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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av et glykokonjugat som omfatter et sakkarid
konjugert til et bearerprotein gjennom en (2-((2-oksoetyl)tio)etyl)karbamat
(eTEC)-spacer, som omfatter trinnene med:

a) reagering av et sakkarid med 1,1'-karbonyl-di-(1,2,4-triazol) (CDT) eller 1,1'-
karbonyldiimidazol (CDI) i et organisk Igsningsmiddel for & fremstille et aktivert
sakkarid;

b) reagering av det aktiverte sakkaridet med cystamin eller cysteamin eller et salt
derav for & fremstille et tiolert sakkarid;

c) reagering av det tiolerte sakkaridet med et reduksjonsmiddel for & fremstille et
aktivert tiolert sakkarid som omfatter én eller flere frie sulfhydrylrester;

d) reagering av det aktiverte tiolerte sakkaridet med et aktivert baererprotein som
omfatter én eller flere a-haloacetamidgrupper, for & fremstille et tiolert sakkarid-
bzererprotein-konjugat; og

e) reagering av det tiolerte sakkarid-beaererprotein-konjugatet med (i) en fgrste
capping-reagens som kan cappe ukonjugerte a-haloacetamidgrupper av det
aktiverte baererproteinet; og/eller (ii) en andre capping-reagens som kan cappe
ukonjugerte frie sulfhydrylrester;

hvorved et eTEC-bundet glykokonjugat fremstilles.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori capping-trinnet e) omfatter reagering av
det tiolerte sakkarid-baererprotein-konjugatet med (i) N-acetyl-L-cystein som

fgrste capping-reagens, og/eller (ii) jodacetamid som andre capping-reagens.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 2, som ytterligere omfatter et trinn med
sammensetting av sakkaridet ved reaksjon med triazol eller imidazol for a
tilveiebringe et sammensatt sakkarid, hvori det sammensatte sakkaridet

skallfryses, lyofiliseres og rekonstitueres i et organisk Igsningsmiddel fgr trinn a).

4. Fremgangsmaten ifglge krav 1, 2 eller 3, som ytterligere omfatter rensing av
det tiolerte polysakkaridet fremstilt i trinn c¢), hvori rensingstrinnet omfatter

diafiltrering.

5. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 4, hvori
reduksjonsmiddelet i trinn c) er tris(-2-karboksyetyl)fosfin (TCEP), ditiotreitol
(DTT) eller merkaptoetanol.
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6. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvori

bzererproteinet aktiveres med et aktivert bromeddiksyrederivat.

7. Fremgangsmaten ifglge krav 6, hvori bromeddiksyrederivatet er N-

hydroksysuccinimidesteren av bromeddiksyre (BAANS).

8. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, hvori
fremgangsmaten  ytterligere omfatter rensing av det eTEC-bundne

glykokonjugatet ved diafiltrering.

9. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvori det
organiske lgsningsmiddelet i trinn a) er et polart aprotisk lgsningsmiddel valgt fra
gruppen bestdende av dimetylsulfoksid (DMSO), dimetylformamid (DMF),
dimetylacetamid (DMA) N-metyl-2-pyrrolidon (NMP), acetonitril, 1,3-dimetyl-
3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon (DMPU) og heksametylfosforamid (HMPA),

eller en blanding derav.

10. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvori forholdet

sakkarid : baererprotein (v/v) er mellom 0,2 og 4 eller mellom 0,4 og 1,7.

11. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvori
sakkaridet er et kapsulezert polysakkarid avledet fra S. pneumoniae valgt fra
gruppen bestdende av kapsulaere polysakkarider av pneumokokk (Pn)-serotype 1,
3, 4,5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F og
33F.

12. Fremgangsmaten ifglge krav 11, hvori det kapsulaere polysakkaridet er et

kapsulaert polysakkarid av Pn-serotype 11A, 10A, 22F eller 33F.

13. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvori

sakkaridet er et kapsulzert polysakkarid avledet fra N. meningitidis.

14. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-13, hvori

baererproteinet er CRM197.
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15. Glykokonjugat fremstilt etter fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av

kravene 1-14.

16. Immunogen sammensetning som omfatter glykokonjugatet ifglge krav 15 og
en farmasgytisk akseptabel tilsetning, baerer eller et farmasgytisk akseptabelt

fortynningsmiddel.

17. Glykokonjugat som omfatter et bakterielt kapsulaert polysakkarid konjugert til
et baererprotein gjennom en eTEC-spacer, hvori polysakkaridet er kovalent bundet
til eTEC-spaceren gjennom en karbamatbinding, og hvori baererproteinet er

kovalent bundet til eTEC-spaceren gjennom en amidbinding.

18. Glykokonjugatet ifglge krav 17, hvori det kapsulaere polysakkaridet er avledet
fra S. pneumoniae valgt fra gruppen bestdende av kapsulzere polysakkarider av
Pn-serotype 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F,
22F, 23F og 33F.

19. Glykokonjugatet ifglge krav 18, hvori det kapsulaere polysakkaridet er et
kapsulaert polysakkarid av Pn-serotype 10A, 11A, 22F eller 33F.

20. Glykokonjugatet ifglge krav 17, hvori det kapsuleere polysakkaridet er avledet

fra N. meningitidis.

21. Glykokonjugatet ifglge et hvilket som helst av kravene 17 til 20, hvori
polysakkaridet har en molekylvekt pd mellom 10 kDa og 2000 kDa, mellom
50 kDa og 2000 kDa, mellom 50 kDa og 20 000 kDa eller mellom 500 kDa og
10 000 kDa.

22. Glykokonjugatet ifglge et hvilket som helst av kravene 17 til 21, hvori
polysakkaridet har en grad av O-acetylering mellom 75 og 100 %.

23. Glykokonjugatet ifglge et hvilket som helst av kravene 17 til 22, hvori

baererproteinet er CRM197.

24, Glykokonjugatet ifglge krav 23, hvori CRM197 omfatter 2 til 20 eller 4 til 16

lysinrester kovalent bundet til polysakkaridet gjennom en eTEC-spacer.
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25. Glykokonjugatet ifglge et hvilket som helst av kravene 17 til 24, hvori
forholdet sakkarid : baererprotein (v/v) er mellom 0,2 og 4 eller mellom 0,4 og
1,7.

26. Glykokonjugatet ifglge krav 23, hvori minst én binding mellom CRMig7 og
sakkarid forekommer ved hver 25., 15., 10. eller 4. repeterende sakkaridenhet av
sakkaridet.

27. Glykokonjugatet ifglge et hvilket som helst av kravene 17 til 26, som har en

molekylaer stgrrelsesfordeling (Ka) pa =35 % ved <0,3.

28. Immunogen sammensetning som omfatter glykokonjugatet ifglge et hvilket
som helst av kravene 17 til 27 og en farmasgytisk akseptabel tilsetning, baerer

eller et farmasgytisk akseptabelt fortynningsmiddel.

29. Den immunogene sammensetningen ifglge krav 28, som ytterligere omfatter

et tilleggsantigen.

30. Den immunogene sammensetningen ifglge krav 29, hvori tilleggsantigenet
omfatter et glykokonjugat av et kapsulzert polysakkarid avledet fra S. pneumoniae
valgt fra gruppen bestaende av kapsulaere polysakkarider av Pn-serotype 1, 3, 4,
5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F og 33F.

31. Den immunogene sammensetningen ifglge et hvilket som helst av kravene 28

til 30, som ytterligere omfatter et adjuvans.

32. Den immunogene sammensetningen ifglge krav 31, hvori adjuvanset er et
aluminiumbasert adjuvans valgt fra gruppen bestdende av aluminiumfosfat,

aluminiumsulfat og aluminiumhydroksid.
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