratén el Dia 0. Para los refuerzos posteriores el Dia 28 y el Dia 38, el antigeno se prepar6
de manera similar en adyuvante incompleto de Freund y se administré de la misma manera. Se extrajo sangre de los
animales inmunizados y se preparo suero el Dia 38 y el Dia 50 para evaluar las respuestas de anticuerpos.

Ejemplo 4: Ensayo para determinar la respuesta de anticuerpos de ratones Balb/C inmunizados con conjugado de
vacuna de quitina modificada-TT:

- Se prepararon soluciones de 2 pg/ml de dos conjugados diferentes de Quitina modificada-albdmina sérica
humana (HSA) en PBS.

- Se aplicaron como recubrimiento 100 pl de cada solucién en la mitad de los pocillos de una placa de ensayo
de 96 pocillos (1/2 placa para cada antigeno) y se incubaron durante la noche a temperatura ambiente.
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- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se bloquearon durante 1 hora con BSA al 1 % en PBS.
- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST.
- Los sueros de raton de Vacuna de quitina modificada se agruparon y se diluyeron 1:20 en PBS.

- Los grupos de tratamiento fueron los siguientes:

1. PBS/Freund

2. Quitina modificada-TT/Freund; 25 pg/ratén
3. Quitina modificada-TT/Freund; 50 ug/raton
4. Quitina modificada-TT/Freund; 100 pg/raton

- Se sembraron 200 pl de una dilucién con factor de dilucion de diez de cada muestra de suero agrupada en
la primera columna de pocillos de la microplaca recubierta con quitina-HSA.

- Se realiz6 una serie de diluciones con factor de dilucién de dos para un total de 12 concentraciones de
suero diferentes, que variaban de 1:200 a 1:409.600.

- Las muestras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente.

- La placa se lavd 3 veces con PBST, después se incubd 1 hora a TA con 100 pl de IgG anti-ratén (especifica
de la cadena y)-HRP diluida 1:2500 en BSA al 1 %/PBST

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con 100 pl de sustrato de TMB peroxidasa
SureBlue Reserve durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- La reaccién se detuvo con 100 pl de HCI 1 N.
- La absorbancia se ley6 en un lector de microplacas a 450 nm.

Ejemplo 5: Ensayo para determinar la especificidad de la respuesta de anticuerpos de ratones Balb/C inmunizados
con conjugado de vacuna de quitina modificada-TT

A. Inhibicién de antigeno
- Se prepararon soluciones 2 pg/ml de conjugados de quitina modificada y HSA (lotes n.°2 y n.°3) en PBS.

- Se aplicaron como recubrimiento 100 pl de cada solucién en la mitad de los pocillos de una placa de ensayo
de 96 pocillos y se incubaron durante la noche a temperatura ambiente.

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST y se bloquearon 1 hora con BSA al 1 % en PBS.
- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST y se almacenaron secos a 4 °C hasta su uso.

- Se prepararon soluciones 2 mg/ml de GlcNAc, HA y fragmentos de quitina modificada en PBS y se
transfirieron 200 pl de cada solucidn a un conjunto de tubos de titulacion.

- Se realizé una serie de diluciones con factor de dilucién de dos en PBS para un total de 11 concentraciones
diferentes de cada inhibidor, que variaban de 2 mg/ml a 1,95 pug/ml, asi como un control sin inhibir (concentraciones
finales de inhibidor de 1 mg/ml a 976 ng/ml).

- La muestra agrupada del grupo de tratamiento de Quitina modificada-TT/Freund (100 pg/ratén, Dia 50 de
extraccion de sangre) se diluy6 20:000 veces en BSA al 1 %/PBST.

- Se transfirieron 100 pl de muestra de suero diluido a cada uno de los tubos de titulacién (dilucién final
40:000) y se incubaron con los inhibidores durante 30 minutos a temperatura ambiente.

- Se transfirieron 100 ul de cada muestra de suero/inhibidor a la microplaca recubierta con Quitina
modificada-HSA y se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente.

- La placa se lavd 3 veces con PBST, después se incubd 1 hora a TA con 100 pl de IgG anti-ratén (especifica
de la cadena y)-HRP diluida 1:2500 en BSA al 1 %/PBST
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- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con 100 pl de sustrato de TMB peroxidasa
SureBlue Reserve durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Se detuvo la reaccion con 100 ul de HCI 1 N y se ley6 la absorbancia en un lector de microplacas a 450 nm.
B. Controles de especificidad de reactividad de anticuerpos

- Se prepararon soluciones 2 pg/ml de los compuestos de prueba (serina-O-GlcNAc, ovoalbumina, fetuina,
acido hialurénico (HA), suero bovino fetal) en PBS, con la excepcion de FBS, que se prepard en forma de una

soluciéon al 10 % (v:v) en PBS.

- Se aplicaron como recubrimiento 100 pl de cada solucion en los pocillos de una placa de ensayo de 96
pocillos. Los antigenos de prueba se incubaron en la placa durante la noche a 4 °C.

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBS y se bloquearon durante 1 hora con BSA al 1 % en PBS. Los
pocillos se lavaron 3 veces con PBST y se almacenaron secos a 4 °C hasta su uso.

- Se agruparon sueros de ratén de Vacuna de quitina modificada por grupo de tratamiento y se diluyeron
1:20 en PBS. Los grupos de tratamiento fueron los siguientes:

1. PBS/Freund

2. Quitina modificada-TT/Freund; 25 ug/raton
3. Quitina modificada-TT/Freund; 50 pg/ratén
4. Quitina modificada-TT/Freund; 100 ug/ratén

- Las muestras de suero agrupadas se diluyeron adicionalmente hasta una final de 1:20.000 veces en BSA
al 1 %/PBST.

- Se transfirieron 100 ul de muestra de suero diluido de cada grupo por triplicado a los pocillos de la placa
de ensayo y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.

- La placa se lavd 3 veces con PBST, después se incubd 1 hora a TA con 100 pl de IgG anti-ratén (especifica
de la cadena y)-HRP diluida 1:2500 en BSA al 1 %/PBST

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con 100 pl de sustrato de TMB peroxidasa
SureBlue Reserve durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- La reaccién se detuvo con 100 pl de HCI 1 N.

- La absorbancia se leyé en un lector de placas a 450 nm.

- Téngase en cuenta que la respuesta de ELISA para todas las réplicas del Grupo 4 estuvo fuera del intervalo
lineal. A estas muestras se les asigno arbitrariamente un valor de 3,0, que esta cerca del limite de deteccion del
lector de placas. Estos valores probablemente representan una subestimacion.

C. Absorcidn e inhibicion de quitina/quitosana

- Se prepararon soluciones 2 pg/ml de los compuestos de prueba (quitina modificada-HSA o HA de BPM-
HSA) en PBS.

- Se aplicaron como recubrimiento 100 pl de cada solucién en los pocillos de una placa de ensayo de 96
pocillos y se incubaron durante la noche a 4 °C.

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST y se bloquearon durante 1 hora con BSA al 1 % en PBS.
- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST.

- Mientras tanto, los sueros de raton de Vacuna de quitina modificada agrupados se diluyeron a una
concentracion final de 1:5000 en BSA al 1 %/PBS.

- Se diluy6 MAb de HA n.°2 a 1:2000 en BSA al 1 %/PBS.
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- Se incubaron 5 ml de muestra de suero diluido o MAb de HA durante la noche en un rotador a 4 °C con
100 mg de quitina o quitosana (ambas preparadas como suspensiones insolubles).

- Una fraccién de suero diluido de vacuna de quitina n.°1 o MAb de HA se apartd a 4 °C para que sirviera
como control positivo y para mezclar con extractos de quitina/quitosana para el experimento de inhibicion.

- En paralelo, la quitina y la quitosana se incubaron con 5 ml de BSA al 1 %/PBS de la misma manera, para
extraer quitina/quitosana soluble para la prueba de inhibicién.

- Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 4500 para separar por sedimentacion la quitina y la
quitosana insolubles.

- Las fracciones sobrenadantes se retiraron a tubos nuevos y se diluyeron 4 veces (1:20.000 final para la
Vacuna de quitina modificada y 1:8.000 para MAb de HA) en BSA al 1 %/PBS.

- La muestra de suero de vacuna de Quitina modificada sin tratar y MAb de HA sin tratar también se diluyeron
a concentraciones finales equivalentes en BSA al 1 %/PBS (100 pl de Ab o suero + 300 pl de BSA/PBS)

- Para las pruebas de inhibicién, se diluyeron soluciones de anticuerpos o suero sin tratar 4 veces con extracto quitina
0 quitosana a concentraciones finales equivalentes (1:20.000 final para la Vacuna de quitina modificada y 1:8.000 para MAb
de HA). Las soluciones se preincubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de la adicién a la placa de ELISA.

- Se afiadieron 100 pl de cada muestra, por triplicado, a tiras de ELISA recubiertas con Quitina modificada-
HSA o HA de BPM-HSA, segun correspondiera.

- Las muestras se incubaron en las tiras durante una hora a temperatura ambiente.

- Las tiras se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron 1 hora a TA con 100 pl de IgG anti-ratén
(especifica de la cadena y)-HRP diluida 1:2500 en BSA al 1 %/PBST.

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con 100 pl de sustrato de TMB peroxidasa
SureBlue Reserve durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- La reaccién se detuvo con 100 pl de HCI 1 N.

- Las muestras de ELISA de HA desarrollaron color muy rapidamente, por lo que la reaccién se detuvo en ~
1 minuto. De la misma manera, el control positivo en las muestras de Vacuna de quitina modificada se desarrollé
rapidamente, por lo que la reaccién termin6é después de 2 minutos.

- La absorbancia se ley6 en un lector de microplacas a 450 nm.

Ejemplo 6: Ensayos para determinar la inmunorreactividad de anticuerpos séricos de ratones Balb/C inmunizados
con vacuna de quitina modificada-TT hacia células enteras de C. albicans

A. Unién de suero entero a células de C. albicans

- Se seleccion6 una Unica colonia de C. albicans de una placa de agar dextrosa Saboraud y se usé para
inocular 2 ml de medio de crecimiento de YPD. El cultivo se cultivo durante la noche a 30 °C, con agitacion a 250 RPM.

- Se anadieron 100 pl de una suspensidén de 5x108 células/ml en cada pocillo de una microplaca Strip Well
modificada en superficie de amina. Las células se dejaron reposar durante una hora a temperatura ambiente.

- Se anadieron 100 pl de una solucién al 2 % de glutaraldehido en PBS a cada pocillo.

- Se dej6 que las células se entrecruzaran durante la noche a temperatura ambiente.

- El fijador se aspird y los pocillos se lavaron 3 veces con PBST.

- Los pocillos se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con BSA al 1 % en PBS.

Mientras tanto, los sueros de raton de Vacuna de quitina modificada agrupados se diluyeron a una
concentramon de 1:20.000 en BSA al 1 %/PBS.

- Se distribuyeron 100 pl de soluciones 2 mg/ml de quitina modificada o PBS, por triplicado, en tubos de titulacion.
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- Para las pruebas de inhibicion, se afadieron 100 ul de suero a los tubos que contenian los inhibidores
(1:40.000 final para las muestras de suero de la Vacuna de quitina modificada y 1 mg/ml para los inhibidores). Las
soluciones se preincubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de la adicién a la placa de ELISA.

- Se afadieron 100 ul de cada muestra a la placa Stripwell recubierta con C. albicans. Las muestras se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente.

- Las tiras se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron 1 hora a TA con 100 pl de IgG anti-raton
(especifica de la cadena y)-HRP diluida 1:2500 en BSA al 1 %/PBST.

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con 100 pl de sustrato de TMB peroxidasa
SureBlue Reserve a temperatura ambiente.

- La reaccién se detuvo después de dos minutos con 100 pl de HCI 1 N.
- La absorbancia se leyé en un lector de placas a 450 nm.
B. Unidn de anticuerpos reactivos a quitina modificada purificados por afinidad contra C. albicans

- Se disolvieron 20 mg de quitina modificada y HA oxidado con peryodato en 2 ml de NaPO4 20 mM, pH 7,5.
Se requirio HA oxidado durante la noche a temperatura ambiente para disolverse.

- Se lavé el gel de hidrazida UltraLink (4 ml de suspensién, 2 ml de resina sedimentada) con 5 volimenes
de NaPO4 20 mM, pH 7,5.

- Los sacaridos disueltos se anadieron a la resina lavada y se dejaron reaccionar durante 24 horas a
temperatura ambiente.

- El material sin unir se drend y las resinas se lavaron con lo siguiente:

1. 20 volumenes de columna de NaPO4 20 mM, pH 7,5
2. 5 volimenes de columna de 10x PBS.
3. 10 volumenes de columna de 1x PBS.

- Se diluyeron sueros de raton de la vacuna de quitina modificada combinados (del grupo de control con PBS
y 100 ug del grupo inmunizado con quitina modificada-TT) a una concentracion inicial de 1:40 en BSA al 1 %/PBS

- Se lavaron 100 pl (200 ul de suspension) de Quitina modificada y geles de hidrazida UltraLink de HA
oxidado con 500 pl de PBS en una microcolumna de centrifugacion.

- Se mezclaron 200 pl de cada suero y las resinas de afinidad y se incubaron durante 1 hora a TA.

- El material no unido se retir6 por centrifugacién durante 30 segundos a 8500 RPM.

- Las resinas se lavaron 3 x con 500 pl de PBST.

- Se afadieron 200 pl de glicina 0,2 M, pH 2,8 a cada resina y se dejaron interactuar durante ~ 3 min.

- La proteina eluida se recogid por centrifugacion directamente en un tubo que contenia 50 pl de Tris 1 M, pH 8.

- Se selecciond una unica colonia de C. albicans de una placa de agar dextrosa Sabouraud y se usé para
inocular 2 ml de medio de crecimiento de YPD y el cultivo se cultivo durante la noche a 30 °C, con agitacién a 250 RPM.

- Se afadieron 100 pl de suspension de 1x107 células/ml en cada pocillo de una microplaca Strip Well
modificada en superficie de amina. Las células se dejaron reposar durante 2 horas a temperatura ambiente.

- Se anadieron 100 pl de una solucién al 2 % de glutaraldehido en PBS a cada pocillo.
- Se dej6 que las células se entrecruzaran durante una hora a temperatura ambiente.
- El fijador se aspird con cuidado y los pocillos se lavaron 3 veces con PBST.

- Los pocillos se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con BSA al 1 % en PBS.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2936811 T3

- Los anticuerpos purificados por afinidad de antigeno se diluyeron 1:1.000 con BSA al 1 % en PBS.

- Se prepar6 una serie de diluciones con factor de dilucién de 2 en tubos de titulacion.

- Se afadieron 100 pl de las diluciones de anticuerpos por triplicado a la placa recubierta con C. albicans.
- Las muestras se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.

- La placa se lavo 3 veces con PBST, después se incub6 1 hora a TA con 100 pl de anti-lgG de ratdn
(especifica de cadena y)-HRP, diluida 1:2500 en BSA al 1 %/PBST.

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con 100 pl de sustrato de TMB peroxidasa
SureBlue Reserve durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

- La reaccién se detuvo con 100 pl de HCI 1 N.
- La absorbancia se leyé en un lector de placas a 450 nm.
C. Unién de anticuerpos inducidos por vacuna contra Candida albicans por citometria de flujo:

Células de Candida: Usando un asa estéril, se sembraron C. albicans de solucion madre congelada en una placa de
SDA y se incubaron a 30 °C. Se seleccion6 una Unica colonia de la placa de SDA usando un asa de inoculacién y se
inoculd en un matraz de 250 ml que contenia 50 ml de YPD, y se incubé a 30 °C con agitacion a 150 rpm durante al
menos 18 h. Para los experimentos en los que se uso la etapa de micelio de Candida, las células se incubaron a 37 °C
durante 150 minutos y 300 minutos en suero que contenia YPD después de la incubacion durante la noche para inducir
y favorecer la diferenciacion en la etapa de micelio de Candida. El cultivo durante la noche se transfirié a un tubo de
50 ml y se centrifugd a 1000 g durante 20 minutos y el sedimento se lavo con 2 ml de solucion de PBS al menos 3
veces. El sedimento se resuspendié en 2 ml de PBS y la concentracion se ajusté a 0,1 DO600 (4 x 106/ml).

Células criptocdcicas: Crecimiento fungico-La siembra por estrias a partir de solucién madre durante la noche se realiz6
usando un asa estéril y sembrando por estrias la solucién madre congelada de cepa Cryptococcus neoformans de tipo A
hasta aislamiento en una placa de SDA y se incub6 a 30 °C. Se seleccioné una Unica colonia de la placa de SDA usando
un asa de inoculacién y se inocul6 en un matraz de 250 ml que contenia 50 ml de YPD y se incubé a 30 °C con agitacién a
150 rpm durante al menos 18 h. Para los experimentos en los que se uso la etapa de micelio de Cryptococcus, las células
se incubaron a 37 °C durante 150 minutos y 300 minutos en suero que contenia YPD después de la incubacion durante la
noche para inducir y favorecer la diferenciacion en la etapa de micelio de Candida. El cultivo durante la noche se transfiri6 a
un tubo de 50 mly se centrifugd a 1000 g durante 20 minutos y el sedimento se lavé con 2 ml de solucion de PBS al menos
3 veces. El sedimento se resuspendioé en 2 ml de PBS y la concentracién se ajusté a una lectura de 1,0 DO600 (4x10 7/ml).

Sueros y Anticuerpos: Se diluyeron sueros de ratones de diversos grupos de vacunas en 1:10, 1:50y 1:100 en PBS
y se usaron en un volumen de 15 ul/tubo. Los anticuerpos de control se diluyeron como: mAb de raton contra
Candida, diluciones 1:5, 1:10 y 1:20; Para pAb de conejo contra Candida, diluciones 1:50, 1:100y 1:200 y se usa a
un volumen de 20 ul/tubo. Se diluyeron anticuerpos secundarios marcados por FITC 1:25 en PBS y se usaron a
15 ul/tubo. Se us6 yoduro de propidio a 1:2 en PBS (5 ul/tubo).

Citometria de flujo: Se transfirieron aproximadamente 100 ul de células flngicas a los tubos y se afiadieron suero
y anticuerpos apropiados y se incubaron en hielo durante 60 minutos. Después, las células se lavaron 2 veces con
1 ml de PBS (centrifugando a 1000 g durante 10 min a 40 °C, decantando el sobrenadante) seguido de incubacién
con anticuerpo secundario durante 30 min en hielo protegido de la luz.

Se afadi6 yoduro de propidio diluido (sin lavado) y las células se incubaron durante 10 minutos adicionales en hielo
seguido de 2 lavados con PBS y finalmente se fijaron en 200 ul de paraformaldehido al 1 %. Después, los datos se
adquirieron en un instrumento FACS Calibur.

Ejemplo 7: La vacuna de quitina modificada-TT confiere proteccion frente a una exposicion letal de hongo patégeno
C. albicans

A. Inmunizacion de ratones Balb/C con vacuna de quitina modificada-TT y ratones CD1 con conjugados de
Quiitoheaosa-TT y Laminarina-TT.

- Se recibieron 40 ratones hembra y se alojaron con ciclos convencionales de dia/noche con comida y agua,
a demanda. Se dej6 que los animales se aclimataran a la instalacién durante un minimo de una semana, después
se dividieron aleatoriamente en dos grupos y se inmunizaron de la siguiente manera:

- Inicialmente, los ratones BalB/c se dividieron en dos grupos, n = 20 ratones/grupo:
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1. PBS/Freund; 200 pl/raton; inyeccion intraperitoneal

2. Quitina mod-TT/Freund; 200 pl/ratdn; i.p.; 100 pg/ratén

- Para los animales de control con inmunizacion simulada, se suministré una emulsién de PBS en adyuvante
completo de Freund (200 ul) mediante inyeccién intraperitoneal en 20 ratones el dia 0. Los dias 28 y 38, los animales
recibieron inyecciones de PBS en adyuvante incompleto de Freund, suministradas de la misma manera como
inmunizacién primaria.

- Para el grupo de vacunacion, se suministré conjugado de Quitina modificada-TT (100 pg de antigeno, en
forma de una emulsién en Adyuvante completo de Freund) mediante inyeccién intraperitoneal en 20 ratones
(200 pl), el Dia 0. Los dias 28 y 38, los animales recibieron inyecciones de refuerzo de Quitina-TT (50 ug) en
adyuvante de Freund incompleto, suministradas de la misma manera que la inmunizacién primaria.

- Se extrajo sangre de los ratones y se prepard suero los Dias -4, 38, 50 y 62 para la evaluacion de las
respuestas de anticuerpos.

- Se usd el mismo protocolo para inmunizar ratones CD1 con quitina modificada-TT; Conjugados de
laminarina-TT y quitohexaosa-TT

B. Exposicion de ratones Balb/C y CD1 inmunizados con vacuna de quitina-TT con una dosis letal de C. albicans

Los animales de cada uno de los grupos de inmunizacioén anteriores se dividieron aleatoriamente en tres grupos de
diez para cada cohorte de inmunizacién y se inocularon con células de C. albicans, como sigue.

Grupos experimentales: n = 10 ratones/grupo, divididos aleatoriamente en grupos
Los grupos 1y 2 comprenden animales de animales inmunizados con PBS (simulacion)
1. Solucion salina; 200 pl/ratén; inyeccion en la vena de la cola

2. 5x108 C. albicans; 200 pl de 2,5x10” UFC/ml; inyeccién en la vena de la cola Los grupos 3 y 4 comprenden
animales de animales inmunizados con quitina modificaday TT

3. Solucién salina; 200 pl/ratén; inyeccion en la vena de la cola
4, 5x10¢ C. albicans; 200 pl de 2,5x107 UFC/ml; inyeccién en la vena de la cola Ratones de monitorizacion:
1. Los ratones se comprobaron a diario para determinar la mortalidad y los signos de malestar:

Disminucién del consumo de alimento y agua, pérdida de peso, aislamiento/ocultamiento autoimpuesto, respiracion
rapida, respiracion con la boca abierta, aumento/disminucion del movimiento, postura/posicionamiento anormal,
deshidratacion, espasmos, temblor y temblores.

2. Los ratones que mostraban signos de malestar acompanados de cualquiera de los siguientes se definieron
como moribundos: dificultad para caminar (incapaz de alcanzar comida y agua), evidencia de atrofia muscular o
signos de emaciacion, letargo (somnolencia, aversién a la actividad, falta de alerta fisica o mental), anorexia
prolongada, dificultad para respirar y alteraciones neurolégicas. Los ratones se sacrificaron cuando parecian
moribundos y la muerte parecia inminente. La fecha de la muerte se registré6 como el dia siguiente.

Ejemplo 8: Deteccion y caracterizacion de anticuerpos de Quitina y B-glucano en sueros humanos normales

Se prepararon soluciones 2 ug/ml de diferentes conjugados de albumina sérica humana (HSA) (quitina modificada,
quitohexaosa y laminarina) en PBS.

- Se aplicaron como recubrimiento 100 pl de cada solucién en la mitad de los pocillos de una placa de ensayo
de 96 pocillos (1/2 placa para cada antigeno) y se incubaron durante la noche a temperatura ambiente.

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se bloquearon durante 1 hora con BSA al 1 % en PBS.
- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST.
- Sueros humanos normales diluidos 1:20 en PBS.

- Se sembraron 200 pl de una dilucién con factor de dilucién de diez de cada muestra de suero agrupada en
la primera columna de pocillos de la microplaca recubierta con diversos conjugados de HSA.
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- Se realiz6 una serie de diluciones con factor de dilucién de dos para un total de 12 concentraciones de
suero diferentes, que variaban de 1:200 a 1:409.600.

- Las muestras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente.

- La placa se lavd 3 veces con PBST, después se incub6 1 hora a TA con 100 ul de anti-lgG humana
(especifica de la cadena y)-HRP diluida 1:2500 en BSA al 1 %/PBST

- Los pocillos se lavaron 3 veces con PBST, después se incubaron con 100 pl de sustrato de TMB peroxidasa
SureBlue Reserve durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- La reaccién se detuvo con 100 pl de HCI 1 N.

- La absorbancia se ley6 en un lector de microplacas a 450 nm.

Ejemplo 9: Preparacion de una vacuna de toxoide tetanico de conjugado de 31,3 glucano/quitina.

Lo que sigue es un ejemplo de uno de varios métodos previstos para preparar una vacuna fungica de combinacion que
comprende dos 0 mas componentes conservados de la pared celular fungica. En este ejemplo, la laminarina (polimero lineal
no ramificado de B-1,3 glucano) se redujo y se oxidé con peryodato de sodio, después se conjugd directamente con

quitosana a través de aminacion reductora y, por Gltimo, los carbohidratos entrecruzados se conjugaron con toxoide tetanico.

- La laminarina se redujo con borohidruro de sodio y, posteriormente, se oxidé con metaperyodato de sodio
mediante métodos convencionales.

- Se disolvieron 100 mg de laminarina oxidada en PBS (varios minutos a 37 °C para disolverla) y se mezclaron con
quitosana de bajo peso molecular en una relacion 1:5. La quitosana permanecié en forma de una suspension insoluble.

- La reaccién se coloc6 en una incubadora con agitacion a 37 °C durante 24 horas.
- Se afadieron 20 mg de NaCNBH3 y la reaccién continud otras 24 horas a 37 °C.

- La suspensién de reaccion se transfirio a una columna de pléstico desechable y el material insoluble se
lavé abundantemente con H20 para retirar cualquier laminarina residual sin reaccionar.

- El material insoluble lavado se resuspendié en 5 ml de &cido acético acuoso al 10 %
- Se afiadié 1 ml de nitrito de sodio acuoso recién preparado y se dej6é que la reaccion transcurriera durante
60 minutos a temperatura ambiente. La mayor parte del material insoluble entr6 en solucion durante el transcurso

de la reaccién.

- La mezcla de reaccion se centrifugd 5 minutos a 4500 xG para retirar el material insoluble restante. La
fraccién soluble se procesé adicionalmente como se describe a continuacion.

- La fraccion soluble se diluy6é a 15 ml, en una concentracién final de NaCl 1 M y se dializé frente a 4 cambios
de 4 litros de H20. El material dializado se liofilizé para proporcionar un polvo de color blanco esponjoso, con un
rendimiento total de 90 mg.

- El polisacarido conjugado se analiz6 mediante SEC HPLC y la presencia de quitina y B-glucano en el
producto se confirmé mediante RMN 'H.

- Se afnadieron 10 mg de toxoide tetanico (TT, 3,3 ml de una solucion 3 mg/ml en solucién salina) a 40 mg
del conjugado de laminarina-quitina.

- Se afadié una alicuota de 2 pl de la muestra a 98 ul de tampén de muestra de LDS 1X + 5ul de DTT 1 M
para el andlisis por SDS-PAGE.

- Se anadieron otros 2 pl de muestra a 98 pl de PBS 1X para el analisis por HPLC.
- La solucién se dejo reaccionar durante 24 horas a 37 °C en una incubadora con agitacién (300 RPM).

- Se anadié directamente a la reaccion cianoborohidruro de sodio repurificado, 40 mg. Las reacciones se
dejaron transcurrir durante 24 horas a 37 °C en una incubadora con agitacion (300 RPM).
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- Después de la reaccién, la reaccién de conjugacién se concentré a ~2,5 ml en un dispositivo de ultrafiltracion
Amicon con una membrana de 10.000 CPM. La muestra se dializé frente a 3 intercambios de 4 | de PBS. El dializado final
se cuantific6 mediante ensayo de BCA y se analiz6 mediante SDS-PAGE y SEC HPLC. Después de que las muestras se
ajustaran a una concentracion de 1 mg/ml, se esterilizaron por filtracion a través de un filiro de 0,22 micrémetros.

Referencias bibliograficas

1. De Jonge R, van Esse HP, Kombrink A, Shinya T, Desaki Y, Bours R, van der Krol S, Shibuya N, Joosten MH,
Thomma BP. 2010. Conserved fungal LysM effector Ecp6 prevents chitin-triggered immunity in plants. Science 329: 953-5

2. Lee CG. 2009. Chitin, chitinases and chitinase-like proteins in allergic inflammation and tissue remodeling.
Yonsei Med J 50: 22-30

3. Cutler JE, Deepe GS, Jr., Klein BS. 2007. Advances in combating fungal diseases: vaccines on the
threshold. Nat Rev Microbiol 5: 13-28

4, Ostrosky-Zeichner L, Casadevall A, Galgiani JN, Odds FC, Rex JH. 2010. An insight into the antifungal
pipeline: selected new molecules and beyond. Nat Rev Drug Discov 9: 719-27

5. Pfaller MA, Diekema DJ. 2007. Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent public health problem.
Clin Microbiol Rev 20: 133-63

6. Casadevall A, Pirofski LA. 2007. Antibody-mediated protection through cross-reactivity introduces a fungal
heresy into immunological dogma. Infect Immun 75: 5074-8

7. Spellberg B. 2007. Prospects for and barriers to a fungal vaccine. Expert Opin Biol Ther 7: 1785-8

8. Cassone A, Torosantucci A. 2006. Opportunistic fungi and fungal infections: the challenge of a single,
general antifungal vaccine. Expert Rev Vaccines 5: 859-67

9. Torosantucci A, Bromuro C, Chiani P, De Bernardis F, Berti F, Galli C, Norelli F, Bellucci C, Polonelli L, Costantino
P, Rappuoli R, Cassone A. 2005. A novel glyco-conjugate vaccine against fungal pathogens. J Exp Med 202: 597-606

10. Xin H, Dziadek S, Bundle DR, Cutler JE. 2008. Synthetic glycopeptide vaccines combining beta-mannan
and peptide epitopes induce protection against candidiasis. Proc Natl Acad Sci USA 105: 13526-31

11. Han Y, Cutler JE. 1995. Antibody response that protects against disseminated candidiasis. Infect Immun
63:2714-9
12. Rachini A, Pietrella D, Lupo P, Torosantucci A, Chiani P, Bromuro C, Proietti C, Bistoni F, Cassone A,

Vecchiarelli A. 2007. An anti-beta-glucan monoclonal antibody inhibits growth and capsule formation of Cryptococcus
neoformans in vitro and exerts therapeutic, anticryptococcal activity in vivo. Infect Immun 75: 5085-94

13. Torosantucci A, Chiani P, Bromuro C, De Bemardis F, Palma AS, Liu Y, Mignogna G, Maras B, Colone M,
Stringaro A, Zamboni S, Feizi T, Cassone A. 2009. Protection by anti-beta-glucan antibodies is associated with
restricted beta-1,3 glucan binding specificity and inhibition of fungal growth and adherence. PLoS One 4: €5392

14. Bromuro C, Torosantucci A, Chiani P, Conti S, Polonelli L, Cassone A. 2002. Interplay between protective and
inhibitory antibodies dictates the outcome of experimentally disseminated Candidiasis in recipients of a Candida
albicans vaccine. Infect Immun 70: 5462-70

15. Bredehorst R, Pomato N, Scheel O, Thiem J. 1998. Patente de los EE. UU. N. °US-5705634A

16. Nakao E. 1994. Patente N. °US-5312908

17. Nishimura T, Eto E, Yamad T. 1989. Patente N. °US-4804750A

18. Gislason J, Einarsson JM, How NC, Bahrke S. 2009. Patente N. °US-20090281058A1

19. Lenardon MD, Munro CA, Gow NA. 2010. Chitin synthesis and fungal pathogenesis. Curr Opin Microbiol
13:416-23

20. Baker LG, Specht CA, Donlin MJ, Lodge JK. 2007. Chitosan, the deacetylated form of chitin, is necessary
for cell wall integrity in Cryptococcus neoformans. Eukaryot Cell 6: 855-67

21. Latge JP. 2007. The cell wall: a carbohydrate armour for the fungal cell. Mol Microbiol 66: 279-90

18



10

15

ES2936811 T3

22. Levitz SM. 2010. Innate recognition of fungal cell walls. PLoS Pathog 6: e1000758

23. Nitz M, Bundle D.R. 2001. J. Synthesis of Di- to Hexasaccharide 1,2-Linked - Mannopyranan Oligomers, a
Terminal S-Linked Tetrasaccharide Congener and the Corresponding BSA Glycoconjugates J Org Chem 66: 8411-
2324. Antinori S, 2013. New Insights into HIV/AIDS-Associated Cryptococcosis. ISRN AIDS 471363

25. Rappleye CA, Eissenberg LG, Goldman WE. 2007. Histoplasma capsulatum alpha-(1,3)-glucan blocks
innate immune recognition by the beta-glucan receptor. PNAS. 104(4):1366-70

26. Fujikawa T. y col. 2012. Surface alpha 1,3-Glucan Facilitates Fungal Stealth Infection by Interfering with
Innate Immunity in Plants PLOS Pathogens 8:| €1002882

27. Reese, A. J.y col. 2007. Loss of cell wall alpha (1-3) glucan affects Cryptococcus neoformans from
ultrastructure to virulence. Mol. Microbiol. 63, 1385-1398.

19



10

15

20

25

30

35

40

10.

ES2936811 T3

REIVINDICACIONES
Un compuesto formado por la conjugacién de
uno o mas restos de polisacarido, cada uno representado independientemente por la formula
B(1—4)-[GIcNH-R]n-2,5-anhidromanosa, en donde n es un ndmero entero positivo de 3 a 50, R
es H o un grupo acilo, y el uno o mas restos de polisacarido son polimeros mixtos de
quitina/quitosana,
con una proteina portadora inmunogénica unida covalentemente a uno o mas restos de
polisacéarido directamente en el grupo anhidromanosa de cada uno de los restos de polisacarido.
El compuesto de la reivindicacion 1, en donde:

n es un numero entero positivo de 6 a 50; o
al menos el 30 % de los grupos acilo en el compuesto son acetilo.

El compuesto de la reivindicacion 1, en donde la proteina portadora inmunogénica se selecciona del grupo
que consiste en toxoide tetanico, toxoide diftérico y un factor de virulencia de proteina fungica.

El compuesto de la reivindicacion 1, que comprende ademas uno o mas epitopos de -manano o glucano
lineales unidos covalentemente a la proteina portadora inmunogénica.

El compuesto de la reivindicacion 4, en donde el B-manano es un tetrasacarido de 3-1,2-manosa.

El compuesto de la reivindicacién 4, en donde uno o mas epitopos de glucano es un epitopo de a-1,3-
glucano lineal.

El compuesto de la reivindicacién 4, en donde uno o mas epitopos de glucano es un epitopo de B-1,3-
glucano lineal.

Una composicion que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde:
para al menos el 80 % de las moléculas del compuesto en la composicién n tiene un valor de 6 a
50; 0
el valor medio de n es de 10 a 50.
Un compuesto o composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en un método para
inmunizar a un sujeto mamifero contra un patégeno flngico, que comprende administrar al sujeto una
cantidad inmunogénica del compuesto o composicién.

El compuesto o composicién para su uso segun la reivindicacion 9, en donde el sujeto es un sujeto humano.
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Conjugacion de fragmentos de quitina
modificada con toxoide tetanico

Coomassie

Figura 2
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Programa de inmunizacion:

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Dia -4 Recoger suero preinmune de cada grupo
PBS + . .. . .. . ..
Advuvante Conjugado de quitina | Conjugado de quitina | Conjugado de quitina
, Y modificada-TT + CFA | modificada-TT + CFA | modificada-TT + CFA
Dia 0 completo de ) o . o . o
25 pg/inyeccion i.p. 50 pg/inyeccion i.p. 100 pg/inyeccion i.p.
Freund (CFA) 200 pl 200 pl 200 pl
i.p. 200 pl K K K
PBS +
Adyuvante | Conjugado de quitina | Conjugado de quitina | Conjugado de quitina
. incompleto | modificada-TT + IFA | modificada-TT + IFA | modificada-TT + IFA
Dia 28 . o . . . .
de Freund 25 pg/inyeccion i.p. 50 pg/inyeccion i.p. 100 pg/inyeccion i.p.
(IFA) i.p. 200 pl 200 pl 200 pl
200 pl
Recoger suero de cada grupo
PBS +
Dia 38 Adyuvante | Conjugado de quitina [ Conjugado de quitina | Conjugado de quitina
incompleto de | modificada-TT + IFA | modificada-TT + IFA | modificada-TT + IFA
Freund (IFA) | 25 pg/inyeccion i.p. 50 pg/inyeccion i.p. 100 pg/inyeccion i.p.
i.p. 200 pl 200 pl 200 ul 200 pl
Dia 50 Recoger suero de cada grupo

Figura 3
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ELISA de vacuna de quitina modificada, antigeno
de cribado del dia 50: Quitina modificada-HSA

3,0
2,5 1
2,0

1,5

I:)()450

1,0 -

0,5 -

0,0 1

v - = 0 ©

Logaritmo de la dilucién

Figura 4

24



2,0 -

3,0 1
2,5

2,0 -

DO45()

15 g\&\\

1,5 -

ES2936811 T3

ELISA de vacuna de quitina modificada,
antigeno de cribado del dia 50:
Quitina modificada-HSA
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Figura 5A

ELISA de vacuna de quitina modificada
Controles de especificidad - Glucanos que contienen GIcNAc

Grupo de inmunizacidn:

= Grupo 1 - PBS/Freund

= Grupo 2 - 25 ug de quitina modificada
RN Grupo 3-50 [¥]s] de quitina modificada
""""""" Grupo 4 - 100 ug de quitina modificada

Antigeno de prueba

Figura 5B
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Vacuna fungica de quitina modificada-TT
Exposicion a Candida en ratones

T T ‘ T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Dias posteriores a la inoculaciéon

—&— Inmunizacion simulada / exposicion simulada

—4&— Inmunizacién simulada / exposiciéon a 5E6 C. albicans

—k— Inmunizacion con laminarina-TT / exposicion a 5E6 C. albicans
—W¥— Inmunizacion con mQuit-TT / exposicién a 5E6 C. albicans
—A— Inmunizacién con Quito-Hexa-TT / exposicion a 5E6 C. albicans

Figura 9B
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