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Rappresentazione schematica di un glicoconiugato

vaccini glicoconiugati rappresentano oggi uno degli strumenti piu
efficaci e sicuri per la prevenzione di infezioni batteriche prodotte ad
esempio da Haemophilus influenzae tipo b, e diversi serotipi di Strep-
tococcus pneumoniae € di Neisseria meningitidis.
Questi vaccini sono composti da un antigene saccaridico scarsamente
immunogenico, generalmente un polisaccaride capsulare o un fram-
mento di minore lunghezza ottenuto talvolta anche attraverso sintesi
chimica, che, una volta legato covalentemente ad una proteina carrier,
incrementa significativamente la propria immunogenicita. Leffetto della
coniugazione chimica consente di convertire la risposta verso I'antigene
saccaridico da T-indipendente a T-dipendente: I'aptene saccaridico per
sé contiene epitopi, vale a dire parti dell’antigene, che sono riconosciu-
ti dal sistema immunitario attraverso cellule B ma non attraverso le cel-
lule T. Sebbene tale concetto sia noto dalla fine degli anni Venti [1], vac-
cini composti da soli polisaccaridi furono sviluppati fino alla fine degli
anni Settanta, culminando nella registrazione di vaccini anti-meningo-
cocco e anti-pneumococco. A partire dagli anni Ottanta, in particolare
per merito del gruppo di J.B. Robbins (NIH), lo sviluppo dei vaccini gli-
coconiugati ebbe un nuovo impulso che culmind con la registrazione del
primo vaccino contro Haemophilus influenzae tipo b tra il 1987 e il 1990
[2-5]. Successivamente altri vaccini glicoconiugati preparati a partire da
polisaccaridi batterici di Neisseria meningitidis e Streptococcus pneu-
moniae o prodotti con oligosaccaridi sintetici (Haemophilus influenzae
tipo b) sono stati registrati [6-8], ed altri sono in fase di sviluppo clinico
(i.e. Group B Streptococcus) [9]. Due principali approcci sono stati
applicati per la coniugazione chimica covalente dell’aptene alla proteina
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carrier, il primo basato sull’attivazione random di gruppi idrossilici o car-
bossilici presenti lungo la catena polisaccaridica nativa o leggermente
ridotta mediante trattamento chimico, seguita dalla coniugazione a
gruppi amminoacidici reattivi (€-NH, di lisina, COOH di acido aspartico
e acido glutammico, SH di cisteina) (Fig. 1A), il secondo basato sull’in-
troduzione di una funzionalita reattiva al terminale riducente di oligosac-
caridi piu corti, in precedenza generati mediante trattamento chimico
(Fig. 1B), oppure ottenuti per sintesi chimica (Hib) (Fig. 1C) [6, 8].

Un nuovo approccio chiamato bio-coniugazione (Fig. 1D), basato su

Fig. 1 - Rappresentazione schematica delle differenti strategie
applicate per la preparazione dei glicoconiugati
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Fig. 2 - Processo di coniugazione del vaccino glicoconiugato Menvec® [12, 13]

glico-ingegneria della via di N-glicosilazione nei batteri, come ad esem-
pio E. coli, sta inoltre recentemente riscontrando molto interesse. Poli-
saccaridi, codificati attraverso geni inseriti nel batterio, sono prodotti su
un carrier poli-isoprenoide e quindi trasferiti ad un residuo di asparagina
di una proteina carrier, anch’essa codificata attraverso geni inseriti nel
batterio, la quale deve contenere almeno un sito di N-glicosilazione nati-
VO 0 ingegnerizzato [10, 11].

La complessita nella preparazione e le numerose variabili (natura della
proteina carrier, lunghezza della catena saccaridica, strategia e chimica
di coniugazione, rapporto di glicosilazione espresso come saccari-
de/proteina) che possono influenzare I'efficienza dei glicoconiugati rap-
presentano sempre piu aspetti chiave per lo sviluppo di questo tipo di
vaccini [6]. Un’adeguata caratterizzazione chimico-fisica del prodotto, in

tecnologico, che coinvolge la coniugazione di oligosaccaridi con defini-
ta lunghezza di catena, I'uso di una proteina carrier ben definita
(CRM;g;) e una coniugazione sito-specifica (terminale riducente del sac-
caride), & stato ottenuto un prodotto ben definito con alta riproducibilita
in fase di produzione (Fig. 2) [12, 13].

La proteina carrier CRM;g; € un mutante non tossico della tossina dif-
terica che differisce di un solo amminoacido in posizione 52, dove una
glicina e sostituita da un acido glutammico (G52E) [14]. Essendo natu-
ralmente non tossico, non €& richiesto nessun trattamento chimico
detossificante (es. con formaldeide) che produce strutture complesse
“cross-linked” come ad esempio per la tossina difterica (DT) o tetanica
(TT), CRM4g; € quindi un carrier ideale per vaccini glicoconiugati contro
batteri capsulati come Haemophilus influenzae, pneumococco e menin-
gococco. La recente pubblicazione della struttura cristallografica di
CRM,g; e del suo complesso con NCA (nicotinammide come prodotto
d'idrolisi di NAD) alla risoluzione di 2,0A [15] ha permesso di compren-
dere il meccanismo molecolare che sta alla base della perdita di tossi-
cita rispetto a DT. Sebbene globalmente le strutture cristallografiche di
CRM,g; e DT siano pressoché identiche, la differenza funzionale tra le
due proteine pud essere spiegata dalla flessibilita del loop sito-attivo che
copre la tasca di binding di NAD (Fig. 3).

Al fine di garantire consistenza in produzione e immunogenicita, la
caratterizzazione strutturale ha acquisito oggi un ruolo fondamentale per
il controllo dei materiali di partenza, dei vari intermedi di processo, del
glicoconiugato purificato e del vaccino formulato finale. In aggiunta ai
test analitici prevalentemente basati su analisi colorimetriche, negli ulti-
mi anni sono state sviluppate complesse metodologie chimico-fisiche
(metodi spettrofotometrici UV-visibile e fluorescenza, HPLC, spettrome-
tria di massa, NMR) che consentono una caratterizzazione fine dei gli-
coconiugati. Il pannello analitico disponibile consente quindi di valutare
molti attributi degli intermedi di processo e del vaccino formulato finale,

aggiunta alla caratterizzazione immunochimica
in vitro e in vivo, € inoltre fondamentale sia per
garantire un’ottimale definizione del medesimo
che per monitorare la consistenza in fase di
produzione. Sebbene i glicoconiugati siano per
loro natura delle macromolecole complesse,
strutture omogenee ben definite e di elevata
purezza, che si possono ad esempio ottenere
attraverso oligosaccaridi con dimensione ridot-
ta e definita (Fig. 1B) o preparati sinteticamen-
te (Fig. 1C) coniugati per via terminale, hanno il
vantaggio di facilitare la loro stessa caratteriz-
zazione e di aumentare il livello di consistenza
tra lotto e lotto. Il vaccino tetravalente contro
infezioni da meningococco di gruppo A, C,
W35 € Y recentemente sviluppato e registrato
in vari Paesi da Novartis Vaccines (Menvec®),

sia in merito agli aspetti strutturali che alla
purezza dei prodotti (Tab. 1).

Sebbene i vaccini glicoconiugati, ad oggi per la
maggior parte preparati a partire da poli- oligo-
saccaridi estratti e purificati da culture batteri-
che (un solo vaccino sintetico contro infezioni
Hib & attualmente registrato per uso umano
[16]), siano prodotti con elevatissimi livelli di
purezza, I'eterogeneita delle catene saccaridi-
che e minime tracce di contaminanti batterici
(endotossine, etc.) sono inevitabili. La sintesi
chimica di carboidrati a partire da monosacca-
ridi (Fig. 1) fornisce invece strutture omogenee
e ben definite (es. una sola distinta lunghezza
di catena), in cui sono presenti anche specifi-
che funzionalita terminali utili per la coniugazio-
ne alla proteina carrier. L'uso di reagenti molto

Fig. 3 - Struttura cristallografica di CRM, 4,15 in cui
sono evidenziate le lisine usate come siti per la
coniugazione degli oligosaccaridi di meningococco

rappresenta un esempio attuale in cui, attraver-
so l'applicazione di uno specifico approccio

puri consente inoltre di ottenere prodotti finali
di elevata purezza, per i quali & necessario veri-



ficare solo i residui di processo. Grazie anche all’utilizzo di tecnologie
automatizzate [17, 18], negli ultimi anni la chimica dei carboidrati ha reso
possibile la sintesi di antigeni con rese di processo accettabili per studi
di ricerca iniziali. Lo sviluppo e I'ottimizzazione degli schemi di sintesi
richiedono comunque ulteriori sforzi per allargare I'applicabilita, prepa-
rare catene saccaridiche sufficientemente lunghe sulla base della defini-

Tab. 1 - Test analitici per il controllo di qualita dei vaccini glicoconiugati

Intermedio di processo Attributo di qualita

- Identita

- Dimensione molecolare e poli-dispersione
- Composizione chimica

- Gruppi O-acetile

Struttura

- Proteine

- Acidi nucleici

- Cetavlon

- Acqua

- Sostanze volatili

- Solventi organici

- Bioburden (carica microbica)
- Endotossine

Polisaccaride

Purezza

- ldentita

- Dimensione molecolare e poli-dispersione

- Contenuto in saccaride

- Grado di polimerizzazione (rapporto saccaride
totale/gruppi terminali)

- Gruppi O-acetile

- Gruppi di derivatizzazione (es.diidrazide,
bromo acetato, estere attivo)

Poli-, oligo-saccaride | Struttura

derivatizzato

Purezza - Impurezze di processo

- ldentita

- Dimensione molecolare

- Sequenza proteica

- Folding proteico

- Gruppi di derivatizzazione (es. diidrazide,
bromo acetato)

Struttura

Proteina carrier

- Acidi nucleici

- Proteine di E. coli e altre proteine residue
- Endotossine

- Bioburden (carica microbica)

Purezza

- Identita

- Coniugazione covalente saccaride-proteina
- Saccaride coniugato e non-coniugato

- Proteina coniugata e non-coniugata

- Gruppi O-acetile

- Dimensione molecolare

Struttura

Coniugato

- Impurezze di processo
- Endotossine
- Bioburden (carica microbica)

Purezza

- ldentita

- Saccaride coniugato e non-coniugato

- Proteina coniugata e non-coniugata

- Contenuto di adiuvante (es. alum)

- Contenuto di conservanti (es. thimerosal)

- Contenuto di eccipienti o diluenti (es. thimerosal)
- Umidita residua in prodotti liofili

- Gruppi O-acetile

- Dimensione molecolare

Struttura

Vaccino formulato

- Endotossine
- Pirogenicita
- Sterilita

Purezza

zione dell’epitopo (paradigma di Kabat [19]), aumentare la scala di pro-
duzione, in particolare per quelle strutture caratterizzate da unita ripe-
tenti pitl complesse (ad esempio le strutture non lineari sono tendenzial-
mente piu difficili da sintetizzare). La combinazione di approcci chimici e
chemo-enzimatici potrebbe inoltre essere utile per implementare questa
via di produzione.

La sintesi chimica & inoltre molto utile per preparare molecole di riferi-
mento utili per la caratterizzazione dei polisaccaridi estratti da sorgente
biologica, come ad esempio la singola unita ripetente.

Per rendere ancora piu uniformi i vaccini glicoconiugati, sono attualmen-
te in fase di ricerca metodologie di coniugazione sito-specifica su spe-
cifici residui amminoacidici. Ad esempio I'utilizzo di amminoacidi non
naturali [20] o di funzionalita chimiche sito-specifiche (legami tioeterei)
[21] permette di ridurre la variabilita del pattern di glicosilazione che
comunemente si ha per le coniugazioni con gruppi amminici (lisine) o
carbossilici (acidi aspartici o glutammici).
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Glycoconjugate Vaccines

The success of glycoconjugate vaccines during the last 30 years has provided evidence that these products are the safest and most efficacious vaccines

currently available for prevention of bacterial infectious diseases. New technologies for vaccines improvement, such as the chemical synthesis of the

carbohydrate antigens and the optimization of variables affecting immunogenicity (i.e. conjugation chemistry, saccharide chain length, carbohydrate-protein

ratio, etc.), are currently under development.




